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  مقدمه
ترين بيماري هاي تك ژني  تالاسمي يكي از شايع

اين اختلال در اثر ). 1(در جهان محسوب مي شود 
فقدان يا كاهش سـنتز زنجيـره هـاي گلـوبين بـه      

آلفاتالاسمي اشاره بـر نقـص در   ). 2(مي آيد  وجود
ژن هـاي  ). 3(توليد زنجيره هاي آلفا گلـوبين دارد  

در خوشه ) 2α و 1α(آلفاگلوبين به صورت مضاعف 
و در ) α )θ1، α1 ،α2، α1 Ψ، α2 Ψ، ζ Ψ ،ζ2ژن 

اگـر  ). 4(واقع شده انـد   16بازوي كوتاه كروموزوم 
ــه صــورت   ــب ب ــاگلوبين اغل  چــه نقــص در ژن آلف

) --/αα(و يـا دوتـايي    /ααα -)(هـاي تكـي    حـذف 
باشد، ولي جهش هاي غير حذفي شـامل جابـه    مي

جايي تك نوكلئوتيدي و حذف يا اضافه شدن يـك  
در نـواحي  ) 5-7( يا چند نوكلئوتيدي كوچك نيـز 

) Tα α( 1αيـــا ) 2α )α Tαخاصـــي از ژن هـــاي 

. تواند مسئول ايجاد بيماري آلفاتالاسـمي باشـد   مي
ن ها ممكـن اسـت بـه طـور كامـل توليـد       موتاسيو

و يـا بـه طـور    ) تالاسمي-α˚(زنجيره آلفا رامتوقف 
ــد    ــاهش دهن ــنتز آن را ك ــزان س ــبي مي -α(+نس

  ). 8) (تالاسمي
چهار سندرم آلفا تالاسمي شامل حامل خاموش، 

 Hصــفت آلفــا تالاســمي، بيمــاري هوگلــوبين      
وهيــدروپس فتــاليس مــي باشــند كــه بــه ترتيــب 
نمايانگر نقايص مولكولي اثرگذار بـر روي يـك، دو،   

در چهار رده . سه يا چهار ژن آلفاگلوبين مي باشند
كلي آلفـا تالاسـمي، نـاهمگوني ژنتيكـي و بـاليني      
مشخص وجود دارد و دو فرم آلفـا تالاسـمي كـه از    

 Hن نظر باليني اهميت دارنـد، بيمـاري هموگلـوبي   
)Hb H (   و سندرم هيـدروپس فتـاليس)Hb Bart (

  ). 10 و 9(باشند  مي
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 تالاسمي آلفا بيماران آلفاگلوبين هاي ژن غير حذفي هاي جهش مولكولي بررسي
  كرمانشاهدراستان

  چكيده
     آسـياي جنـوب شـرقي شـايع     ودر جمعيت هايي با منشـاء مديترانـه اي    بوده و ي تك ژني با توارث اتوزومي مغلوبآلفاتالاسمي يك بيمار :هدف و زمينه

كنترل و تشخيص قبل از تولد اين بيمـاري   ،بررسي شيوع جهش هاي غير حذفي اين بيماري مي تواند راهنماي مفيد و سريعي جهت پيش گيري. مي باشد
  .باشد

      دانشگاه علوم پزشكي كرمانشـاه بـا اصـليت كرمانشـاهي، بـا      ژنتيك پزشكيبه آزمايشگاه  ارجاعيفرد  40از  تحليلي – توصيفي دراين مطالعه : كار روش
)fl 80 < (MCV و )27<( MCH  پايين تر از حد طبيعي و سطوحHb F  وHb A2  ايـن افـراد فاقـد     .طبيعي يا كاهش يافته، نمونه گيري به عمل آمـد

نقطه اي شايع  جهش هاي ARMS PCRتخليص و با تكنيك  Salting Outژنومي اين افراد به روش   DNA.ژن آلفا گلوبين بوده اندحذف هاي شايع 
  .ها تعيين توالي شدند آن α2و  α1نمونه هايي كه فاقد جهش هاي حذفي و جهش هاي نقطه اي مورد بررسي بودند ژن هاي  .شدآلفاتالاسمي بررسي 

