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  در بيمارانپلاكت  Ibαدر ژن گليكوپروتئين   جهش جديد5شناسايي 
  سولير ايران -برنارد

  
  
  

 Iسيداسداله تقوي
  IIدكتر احمد كاظمي *

  IIIدكتر قاسم رستگار لاري
  IVدكتر فريدون علا

 Vمريم رسول زادگان

  چكيده
 GPكمپلكس  يل نقايص مولكوليبه دلكه سندرم برنارد سولير بيماري خونريزي دهنده ارثي است : وهدفزمينه 
Ib-IX-V (GlycoProtein)از چهـار زنجيـره    پلاكتي كه GP Ibα, GP Ibβ, GP IX, GP V    ،تـشكيل شـده اسـت 

هـاي    جهـش  بيـشتر .باشـد   مـي بزرگترين زنجيره اين كمپلكس بوده و مسئول اتصال به ليگاند GP Ibα .افتد  مياتفاق
هـدف از انجـام ايـن مطالعـه بررسـي و      .  بـوده اسـت  GP Ibα در سـولير  در ارتباط با سندرم برناردشناسايي شده

   .باشد  ميدر بيماران برنارد سولير ايرانيGP Ibα   نقايص مولكولي ژنشناسائي 
هـاي   با استفاده ازبانك اطلاعاتي بيمـاري انجام شد و ) Case series(اين مطالعه به روش بررسي بيماران :  كار روش

 تشخيص بيماري بر پايه     .مورد مطالعه قرار گرفتند     شناسايي و  بيمار 12  ايران   گاه جامع هموفيلي  خونريزي دهنده درمان  
ريـستوستين صـورت    آگونيـست   محيطي و عدم پاسخدهي به      خون  مطالعات فنوتيپي شامل شمارش پلاكت، بررسي لام        

 قطعـه  5 بـه  GP Ibα كد كننـده ژن  نواحي. شدافراد وابسته جدا سازي از ستونهاي خوني  بيماران و  NAD .گرفته بود
 CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis)ازروش . تقـسيم بنـدي و تكثيـر انجـام شـد     هم پوشـان  

  .  تعيين توالي شدندCSGEهاي داراي هترودوبلكس در ژل   توالي نهايتا  وگرديد استفاده 
، 419-425هـاي   بـين نوكلئوتيـد   GGAگزيني  و جـاي  ACCGGCTحـذف : جهش جديد شناسايي شـد  5: ها يافته
شناسايي هاي  موتاسيون. 1800-1819 نوكلئوتيد در موقعيت 20 و حذف C709T،A 710G،T 1759Cاي  نقطههاي  جهش

 Restriction (RFLP)هـا   شده بـه بانـك جهـاني ژن فرسـتاده شـد و ثبـت گرديـد بـراي هـر كـدام از موتاسـيون           
Fragment Length Polymorphism راحي وانجام شدط.  

مـورد مطالعـه قـرار     BSS پلاكتها در بيمـاران   GP Ibαدر اين مطالعه نقايص مولكولي ژن زنجيره : گيري نتيجه
 . در ساير مطالعات شناسايي نشده بود، شناسايي گرديد  موتاسيون جديد كه5گرفت و 

  
  جهش -4     تعيين توالي -Ibα     3گليكوپروتئين -2    سولير-سندرم برنارد -1:  واژه هاكليد

  
  30/1/89: ،   تاريخ پذيرش9/3/88: تاريخ دريافت

  
  مقدمه

 ارثي سندرم برنارد ـ سولير بيماري خونريزي دهنده 
رسـد    مي است كه معمولاً با توارث اتوزوم مغلوب به ارث        

مختلـف نزديـك بـه يـك در         هـاي     و شيوع آن در جمعيـت     
  )2و1(.باشد  ميميليون

-GP Ib ليل نقايص مولكولي گليكوپروتئين اين سندرم به د

IX-Vاز چهــار زنجيــره پلــي كــهشــود  پلاكــت ايجــاد مــي 
 تـشكيل شـده   GPVو  GP Ibβ ,GP Ibα  GP IX,پپتيـدي 

است و به عنوان گيرنده بـراي فـاكتور وان ويلبرانـد عمـل              

بوده و  كمپلكس  بزرگترين زنجيره اينGP Ibα )4و3(.كند مي
 GP Ib-IX-Vنقـش  .  باشـد  يمسئول اتـصال بـه ليگانـد م ـ   

ها به نواحي زيـر انـدوتليوم آسـيب ديـده بـا               اتصال پلاكت 
ها    فعال سازي پلاكت    و تسهيل  واسطه فاكتور وان ويلبراند   