بـا فراوانـي    αpolyA4 جهش در بين نمونه مـورد مطالعـه جهـش    شايع ترين. نوع جهش مشخص گشت 6فرد مورد بررسي،  40مورد از  39در : ها يافته
و     Hb Adana،α1+1mRNAجهـش هـاي   . مـي باشـد   ٪5/17بـا فراوانـي    αpolyA6 وجهـش  ٪35بـا فراوانـي   α-5nt  ، پس از آن جهش5/37٪

α2+832 G>A از طريق تعيين توالي شناسايي گرديدند.  
مي تـوان جهـت مشـاوره ژنتيـك، غربـال گـري جمعيتـي و         بررسياز نتايج اين و جامع ترين مطالعه انجام شده در منطقه بوده  ،اين مطالعه: گيرينتيجه

  .تشخيص قبل از تولد استفاده نمود
   
  كرمانشاه جهش هاي غيرحذفي، تعيين توالي، آلفا تالاسمي، :ها دواژهيكل

  30/6/92  : تاريخ پذيرش  1/9/91 :تاريخ دريافت
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اختلالات آلفا تالاسمي عمدتاً در جمعيـت هـايي   
بــا منشــأ مديترانــه اي و آســياي جنــوب شــرقي و 

تالاسـمي در  ). 11 و 8(سياهان شـايع مـي باشـد    
سطح مولكولي از هتروژني بـالايي برخـوردار اسـت    

هـر جمعيتـي الگـوي    ولي علي رغم اين هتروژني، 
 تـا  5كـه   جهش خاصي را دارا مي باشد، به طـوري 

جهش، شايع ترين جهش هـاي هـر منطقـه را     10
ــا  ). 1(تشــكيل مــي دهــد   تشــخيص ژنتيكــي آلف

تالاسمي مي تواند در توصـيف پـاتولوژي مولكـولي    
بيماري، كشف حاملين، تشخيص قبـل از تولـد در   
خانواده هاي در معرض خطر سـندرم هموگلـوبين   

، جلـوگيري از  Hb Hهيدروپس فتاليس و بيمـاري  
و  )12( مــوارد خــاص هــم تــوارثي بــا بتاتالاســمي

همچنين تشخيص علت ميكروسيتوز و اجتنـاب از  
بررسي هاي مكرر پرهزينه ودرمـان آهـن طـولاني    

، بنابراين يافتن جهش هـاي  )2(مدت كمك نمايد 
ــراي مشــخص كــردن   آلفــاي موجــود در كشــور ب

تـوان   ر ضروري است و از آن مـي وضعيت افراد بيما
در شناسايي سريع ناقلين و تشخيص قبـل از تولـد   

  .استفاده كرد
در ايران مطالعات مختلفي در ايـن زمينـه انجـام    
شده، اما در استان كرمانشاه كه يكي از استان هاي 
كردنشين كشورمي باشـد، بررسـي اختصاصـي بـر     

جهـت  . روي نمونه هاي استان صورت نگرفته است
سي مولكولي نمونه بتدا بـا اسـتفاده از تكنيـك    برر

ARMS PCR اي هاي نقطه اي شايع آلفاتالاسـمي ه موتاسيون   
)(αpolyA4, α-5nt, HbCS and Cd19 (-G) αpolyA6   مـورد

بررسي قرار گرفت، وسپس براي مواردي كه جهش 
شناسـايي نگرديـد،    ARMS PCRاز طريـق روش  

  .تعيين توالي انجام گرديد
  

   كارروش 
فرد از بين بيمـاران ارجـاعي از طـرف     40تعداد 

آزمايشـگاه ژنتيـك پزشـكي     پزشك متخصـص بـه  
بـا اصـل نـژادي    دانشگاه علـوم پزشـكي كرمانشـاه    

استان كرمانشـاه، كـه شـرايط ورود بـه مطالعـه را      
پـس ازكسـب رضـايت و    . انتخـاب شـدند   داشتند،

 نامـه اختصاصـي،   تكميل فرم رضايت نامه وپرسش
نفر مـذكر   18ازاين تعداد  .العه شدندافراد وارد مط

خـوني   ايـن افـراد داراي كـم    .نفر مونث بودند 22 و

 و MCHهيپوكروميك و ميكروسيتيك همـراه بـا   

MCV ،پايين HbA2 نرمال يا كاهش يافته وHb F 
. نرمال هستند كه به درمان آهن پاسخ نداده بودنـد 