بـه عـلاوه بـه نظـر        . باشـد  هاي پايين ترومبين مي     در غلظت 
هـا دخيـل باشـد       رسد در توليد و سوخت وساز پلاكـت         مي

ليكــوپروتئين دچــار  بيمــاران داراي نقــص در ايــن گچــون
  )5(.باشند پلاكت ميكاهش تعداد پلاكت و افزايش اندازه 

  

  .است گرديده  انجام1386در سال  پ /306طرح تحقيقاتي كد قالب در ايران درماني  بهداشتي خدمات و علوم پزشكي دانشگاه مالي حمايت از استفاده با تحقيق اين
(I زشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايرانكارشناس ارشد هماتولوژي، دانشگاه علوم پ  

(II  دانشيار گروه هماتولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايران *)مؤلف مسؤول(  
(IIIاستاديار گروه هماتولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني ايران، تهران، ايران   
(IVص هماتولوزي باليني، درمانگاه جامع هموفيلي ايران، تهران، ايران فوق تخص  
(Vكارشناس شيمي، درمانگاه جامع هموفيلي ايران، تهران، ايران   
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تشخيص سندرم برنارد ـ سولير بر اساس كـاهش تعـداد    
افزايش انـدازه آن هـا، افـزايش مـدت زمـان            باها همراه     پلاكت

ابـل ريـستوستين و     ها درمق   خونروي وعدم پاسخدهي پلاكت   
 گيـرد،   عدم تصحيح آن با افزودن پلاسماي نرمال صورت مي        

ــشاهدات       ــولير م ــارد ـ س ــندرم برن ــشخيص س ــد ت در تأيي
هـاي بيوشـيميايي شـامل        اگريگومتري بايستي با انجام تست    

هاي تشكيل دهنده   و زنجيرهGP Ib-IX-Vاندازه گيري ميزان 
منوبلات و در   آن در سطح پلاكت توسط فلوسيتومتري و يا اي        

شـودتا دقيقـاً عامـل اخـتلال         نهايت با مطالعات ژنتيكي تأييـد     
   )6و5(.عملكردي پلاكت تعيين شود

در ايران تا كنون هيچ مطالعه ژنتيكي بـروي بيمـاران           
مطالعـه ژنتيكـي ايـن    . برنارد ـ سـولير انجـام نـشده بـود     

بيمـاران جهـت تـشخيص قطعــي بيمـاري، تعيـين نــاقلين،      
لد، كمك به تكميـل بانـك جهـاني ژن و       تشخيص قبل از تو   

ارائه روشي براي مطالعه اين نواقص در آينـده ضـروري          
نقـش  GP Ibα از آن جـا كـه زنجيـره    . رسـيد   مـي به نظـر 

ــده دار  ــد را عه ــه ليگان ــصال ب ــيات ــشترين   م باشــد و بي
به گزارش شده در اين زنجيره بوده است        هاي    موتاسيون

 GPلي زنجيـره   بررسي نواقص مولكـو ،عنوان اولين گام

Ibαشروع كرديم را در اين بيماران .  
 

  روش كار
خـونريزي  هـاي     با كمك گرفتن ازبانك اطلاعاتي بيماري     

دهنــده درمانگــاه جــامع همــوفيلي،  بيمــاران داراي ســندرم 
.  بيمار انتخـاب گرديـد     12 سولير شناسايي وتعداد     -برنارد  

تشخيص بيماري بر پايه مطالعات فنوتيپي شـامل شـمارش          
 عدم پاسـخدهي     ورفولوژيك لام محيطي    ولاكت، بررسي م  پ

ــه ريــستوستين در حــضور پلاســماي نرمــال   هــا  پلاكــت ب
 ميلي 15از بيماران و خانواده آنها، ميزان .صورت گرفته بود

 Na2EDTA (Ethylene Diamineليتر خون درضـد انعقـاد   

Tetra Acetic Acid)    جمـع آوري شـد وDNA   ژنـومي بـا 
ــتفاده از روش ــاز  اس ــتي پروتئين ــK دس ــيل د، س يم دودس

سـفيد  هاي    سولفات، استات آمونيوم اشباع و بافر ليز گلبول       

با توجه بـه اينكـه تمـام        . سفيد استخراج گرديد  هاي    از گلبول 
 در درون يك اگـزون قـرار    GP Ibαتوالي كد كننده زنجيره 