همچنين اين افراد فاقد حذف هاي شايع  ژن هاي 
 )--MED و  α 3.7 ،-α 4.2،-(α) 20.5-(آلفــا گلــوبين 

مورد بررسي بـين   محدوده سني بيماران .باشند مي
مقـادير شاخصـه هـاي خـوني     . سال بـود  39 و 15

                   تيــكوســيله سيســتم اتوماه تمــامي نمونــه هــا بــ
) Japan, (SYSMEX KX-2 رفرانس در آزمايشگاه

ــدند ــدازه گيـــري شـ ــورز  .انـ ــين الكتروفـ همچنـ
  .نيز در اين آزمايشگاه انجام گرفت A2هموگلوبين 

ميلــي ليتــر از خــون  5-10بــراي نمونــه گيــري 
-300محيطي هر فرد در داخل لوله اي كه حاوي 

ــر  100 ــيم  EDTAميكروليتـ ــولارنـ ) PH=8( مـ
نمونـه هـاي خـوني قبـل از      .باشد ريختـه شـد   مي

گـراد   درجه سـانتي  -20در فريزر  DNAاستخراج 
  .نگهداري شدند

DNA  از سلول هاي سفيد خون بيماران با روش
 ).13(استخراج گرديـد   )Salting out(نمك اشباع 

به طور خلاصـه در ايـن روش بـا دو بارشستشـوي     
ه گلبول قرمـز  خون كامل توسط بافر سرد ليز كنند

)Red cell lyses buffer(  گلبول هاي قرمز شسته
سـپس گلبـول هـاي    . شده دور ريحتـه مـي شـوند   

 و محلـول  Kسفيد باقيمانده در حضـور پروتئينـاز   
SDS  ــه مــدت درجــه  37ســاعت در دمــاي  24ب

در . سانتي گراد داخل بن ماري قرار خواهند گرفت
غليظ باعث جداسـازي اجـزاي    NaClادامه افزودن 

سانتريفيوژ فاز بـالايي در طـي   . ناخواسته مي شود
دو مرحله و به ترتيب با كمك ايزوپروپانول واتانول   

ته نشين سازي  در دستگاه ميكروسانتريفيوژ، % 70
DNA در اين مرحله . ژنومي را در بر خواهد داشت

جهــت  TEميكروليتــر محلــول  100-150حــدود 
  .افزوده خواهد شد DNAانحلال 

استخراج شده بـا   DNAدر آخر غلظت و كيفيت 
 - NanoDrop ® ND) استفاده از اسـپكتروفتومتر 

ــانومتر  280و  260در طــول مــوج هــاي  )1000 ن
ــده ــنجيده ش ــه نســبت   س ــايي ك ــه ه  Aو نمون

260/A280 بودند، جهـت   8/1 -2/2ها بين  در آن
استخراج شـده   DNA .انتخاب شدند PCRواكنش 

مان انجام واكنش زنجيره اي پليمراز در دمـاي  تا ز
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  .درجه سانتي گراد نگهداري گرديد -20
ARMS PCR:  ــتقيم                       ARMS PCRروش مس

)Newton, et al, 1989 (  ــايي ــراي شناسـ بـ
هاي نقطه اي شناخته شده با اسـتفاده از   موتاسيون

جهــت نمونــه هــاي ) 1 جــدول( آغازگرهــاي ويــژه
بيماران به همراه كنتـرل موتانـت وكنتـرل نرمـال     

  . انجام پذيرفت
PA2 (αpolyA4) (HBA2:c.*+92A>G) 

PA1(αpolyA6) (HBA2:c.*+94A>G), α-5nt , 

(HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG), Codon 

19 (-G)(HBA2:c.56delG), Hb Constant 

Spring (HBA2:c.427T>C) . 
پس از بهينه سازي شرايط انجام واكنش مخلوط 

 DNAميكروليتــر شــامل  50واكنشــي بــه حجــم 
پرايمرهاي جهش يافتـه  (ژنومي،  مخلوط آغازگرها 

 پليمـراز،  Taqآنـزيم   ،)يا طبيعي و پرايمر مشترك
dNTP  1.5و مخلوط بافر با غلظت MgCl2  ميلـي 
در . تهيـه گرديـد  سي سـي   2/0در يك تيوبمولار 

ادامه بـا تغييـرات در زمـان، دمـا و تعـداد چرخـه،       
در دســــتگاه ترمــــال ســــايكلر  PCRواكــــنش 