 قطعه تقسيم   5داشته و اين يك اگزون اندازه بزرگي دارد به          
ــورد  ــد و م ــت  ش ــرار گرف ــه ق ــام  . مطالع ــراي انج  PCR ب

(Polymerase Chain Reaction) از روشTouch down  
 قطعـه در    5مورد استفاده براي اين     هاي     پرايمر .استفاده شد 

  .  آورده شده است1  شمارهجدول
  توالي پرايمرهاي استفاده شده - 1جدول شماره 

PRIMER PRIMER 
POSITION 

PRIMER 
SEQUENCE(5'-3')

gagagaaggacgg
agtcgag 

2780-2761  1A  
ggttgtgtctttcggc

aggt  3199-3218 R1A  
ctgtgaggtctccaa

agtgg  3144-3125 2A  
tagccagactgagct

tctcc  3566-3585  R2A  
aaggcaatgagctg

aagacc  3530-3511 3A  
cttgtgttggatgca

aggag  4087-4108 R3A  
tccactgcttctctag

acag  4075-4056 4A  
ggctgatcaagttca

gggat  4473-4492 R4A  
cacaagcctgatcac

tccaa  4413-4394 5A 

ttctctcaaggtcccc
aaac  4959-4978 R5A  

  

CSGE :  اساسCSGE     بر مبناي تشكيل هترودوبلكس 
DNA    ــره داراي ــصادفي زنجي ــدن ت ــت ش ــي از جف  ناش

از ايــن روش بــراي  .موتاسـيون بــا زنجيـره ســالم اسـت   
ه شـد كـه دو مرحلـه        استفادها    اسايي اوليه موتاسيون  نش

 30 و C°98 دقيقـه    5تقليب و اتصال بـه ترتيـب بـه مـدت            
 از فرماميـد، اتـيلن      CSGEدر ژل   . باشـد   مـي  C°65دقيقه  

 منظور ه بBAP (1, 4-BisAcrolyl piperazine)گليكول و 
 CSGEقطعاتي كه در ژل     . افزايش حساسيت استفاده شد   

ز متـد    كـه ا   ندداراي هترودوبلكس بودند، تعيين توالي شد     
 انجـام  PCRبـار  2سـانجر اسـتفاده شـد بـه ايـن منظـور       

 معمولي بودكه محصول خـالص  PCR اول يك  PCRشد،
 دوم كـه مخـصوص سـكانس        PCRسازي شده آن براي     
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 و PCRبــراي انجــام . اســت مــورد اســتفاده قــرار گزفــت
خــالص ســازي محــصول آن از كيــت شــركت ســيگما و  

ــاژن اســتفاده شــد ــوالي از  .كي ــين ت ــراي تعي  دســتگاهب

Pharmasia Amershamــراي بررســــي ــوالي   و بــ تــ
ــد ــا  نوكلئوتي ــرماز ه ــزار ن  ALF express sequenceاف

analysisاستفاده گرديد .  
RFLP : افـزار  نـرم با استفاده از Gene Runner  الگـوي ،

محدود كننده بررسي، آنزيم هاي  تغييرات برش توسط آنزيم
يافتـه  اي  ه ـ  موتاسـيون  براي   RFLPمناسب انتخاب و تكنيك   

توانـد بـا      مـي   حضور موتاسـيون   .شده طراحي و انجام شد    
كـه از ايـن روش      تغيير توالي ژن، الگوي برش را تغيير دهد         

  .براي رديابي وتاييد حضور موتاسيون استفاده شد

  ها يافته
 و دو بيمـار    3، دو بيمار در قطعه      2يك بيمار در قطعه     

بودنـد   CSGE داراي هترودوبلكس در ژل      5هم در قطعه    
بـا تـوالي    هـا     بررسـي ايـن تـوالي      .كه تعيين توالي شـدند    

 نـشان   را GP Ibαدر ژن   جديـد جهـش  5نرمال، حضور 
  مـوارد زيـر     شـامل  )1شكل شـماره    ( ها  جهش  اين داد كه 
بــين  GGA و جــايگزيني  ACCGGCTحــذف: باشــد مــي

 C 709T، Aاي  نقطـه هـاي   جهش، 419-425هاي  نوكلئوتيد

710G، T 1759C  1819 نوكلئوتيد در موقعيت 20 و حذف-
 و  RFLPبوسـيله روش     شناسايي شده هاي     جهش .1800

 ،BsiYIمحدودكننـده هـاي     به ترتيب بـا اسـتفاده از آنـزيم        
MspI ،ECORII ،TaqIو  BsiYI بررسي و تاييد شدند.  
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  GP Ibαدر ژن   جديدجهش 5حضور  -1شكل شماره 

  

اعث حـذف   ب ACCGGCT/Ins GGA Delموتاسيون 
 2  قطعــه321درموقعيــت   BsiYI آنــزيم يــك محــل بــرش

 bp قطعه به اندازه هاي    4هضم آنزيمي قطعه سالم،     . شود مي
48 ،bp 45 ،bp140،bp227    ــي قطعــه ــه هــضم آنزيم  و نتيج

  باشـــــد مـــــي bp227وbp48،bp185 قطعـــــه 3موتانـــــت 
 توجه به اينكه در حركـت الكتروفـورز         با).  2 شماره   شكل(

رود در    مـي  انتظـار ،  كنند  مي با هم حركت   bp48وbp45قطعه  
 bp48،bp140،bp227 بانــد 3ژل الكتروفــورز قطعــه ســالم   

 .bp227وbp48،bp185 باند   3در قطعه موتانت     مشاهده شود و  
  .باشد  جفت باز مي461طول قطعه هضم نشده 

  

  
 ACCGGCTهضم آنزيمي قطعه داراي موتاسيون   -2 شماره شكل

del / GGA insتوسط . BsiYI  محصول هضم نشده، شـماره  1شماره 
) هتروزيگوت( والد بيمار  4، شماره   )هموزيگوت( بيمار 3 سالم، شماره    2

 از ژل بيرون رفته وهمان طور bp 48قطعه . باشد  مي ماركر5و شماره 
 و فرد نرمال 185و  227شود فرد بيمار داراي دو قطعه   ميكه مشاهده

  .باشد  مي جفت بازي140 و 227داراي دو قطعه 
  

 براي آنزيم  باعث ايجاد يك محل برشC 709 Tموتاسيون

MspI كه قطعـه   درحالي.شود  مي3 در قطعه 224درموقعيت 
 بنـابراين بـا     .سالم محل برشي براي اين آنزيم وجـود نـدارد         

 در  .شـود   مي  حاصل 597هضم آنزيمي قطعه سالم يك قطعه       
 373 و   224حالي كه با هضم آنزيمي قطعه موتانت دو قطعـه           

  ).3 شكل شماره(شود   ميحاصل
  

  
 C 709 T هضم آنزيمـي قطعـه داراي  موتاسـيون            -3 شماره   شكل

 نمونه فـرد    2 محصول هضم نشده، شماره      1شماره  . 1Mspتوسط  
طول . دهد  ميرا نشان) هموزيگوت(  نمونه فرد بيمار3سالم، شماره 

اراي  جفت باز است كـه از  هـضم آنزيمـي آن در فـرد د                597قطعه  
شـود در حـالي كـه در          مـي   حاصل 224 و   373موتاسيون دو قطعه    

  .ماند  مي جفت بازي دست نخورده باقي597فرد سالم قطعه 
  

باعـث حـذف يـك محـل بـرش        A 710G موتاسـيون 
EcorП ازهضم آنزيمي قطعـه    . شود  مي )222( 3 درقطعه
جفــت بــازي   196 و161، 139، 75، 26 قطعــه 5ســالم 
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 قطعه  4م آنزيمي قطعه موتانت     شود و از هض     مي حاصل
 75 و   26هاي    قطعه). 4شكل شماره   ( 357 و 139،  75،  26

جفت بازي هنگام الكتروفورز از ژل بيرون رفته، در فرد          
شود در حـالي      مي  مشاهده 139 و   196،161سالم قطعات 

  جفت بازي مشاهده   139 و   357كه در فرد بيمار قطعات      
  .شود مي

  

  A 710G قطعـه داراي موتاسـيون  هضم آنزيمـي   -4 شماره شكل
 نمونـه فـرد     2 نمونه هضم نـشده، شـماره        1شماره  . EcorПتوسط  

ــماره  ــالم، شـ ــار4 و 3سـ ــه بيمـ ــي نمونـ ــماره   مـ ــند وشـ  5باشـ
 جفت بازي از ژل بيرون رفته ودر نتيجه در 75 و26هاي  باند.ماركر

 جفت بازي وقطعه موتانت باند 139 و161، 196قطعه سالم باندهاي 
  . شود  مي بازي مشاهده139 و 357هاي

در  1Taq باعث حذف يك محـل بـرش         T1759Cموتاسيون
 برش داده ولي    391قطعه سالم را در      1Taq. شود  مي 5قطعه  