)Biometra, Germany ( انجــام شــد؛ واسرشــتگي
گـراد بـه    درجـه سـانتي   95در دماي  DNAاوليه 
ثير دقيقه صورت پذيرفت، سپس برنامه تك 5مدت 

 درجـه سـانتي   95: چرخه انجام يافت 30زير براي 
گـراد بـه    درجه سـانتي  65 دقيقه، 1گراد به مدت 

 1گراد به مـدت   درجه سانتي 72دقيقه، و  1مدت 
 5واكنش بـراي مـدت    همچنين. ثانيه 30دقيقه و 

 .گراد ادامه يافت درجه سانتي 72 دقيقه در دماي
ــولات   ــت محصـ ــارز  PCRدر نهايـ روي ژل آگـ

٪5/1% )Invitrogen (و در بافر TBE   45به مدت 
         الكتروفــــورز  ولــــت، 85دقيقــــه و بــــا ولتــــاژ 

)Power supply, IRAN (نمونه هـاي ران   .گرديد
ــد     ــديوم برماي ــتفاده اتي ــا اس ــر روي ژل ب ــده ب ش

(Ethidium bromide)    همـراه   .رنـگ آميـزي شـد
وكنتــرل ) Ladder(نمونــه هــا شــاخص مولكــولي 

 PCRاز محصول  .منفي و مثبت استفاده شده است
عكـس   تـرانس ايلومينـاتور،   UV مشاهده شده زير

 ).3تا  1لاشكا(برداري به عمل آمد 
 DNAجهت بررسي موتاسـيون هـاي نقطـه اي    

، فاقـد  ARMS PCRژنومي افرادي كه طبق نتايج 
-2α و 1α هـاي  هـاي يـاد شـده بودنـد، ژن     جهش

 ،)1جـدول  (گلوبين با استفاده از آغازگرهاي خاص 
مخلوط واكنشـي بـا حجـم    فرآيند در . تكثير شدند

ژنومي، مخلـوط   DNA شاملميكرو ليتر  50 نهايي
با غلظت (  PCRيمراز، بافر لپ Tagآغازگرها، آنزيم 

و  dNTPsو ميلــي مــولار    MgCl2 (2 نهــايي

 PCR.واندازه قطعات حاصل از واكنش  Sequencingو  ARMS-PCRتوالي نوكلئوتيدي پرايمر هاي مورد استفاده در واكنش  -1 جدول

طول قطعه  توالي آغازگر آغازگر
 تكثيري

 مورد استفاده

α2 cs-N -′5 GCA CCG TGC TGA CCT CCA AAT ACA GTT -3′ 189bp ARMS PCR 

α2 cs-M -′5  GCACCGTGCTGACCTCCAAATACAGTC-3′ 189bp ARMS PCR 

a2cd19-N -′5 CAAGGCCTCCTGGGGTAAGGTCGGCTCG -3′ 815bp ARMS PCR 

a2cd19-M -′5 CAAGGCCTCCTGGGGTAAGGTCGGCTCC-3′ 815bp ARMS PCR 

_ 5nt N -′5  GGAGGCCCTGGAGAGGTGAGGCT-3′ 767bp ARMS PCR 

_5ntM -′5 GGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGCT-3′ 767bp ARMS PCR 

a2Com R -′5 CTCCATTGTTGGCACATTCCGGG-3′  ARMS PCR 

PolyA6 N -′5 CACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAACAAA -3′ 334bp ARMS PCR 

PolyA6 M -′5 CACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAACAAG-3′ 334pb ARMS PCR 

PolyA4 N -′5 GGCCCTTCCTGGTCTTTGTATA -3′ 330bp ARMS PCR 

polyA4M -′5 CGGCCCTTCCTGGTCTTTGTATG -3′ Pb330 ARMS PCR 

PAScom-R -′5 CAGGGAGATTTCAAAGGAGGGTG-3′  ARMS PCR 

ALPHA1-2-F-SEQ -′5 CGCGCCAGCCAATGAGCG -3′  Sequencing PCR  

ALPHA1-R-SEQ -′5 CATGTGTGTCCCAGCTGCTGT-3′  Sequencing PCR  

Alpha-2- R-SEQ -′5 GAGAGGTCCTTGGTCTGAGACAG-3′  Sequencing PCR  

N  ،پرايمر طبيعيM  ،پرايمر جهش يافتهR  ،پرايمر برگشتيF  ،پرايمر رفتCOM  ،پرايمر مشتركSEQ ،پرايمر مربوط به تعيين تواليALPHA 1  1ژن آلفا ،ALPHA 