  ). 5شكل شماره (باشد   نميقادر به برش در قطعه موتانت
  

  
ــكل ــماره ش ــيون     -5 ش ــه داراي موتاس ــي قطع ــضم آنزيم  T1759Cه
 نمونه  2 نمونه هضم نشده، شماره      1شماره  . دهد  مي  را نشان  1Taqتوسط

 نمونـه   5 و 4هـاي     ، شماره )هموزيگوت( نمونه فردبيمار  3فرد سالم، شماره    
 جفـت بـازي     194 و   391فرد سـالم داراي دو بانـد        .باشند  مي والدين بيمار 

افـراد هتروزيگـوت   . باشـد   مـي 585بوده در حالي كه بيمار تنها داراي باند      
  . جفت بازي را دارا هستند194 و 391،585هر سه باند ) والدين(

  

ــا حــذف  ــد20ب ــت   نوكلئوتي ، 1800-1819در موقعي
شـود كـه باعـث        مـي   نوكلئوتيـد  565طول قطعه موتانت    
 قطعه سـالم دو محـل       .شود  مي 1Bsiyتغيير الگوي آنزيم    
 دارد كــه از هــضم 375 و 187هــاي  بــرش در موقعيــت

. ودش ـ  مـي   حاصـل  210 و   188،  187 قطعه   3آنزيمي آن   
 375،  433هـاي     قطعه موتانت سه محل برش در موقعيت      

، 187،  58 دارد كه از هضم آنزيمي آن چهار قطعه          187و
 187قطعـه   ). 6شكل شـماره    (شود    مي حاصل132 و 188

رود قطعـه     مـي   قابل تفكيك از هم نبوده و انتظـار        188و  
 3 داشته باشد و قطعه موتانت 210 و 187سالم دو  باند 

 ،به هنگام الكتروفـورز   .  داشته باشد  187 و   132،  58باند  
 جفـت بـازي از ژل بيـرون رفتـه، در بيمـار دو               58قطعه  
 187 جفت بازي و در نرمال دو قطعـه          187 و   132قطعه  

  .شود  مي جفت بازي مشاهده210و 

  

  نوكلئوتيد را20ذف حهضم آنزيمي قطعه داراي   -6 شماره شكل
 2نه هضم نـشده، شـماره        نمو 1شماره. دهد  مي  نشان 1Bsiyتوسط  

در نرمـال دو    . باشـد   مـي   مـاركر  4 بيمار و شماره     3نرمال، شماره   
 جفت  188 و   132 جفت بازي و در بيمار دو قطعه         210 و   188قطعه  

  . شود  ميبازي مشاهده
  

  گيري  و نتيجهبحث
 موتاسيون شناسايي شـده در ايـن مطالعـه جديـد            5

ــزارش    ــار گـ ــين بـ ــراي اولـ ــوده و بـ ــيبـ ــود  مـ . شـ
بـــــين  GGA و جـــــايگزيني  ACCGGCTحـــــذف
در ناحيه كد كننده دومن خارج       419-425هاي    نوكلئوتيد

 نوكلئوتيـد  7با توجه به حـذف   . سلولي اتفاق افتاده است   
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كـد كننـده    هاي     نوكلئوتيد ديگر قالب توالي    3و جايگزيني   
 21تغيير كـرده و زنجيـره پـس از    GP Ibα براي زنجيره

 اسـيد   130زنجيره موتانـت    . رسد  مي اسيد آمينه به انتها   
 اسـيد آمينـه   480آمينه داشته و نسبت به زنجيره سـالم     

وبـه   در نتيجه اين زنجيره ناقص بـوده،         .كمتر طول دارد  
پس از سنتز، قادر بـه برقـراري ارتبـاط بـا      رسد  مي نظر

نبوده و باعث عدم شكل گيري كمـپلكس      ها    ساير زنجيره 
 حذف يك   اين موتاسيون باعث  . شود  مي در سطح سلول  

تواند پايـه     مي گردد كه   مي Bsiy1محل برش براي آنزيم     
  . براي رد يابي اين موتاسيون باشدRFLPطراحي

 بـه    207TGG باعث تغيير كدون C709 Tموتاسيون 
CGGشــود كــه در نتيجــه آن اســيد آمينــه آرژنــين   مــي

موتاســيون از نــوع  . شــود  مــيجــايگزين تريپتوفــان 
Missence mutationــ ــوده و ج ــه  ب ايگزيني اســيد آمين

آرژنين به جاي تريپتوفـان باعـث اخـتلال در سـاختمان            
 شـده بـه نحـوي كـه عملكـرد      GP Ibαفـضايي زنجيـره   