  2ژن آلفا  2
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DMSO در دســــتگاه ترمــــال ســــايكلر ،)ABI 
Applied Biosystems, USA ( برنامـه  . انجام شـد

 5به مـدت  گراد  درجه سانتي 95 دستگاه به شكل
گـراد   درجه سانتي 95 چرخه به صورت 30دقيقه، 

 1گراد به مدت  درجه سانتي 64 دقيقه، 1به مدت 
دقيقـه و   1گراد به مـدت   درجه سانتي 72 دقيقه،

ثانيه تنظيم گرديد، در پايان واكنش بـه مـدت    30
گـراد ادامـه    درجـه سـانتي   72 دقيقه در دمـاي  5

   .يافت
 PCR1در ادامه پس از مشاهده نتيجه محصـول  

خالص سازي محصول  ،PCRو تاييد درستي انجام 
PCR1  توســط كيــت خــالص ســازيPCR  انجــام
تك رشـته اي   DNAبراي به دست آوردن . گرديد

و تكثير يافته جهت انجـام تعيـين تـوالي، واكـنش     
PCR2 در اين مرحله، مخلوط واكنشـي   .انجام شد

ايـن مخلـوط    .تهيه گرديدميكرو ليتر  10به حجم 
ــامل ــرو 1: ش ــر  ميك ــنش  ليت ــول واك  PCRمحص

ــر  2تلخــيص شــده،  ــرو ليت ــزيم ميك  Bigdyeآن

Terminator v3.1 ،2   بـافر  ميكرو ليتـرPCR5X ،
ــر  0.5 ــرو ليت ــازگر ميك ــا  Forwardآغ  Reverseي

     آب مقطــــرميكــــرو ليتــــر  5/4 و )1جــــدول (
(RNase-free water)    آماده گرديـد و در دسـتگاه

 (Applied Biosystems, USA) ترمــال ســايكلر
 :طبق شرايط زير تكثير يافت

چرخـه   25 دقيقه، 1مدت  گراد درجه سانتي 96
 ثانيه 10مدت  گراد به درجه سانتي 96به صورت 

درجـه   60ثانيه و  5گراد به مدت  درجه سانتي 50
تك رشته اي  DNA .دقيقه 4گراد به مدت  سانتي

ــوب     ــل رس ــس از مراح ــه پ ــر يافت ــتكثي ذاري گ
(Percipitation) ــر  15 در ــرو ليت ــد  ميك فرماماي

تـايي حـاوي نمونـه هـا در      96پليـت  . مخلوط شد
 3130مــدل  ABI Genetic Analyzerدســتگاه 

بـا توجـه بـه برنامـه داده شـده بـه        .ار داده شـد قر
دســتگاه خــوانش نمونــه هــا انجــام و تــرادف      

 ـ  .نوكلئوتيدي نمونه ها انجـام مـي گيـرد    ه نتـايج ب
دست آمده از دستگاه را با كمـك نـرم افـزار هـاي     

 Geneو   Sequencing Analysis 5.2 اختصاصـي 
Runner  آنـــاليز و نتيجـــه تـــرادف نوكلئوتيـــدي

 .مشخص گشت
  

  هايافته
در بررسي جهش هـاي غيرحـذفي    دراين مطالعه

نوع جهش نقطـه اي در   ARMS PCR ،3با روش 
بررسـي بقيـه   . از نمونه ها ديده شد) %90( نفر 36

نمونه ها به روش تعيين توالي، وجود جهش نقطـه  
در كـل نتيجـه بررسـي    . نفر را نشـان داد  3اي در 

مـورد  از افـراد  ) % 5/97(نفـر   39هاي مولكولي در 
بررسي نشانگر وجود جهش در خوشه ژني آلفا بـود  

  .)2جدول(
جهش مختلف در اين افراد تعيـين   6 در مجموع

جهش هـاي   همچنين در هيچ يك ازنمونه ها،. شد
 و Codon 19 (-G) (HBA2:c.56delG) يا نقطـه 