 207ترييپتوفـان   . كنـد   مـي  واحتمالا پايداري آن را مختل    
غني از  هاي    در داخل ساختار لوپ دي سولفيدي و توالي       

 اسـيد آمينـه     7لوسين قرار داشـته و در ايـن منطقـه بـا             
در داخـل آخـرين تـوالي    ها   تاي آن4احاطه كننده آن كه    
در درون لـــوپ دي هـــا   تـــاي آن3غنـــي از لوســـين و

سولفيدي قرار گرفته اند در ارتباط بوده كه ايـن ارتبـاط            
 بـا  207از نوع هيدروفوبيك بوده و جايگزيني تريپتوفان   

غير هيدروفوب باعث بهم خـوردن      هاي    ساير اسيد آمينه  
 ودر نتيجـه زنجيـره تـا خـوردگي غيـر            اين ارتباط شده  

طبيعي پيدا كرده وبه تسريع تجزيه زنجيـره وناپايـداري         
اسيدآمينه حفظ شده    تريپتوفان يك    )7(.شود  مي آن منجر 

)Conserved(         بوده ودر هر چهار زنجيره تشكيل دهنـده
هـاي    به علاوه در ساير پـروتئين     . شود  مي كمپلكس ديده 

از لوســين هــم در ايــن خــانواده داراي تكرارهــاي غنــي 
هيـدروفوب  هـاي     موقعيت تريپتوفان يا ساير اسـيدآمينه     

گيردكـه همـين امـر        مـي  مثل لوسين يا فنيل آلانين قـرار      
اهميت ايـن اسـيد آمينـه را در حفـظ سـاختار وعملكـرد               

 غنـي از لوسـين نـشان      هـاي     داراي تـوالي  هـاي     پروتئين
كنـد كـه تغييـر هيدروفوبيـسيتي بـه            مي دهد و مطرح   مي
هيدروفيل در ايـن منطقـه     هاي    ليل جايگزيني اسيد آمينه   د

 باعــث ناپايــداري زنجيــره و اخــتلال در عملكــرد آن    
 اين موتاسيون باعث ايجاد يـك محـل بـرش           )7(.شوند مي

تـوان پايـه طراحـي روش         مـي  شـود كـه     مي 1Mspبراي  
RFLP             قرار داده شود و از آن براي تـشخيص بيمـاري 

لين و تشخيص قبـل از تولـد   در افراد وابسته و تعيين ناق 
  .در بستگان بيمار استفاده كرد

 اسـت، باعـث   پـوچ كه يـك جهـش   A710 Gموتاسيون
 بـه كـدون خاتمـه گـر     207 كدون تريپتوفان   TGGتغيير  
TAGشودكه در نتيجه اين موتاسيون زنجيـره    ميGP 

Ibα  اسـيد آمينـه طـول    206شـود كـه     مـي  ناقصي سنتز 
ســمي، تــوالي داخــل سيتوپلاهــاي  داشــته و فاقــد تــوالي

ايـن زنجيـره    . باشد  مي غشايي و دومن ماكروگليكوپپتيد   
نبـوده،  هـا     ناقص قادر به ايجاد ارتباط با سـاير زنجيـره         

بنابر . شود  مي قرار گيري آن در سطح غشا پلاكت مختل       
 .رود زنجيـره پـس از سـنتز تجزيـه شـود             مي اين انتظار 

ر اين  مطالعات بيوشيميايي و بيان سلولي براي درك بهت       
اين موتاسـيون باعـث حـذف يـك     . موتاسيون لازم است  
تواند پايه   ميشود كه  مي EcorII محل برش براي آنزيم

 براي پيگيري موتاسيون در سـاير       RFLPطراحي روش   
  .افراد وابسته و تعيين ناقلين قرار گيرد

 است  پوچهم يك نوع موتاسيون      T1759Cموتاسيون  
 كدون  TGA به557  كدون آرژنينCGAكه باعث تغيير 
 GPشود و توالي سيتوپلاسـمي زنجيـره    خاتمه گر مي

Ibα     در نتيجه اين موتاسيون   . دهد   را تحت تاثير قرار مي
 اسيد  556شود كه     زنجيره پلي پپتيدي ناقصي سنتز مي     

هـاي    آمينه طول دارد اين زنجيـره نـاقص واجـد دومـن           
خارج سلولي و داخل غشايي بوده اما بخـشي از تـوالي            

 قـسمت حـذف شـده       .توپلاسمي آن حذف شده است    سي
- ζ 3هاي    توالي لازم براي اتصال به فيلامان و پروتئين       

دهـد كـه      مطالعـات مختلـف نـشان مـي       . باشـد    مي 14- 3
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هـاي تـشكيل دهنـده        ارتباط توالي سيتوپلاسمي زنجيره   
 نقش تنظيم كننـدگي     ζ 3 -3 -14هاي    كمپلكس با پروتئين  

 به علاوه ارتباط ايـن      .دعملكرد كمپلكس را بر عهده دارن     
ها با فيلامان باعـث حفـظ سيتواسـكلتون سـلولي             توالي

 با توجه به اين كه )8- 12(.شود وتنظيم فعاليت كمپلكس مي
حـاوي  GP Ibα  ترمينـال زنجيـره   Cدر اين بيمار توالي 

، A و فيلامان    ζ 3 -3 -14 هاي اتصال براي پروتئين     محل
كلتون  ارتبـاط كمـپلكس بـا سيتواس ـ       ،حذف شـده اسـت    

و بـه عـلاوه رونـد انتقـال پيـام            خورد  هم مي ه  سلولي ب 
هاي ناشـي     مختل شده و كمپلكس قادر به برقراري پيام       

اين . باشد  ها نمي   از اتصال دومن خارج سلولي به ليگاند      
دهـد كـه موتاسـيون باعـث اخـتلال در       مطالب نشان مي 

روند وقايع انتقال پيام و ارتباط  عملكرد كمپلكس شده و
ــا ــد  سيتواســكلتون ســلولي را مختــل مــي آن ب ايــن . كن

موتاسيون باعـث حـذف يـك محـل بـرش بـراي آنـزيم               
توانـد پايـه طراحـي        شود كه مـي      مي 1Taqمحدود كننده   

ــورد    RFLPروش  ــاقلين م ــين ن ــرد و در تعي ــرار گي  ق
  .استفاده قرار گيرد

 باعـث   1800-1819 نوكلئوتيد در موقعيـت      20حذف  
 طـول    اسيد آمينه  597د كه   شو  مي سنتز زنجيره ناقصي  

بـه   جديـد     اسيد آمينـه   29داشته و زنجيره پس از سنتز       
تر   اسيد آمينه كوتاه13اين زنجيره ناقص    . رسد  مي پايان

 29 ترمينال آن به طول Cاز زنجيره اصلي بوده و توالي    
 ترمينـال زنجيـره سـالم متفـاوت         Cاسيد آمينه از توالي     

شده است كـه حـذف       نشان داده    Invitroمطالعات  . است
Cترمينال زنجيره GP Ibα 609 كه حاوي Serمحل ، است 

 بـوده و    ζ 3-3-14 اتصال با تمايل بـالا بـراي پـروتئين        
 GP Ibα ترمينال زنجيره Cاتصال اين پروتئين به توالي 

  بنابر اين انتظار)13و12(.تنظيم كننده عملكرد كمپلكس است
 و ζ 3-3-14هــاي  رود ايــن جهــش ارتبــاط پــروتئين مــي

فيلامان به دومن سيتوپلاسمي كمپلكس را مختل كرده و         
بـه  . در نتيجه كمپلكس عملكـرد خـود را از دسـت بدهـد            

 اســيد آمينــه جديــد در تــوالي 29عــلاوه افــزوده شــدن 

ــره   ــمي زنجي ــث  GP Ibαسيتوپلاس ــت باع ــن اس ، ممك
تغييرهيدروفوبيسيتي زنجيره شود كه نياز بـه بررسـي         

ان هيدروفوبيسيتي بـا اسـتفاده      بيوشيميايي و تعيين ميز   
.  داردGenepro software هاي موجـود مثـل  افزار نرماز 

شناسـايي شـده در ايـن       هـاي     شبيه به ساير موتاسـيون    
مطالعه، اين موتاسيون جديد بـوده و در مطالعـات قبلـي            

بـه عـلاوه ايـن    . در نقاط مختلف دنيا گزارش نشده است      
ــراه  ــه هم ــين موتاســيوT1759Cموتاســيون ب ــاي  ن اول ه

 GP Ibα گزارش شده در دومـن سيتوپلاسـمي زنجيـره   
 Deletionباشند و همين طور اين موتاسـيون اولـين    مي

mutation در دومــن سيتوپلاســمي GP Ibαباشــد  مــي .
حضور اين موتاسيون باعث تغيير الگـوي بـرش آنـزيم           