(HBA2:c.427T>C) Hb Constant Spring 

  .يافت نشد
كه به كمك روش تعيين توالي  انواع جهش هايي

جهـش هموگلـوبين    گلوبين مشخص شد-αدر ژن 

 خوني هاي ايندكس ميانگينومطالعهدرشدهشناساييهايجهشدرصد-2جدول

 MCV % تعداد  ژنوتيپ
(mean ±SD)  

MCH 
(mean ±SD)  

ناشناس   1 5/2  36/3±8/77  15/1±7/25  
αpolyA4 α /αα 14 35 7/1±9/76  97/0±3/25  

αpolyA4 α/ αpolyA4 α 1 5/2  8/70  9/21  
α-5nt α/αα 14 35 12/2±9/76  43/1±32/25  

αpolyA6α/αα 7 5/17  35/3±7/73  98/1±4/24  

Hb Adana / αααα 1 5/2  7/72  2/24  

α2 +832 G>A α/ α2 +832 G>A α 1 5/2  5/75  5/25  
α1 +1mRNA α/αα 1 5/2  2/77  26 

   100 40 مجموع

 و Codon 19 (-G) (HBA2:c.56delG)اي  نقطه هاي جهش ها، ازنمونه يك هيچ در همچنين. شد تعيين افراد اين در مختلف جهش 6مجموع  در
(HBA2:c.427T>C) Hb Constant Spring  نشد يافت.  
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به صـورت   Hb Adana  (HBA1:c.179G>A)آدانا
 درصــد، 5/2هتروزيگــوت در يــك فــرد و فراوانــي 

بــه صــورت هتروزيگــوت در  mRNA1+1α جهــش
 α2 +832و جهـش  درصـد  5/2يك فرد و فراوانـي  

G>A (HBA2:c.*+107A>G)  بــــه صــــورت
  ).4شكل ( يك فرد مي باشد هموزيگوت در

  
  و نتيجه گيريبحث 

بـه   Aدر تحقيق حاضر، جهش در سيگنال پلـي  
، PA2 (αpolyA4) (HBA2:c.*+92A>G)صورت 

ايـن جهـش در    .دارد%) 5/37(بالاترين فراوانـي را  
بين آلل هـاي واجـد موتاسـيون غيـر حـذفي آلفـا       

فراوان ترين آلل جهش يافته در منـاطق   تالاسمي،

غـرب ايـران و    شمال ايـران، جنـوب غـرب ايـران،    
 شرق ايران را به خـود اختصـاص داده اسـت   شمال 

ــوع   ).16-14( ــن ن ــوردي از اي ــران م در جنــوب اي
  ).14( جهش گزارش نشده است

دومين جهش شايع در تحقيق حاضر، حذف پنج 
بـا فراوانـي    α2 نوكلئوتيد از ابتداي اينترون يك ژن

ــي% 35 ــد  مـ  +α-5nt (HBA2:c.95+2_95  باشـ
6delTGAGG(.  

تجزيه و تحليل جهـش هـاي   مطالعاتي كه جهت 
آلفا تالاسمي انجام گرفته است نشان مي دهد كـه  

   اين جهش به همراه

2 ATG→ ACG(HBA2:c.1A>G),α 
PA1(αpolyA6) (HBA2:c.*+94A>G)   

  
 كنترل به مربوط چپ سمت از اول لان دو ،%5/1 آگارز ژل روي بر αpolyA4 جهش براي ARMS PCR سري يك در محصولات الكتروفورز -1شكل 
 تـا  7 ي هـا  لان و است هموزيگوت صورت به جهش همين به مربوط6 و 5 لان و) هترو كنترل( هتروزيگوت صورت به جهش به مربوط 4 و 3لان نرمال،

 ميكروليتر 1 به5/1از پرايمرها مصرف مقدار كردن كم با. باشد مي منفي كنترل نمونه به مربوط 12 و 11 هاي لان. باشند مي نرمال هاي نمونه به مربوط10
 .است شده جلوگيري دايمر پرايمر تشكيل از

  
 بـه  مربـوط  چـپ  سمت از اول لان دو ،%5/1 آگارز ژل روي بر αpolyA6 جهش براي ARMS PCR سري يك در محصولات الكتروفورز -2شكل 
. است هتروزيگوت صورت به جهش همين به مربوط 8 و 7 ولان نرمال نمونه به مربوط 6 و 5 لان و هتروزيگوت كنترل به مربوط 4 و 3 لان نرمال، كنترل
 .باشد مي منفي كنترل نمونه به مربوط 10و  9هاي  لان
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جهـش در مطالعـه سـاير محققـين      فراواني آللي
كشور در ميان جهش هاي غيـر حـذفي در شـمال    

 ـ    طـور مشـابه بـا فراوانـي    ه غرب و جنـوب شـرق ب
ــي   )33/33%( ــا فراوان ــران ب ــز اي ، در %31، در مرك

جنوب غربي و شمال ايران بـه ترتيـب بـا فراوانـي     
همچنين  ).14( گزارش شده است %67/13و  15%

اين نوع جهش دومين نوع آلل جهش يافتـه شـايع   
بوده و در كشور هاي ) 18(در كشور اردن 66/33%(

از ) 10( و تركيـه  )19(كويت وامارت متحده عربي 
  .جهش هاي شايع مي باشد

 (HBA2:c.*+94A>G) (αpolyA6) فراواني جهش
PA1  بـه ارث  . مي باشد) %5/17(در مطالعه حاضر

بردن فرم هموزيگوت اين جهش فنوتيـپ بيمـاري   
H   را به صورت شديدتر از فرم حذفي ايـن بيمـاري 

اين مورد شايع ترين جهش غير . )6(كند  مي ايجاد

 امــارات متحــده عربــي، اردن و بحــرين حــذفي در
  .)19و18(باشد  مي

در  Codon 19 (-G) (HBA2:c.56delG)جهش 
جنوب وجنوب شرق ايران از فراواني قابـل تـوجهي   

 حاضــر برخــوردار بــوده در حــالي كــه در مطالعــه 
ايـن جهـش بـا فراوانـي      .موردي از آن يافت نشـد 

كمتري در شمال، مركز و جنوب غـرب كشـورمان   
  ).14( نيز گزارش شده است

يــا  (HBA2:c.427T>C)فراوانــي آللــي جهــش 
مطالعـه حاضـر   در  Constant springهموگلـوبين  
ــود  ــفر ب ــادوي و    . ص ــه ه ــش در مطالع ــن جه اي
فراواني را از ميان آلل هاي جهش  %50همكارانش 

 يافته غير حذفي در شمال شرق كشورمان به خـود 
اختصاص داده است و بـا فراوانـي كمتـر در مركـز،     
 جنوب غرب و شمال كشور نيـز يافـت شـده اسـت    

  
 كنتـرل  بـه  مربـوط  چـپ  سمت از اول لان دو ،%5/1 آگارز ژل روي بر α-5nt جهش براي ARMS PCR سري يك در محصولات الكتروفورز  -3شكل 
 هاي نمونه به مربوط 12 و 11 ،8 و 7 و لان هتروزيگوت هاي نمونه به مربوط 14 و 13 ،10 و 9 ،6و  5 ولان هتروزيگوت كنترل به مربوط 4 و 3 لان نرمال،
  .باشد مي منفي كنترل نمونه به مربوط 16و  15هاي  لان .است نرمال

 

 

دراين مطالعه دركليه اشكال مربوط به نتيجه تعيـين  (كه به صورت هتروزيگوت ديده مي شود  αHb Adana (HBA1:c.179G>A)جهش -4شكل 
 ).توالي تصوير باز آدنين به رنگ سبز، گوانين به رنگ مشكي، سيتوزين به رنگ آبي و تيمين به رنگ قرمز نشان داده شده است
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)14.(  
ــا  αHb Adana(HBA1:c.179G>A)جهــش  ي

نسبت بـه جهـش هـاي     Adanaهموگلوبين  همان
ــري     ــي كمتـ ــده از فراوانـ ــايي شـ ــر شناسـ ديگـ

، همراهي اين جهش بـا حـذف   )14(برخورداراست 
  ).20( را ايجاد مي كند Hدوتايي فنوتيپ بيماري 

با مقايسه نتايج تحقيـق حاضـر و سـايرتحقيقات    
  مشخص گشت كه شيوع جهش در مناطق مختلف 

كه برخي  دارد به صورتيكشور تطابق و اختلافاتي 
جهش هـا در بعضـي منـاطق از فراوانـي بيشـتري      
برخوردار بوده و برخي فقط در مناطق خاصي يافت 

  .مي شود
ها  شيوع بالاتر آلفا تالاسمي و برخي از اين جهش

ها در  در مناطق خاصي، به دليل انتخاب طبيعي آن
 مقاومت نسبت به انگل مالاريا، اتفاق افتـاده اسـت  