توانـد پايـه طراحـي        مـي  شود كه   مي 1Bsiyمحدود كننده   
اين موتاسـيون در بـستگان       براي رد يابي     RFLPروش  

  . بيمارقرار گيرد
هـا    بسياري از اطلاعات ما در مورد نقش موتاسـيون        

 سـولير   -بر عملكرد كمپلكس، از مطالعه بيماران برنـارد       
از آن جــا كــه تــا كنــون در دومــن . حاصــل شــده اســت

سيتوپلاسمي موتاسيوني گزارش نـشده بـود، اطلاعـات         
ز بيمـاران   اهـا     خاصي راجـع بـه نقـش ايـن موتاسـيون          

   بــراي درك بهتــر.برنــارد ســولير بدســت نيامــده اســت
ــن موتاســيون  ــا  نقــش اي ــپلكس  ه ــان كم درعرضــه و بي

باشـد    مـي  مطالعات بيوشيميايي وبيان سلولي ضـروري     
ايـن پـژوهش بـوده و اميـد اسـت           هـاي     كه از محدوديت  

پژوهش انجام شده بسترمناسبي را براي اين كار فراهم         
 GPماراني كه در  ژن زنجيره همچنين در مورد بي. آورد

Ibα   ــاير ــي ژن سـ ــد بررسـ ــيون نبودنـ  داراي موتاسـ
ضــروري بــوده كــه در ايــن مطالعــه بــه آن هــا  زنجيــره

  .پرداخته نشده است
 GP Ibαدر اين مطالعه نقايص مولكولي ژن زنجيـره  

در   موتاسـيون جديـد كـه      5مورد مطالعه قرار گرفـت و       
 .يي گرديـد  ساير مطالعات شناسايي نـشده بـود، شناسـا        

   RFLP) (Restrictionهـا   براي هـر كـدام از موتاسـيون   
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Fragment Length Polymorphism طراحي وانجام شد .
ــواقص      ــايي ن ــن ژن و شناس ــه اي ــي روش مطالع معرف

مولكولي، تعيين هاي   تواند آغاز تشخيص    مي مولكولي آن 
هـاي    ناقلين و كمـك بـه تكميـل بانـك اطلاعـات بيمـاري             

  .ادر در كشور باشدخونريزي دهنده ن

  تقدير و تشكر
علـوم   دانـشگاه  مالي حمايت از استفاده با تحقيق اين
طـرح   قالـب  در ايران درماني بهداشتي خدمات و پزشكي

بـدين وسـيله    كه است گرديده  انجامپ/306تحقيقاتي كد
  .گردد نويسندگان اعلام مي تشكر و تقدير مراتب
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Identification of Five Novel Mutations in Platelet GPIbα  Gene 
among Iranian Bernard-Soulier Patients 
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Abstract 
Background & Aim: Bernard-Soulier syndrome (B.S.S) is a rare hereditary bleeding disorder due to 

molecular defects of platelet GPIb–IX–V. The GPIb-IX-V complex is composed of four chains of GPIbα, 
GPIbβ, GPIX and GPV.  The largest chain of this complex is GPIbα and is responsible for binding to ligand 
and most of identified mutations belong to this glycoprotein.  The aim of  this  study was to identify the 
molecular defects of GPIbα gene in Iranian Bernard-Soulier  patients.  

Patients and Method: Twelve Bernard-Soulier patients were selected from data base of bleeding 
disorders in Comprehensive Clinic of Iranian Hemophilia Center. Diagnostic criteria for B.S.S were based 
on phenotypic analysis such as platelet counts, inspection of peripheral blood smear and lack of response 
to restocetin agonist. Genomic DNA was isolated from blood leukocytes of the patients and their parents. 
The entire amino acid coding region in exon 2 from GPIbα was divided into five overlapping fragments 
and PCR amplification was done. Finally, sequence analysis of the coding regions that contain DNA 
heteroduplexes in CSGE gels was performed. 

Results: Sequence analysis revealed five novel mutations in GPIbα. The mutations include ACCGGCT 
deletion, GGA insertion in 419-425 position, missense mutations in T709C, G710A and C1759T, and the 
deletion of 20 nucleotides in 1800-1819 position. All five novel mutations were registered in International 
Gene Bank and for each mutation  RFLP (restriction fragment length polymorphism) design was created.  

Conclusion: In the present study, the molecular defects of GPIbα gene was investigated and five 
novel mutations were identified among Iranian BSS patients. 

 
Key Words: 1) Bernard-Soulier Syndrome     2) Glycoprotein Ibα 
                     3) Sequence Analysis                    4) Mutation 
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