)2.(  
تـرين   ر كشور هاي آسياي جنوب شرقي، شايعد

جهش غير حذفي در افـراد آلفـا تالاسـمي جهـش     
ــه اي   Hb Constant(HBA2:c.427T>C)نقط

Spring هاي شـايع   در خاور ميانه جهش .مي باشد
  هاي جهش غير حذفي عمدتاً

PA2(αpolyA4) (HBA2:c.*+92A>G),  
PA1(αpolyA6) (HBA2:c.*+94A>G), 
 α-5nt (HBA2:c.95+2_95+6delTGAGG) 

باشند كه با جهش هاي يافـت شـده در ايـن     مي
  ).8( مطالعه هم خواني دارد

 PA2 (αpolyA4) (HBA2:c.*+92A>G) موتاسـيون 
شايع ترين جهـش ژن آلفـاگلوبين در نمونـه هـاي     

جـامع تـرين    ايـن مطالعـه،   .مورد مطالعه مي باشد
مي تـوان  مطالعه انجام شده در منطقه بوده واز آن 

براي اهـداف غربـال گـري ملكـولي آلفـا تالاسـمي       
وتشخيص قبل از تولـد در اسـتان كرمانشـاه بهـره     

از نتايج عملي اين طرح مـي تـوان در    .برداري كرد
راستاي انجام بهتر مشاوره ژنتيـك جهـت بيمـاران    
ــال گــري جمعيتــي و   ــا تالاســمي اســتان، غرب آلف

روش  افـزودن  .تشخيص قبل از تولد استفاده نمـود 
تعيين توالي مستقيم در بررسي جهش هاي منطقه 
اي براي شناخت جهـش هـاي خـوني غيـر شـايع      

  .آلفاتالاسمي ضروري به نظر مي رسد
  

  تقدير و تشكر
ــانواده محتــرم آن    ــه بيمــاران و خ هــا و  ازهم

ــگاه    ــگاهي در آزمايش ــاران آزمايش ــين همك همچن
رفرانس و ژنتيك پزشـكي دانشـگاه علـوم پزشـكي     

جهت همكاري در انجام اين طرح تشـكر   ،كرمانشاه
  .و قدر داني به عمل مي آيد

شايان ذكر است انجـام ايـن طـرح بـا تصـويب و      
كمك مالي معاونـت تحقيقـات و فنـاوري دانشـگاه     

  . علوم پزشكي كرمانشاه انجام شده است
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Abstract 

Background: Alpha thalassemia is a single gene disorder, inherited in an autosomal 
recessive manner. The thalassemia occurs mostly in peoples from the Mediterranean to 
Southeast Asia. The present study was aimed to identify the prevalence of nondeletional 
Alpha thalassemia mutations in our samples in the Kermanshah province. 
Methods: This study included Alpha thalassemia individuals who had referred to Medical 
Genetics Laboratory, Kermanshah University of Medical Sciences, Kermanshah, Iran, 
between March 2009 and February 2011. Subjects were from different geographic areas of 
Kermanshah province in the west of Iran. 
Forty patients were selected upon having red cell indices suggestive of non deletional alpha 
thalassemia carrier status (MCV<80 fl and MCH<27pg, normal or slightly reduced HbA2 and 
HbF) after ß- thalassemia, iron deficiency and deletional Alpha thalassemia were excluded. 
Blood samples were collected, and genomic DNA was extracted from peripheral blood 
leucocytes by salting out procedure. DNA analyses were performed using Amplification 
Refractory Mutation System (ARMS). Sequence analysis was applied for DNA samples 
when no mutation was detected with ARMS. 
Results: Six different types of mutations were determined in 39 subjects of 40 individuals. 
The most common Alpha-thalassemia mutation is αpolyA4 which comprises 37.5% of the total 
mutations, followed by α-5nt (35%) and αpolyA6 (17.5%). 
DNA sequencing of the amplified a-globin genes revealed Hb Adana, Alpha1+1mRNA and 
alpha2+832 (G>A) point mutations. 
 
Conclusions: This is the first comprehensive study in this region. The results of the study can 
be also applied for the genetic counseling, population screening and prenatal diagnosis. 

Keywords: Iran, Nondeletional alpha thalassemia, Sequencing, Kermanshah 
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