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  غرب كشور ن در شمالي نادر ژن بتاگلوبى جهش هايبررس
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  دهيچك
ماران يت بير جمع را دين فراوانيشتريع بي دهد كه حدود هشت جهش شايران نشان مين در اي ژن بتاگلوبيبررور ي مطالعات اخ:مقدمه

ص قبل از تولد ي جهت تشخيزي را در برنامه رياديناشناخته مشكلات ز  نادر ويشه وجود جهش هاياما هم.  كشور دارنديبتاتالاسم
ناشناخته   نادر ويگزارش جهش ها  ويبررس.گزارش شده است  ويع بررسي شايز جهش هايدر شمال غرب كشور ن. ندن كيجاد ميا
  د واقع شوديرانه مفيشگي پيدر طرح برنامه ها  ويصيد تشخ تواند در مواريم

  قبليجهش آنها در بررسيكه   مبتلا به بتاتالاسميبيمار آذري 20 از  ميلي ليتر نمونه ي خون محيطي5  ، در اين پژوهش:يروش بررس
  هاي جهش  سپس در مرحله ي نخست،.داستخراج گردي ايزوپروپانل -Kز  نمونه ها به روش پروتئيناDNA و دريافت ،نشده بودشناسايي 

Codon22(-AAGTTGG) Codon36/37(-T) ،Codon16(-C)  ،-88(C-A), Codon41/42(-TCTT) ,Codon6(-A)  با روش
ARMS-PCRفوق را نشان ندادند جهت تعيين توالي ارسال شد  مواردي كه جهش هاي و مورد بررسي قرار گرفت.     

 ,Codon15(TGG-TGA) Codon16(-C)، Codon 36/37(-T) ،Codon25/26(+T), ي جهش ها،ن مطالعهيااساس نتايج بر :جينتا

IVSII-848(C-A)  ،-28(A-C) و IVSII-745(C-G)نددي منطقه وكشور اضافه گرد ي شناخته شدهي وبه جمع جهش هايي شناسا .
ن يژن بتاگلوب  درT-C (666 -IVSII( و 16-IVSII) -SNP :5’UTR+20(C-T) ،Codon2(CAC-CAT) ،)G Cگاه ين چهار جايهمچن

 .ديماران مورد مطالعه مشخص گرديب
 ريسا ران ويجان، اي در آذربايماران مبتلا به بتاتالاسمي ب و تشخيص قبل از تولديغربالگردر  تواند يم ين بررسيج اينتا :نتيجه گيري

  . د باشديه مفي همسايكشورها
  

  راني اشمال غرب ،ني بتا گلوب هاي نادر، جهش:يدي كلواژه هاي
 

 مقدمه

از شايع ترين اختلالات مغلوب اتوزومي است بتاتالاسمي   
.  نوع جهش در ژن بتا گلوبين ايجاد مي شود200كه توسط بيش از 

اكثر اين جهش ها از نوع جهش هاي نقطه اي ، اضافه شدن يا 
    باعثجهش هابرخي . حذف شدگي هاي كوچك مي باشند

 گروه زيست شناسي دانشكده علومتاد راديوبيولوژي،  اس:نويسنده مسئول-1*
      E-Mail: info@eastp.ir  04113362280 ، تلفن  دانشگاه تبريزيعيطب
   تبريز دانشگاه علوم پزشكي،بيمارستان كودكان استاديار هماتولوژي انكولوژي-2
  گروه زيست شناسي دانشكده علوم  كارشناس ارشد سلولي و مولكولي ،- 3

  ه تربيت معلم آذربايجان دانشگا
  دانشگاه تبريز  -يعيگروه زيست شناسي دانشكده علوم طبكارشناس ارشد ژنتيك،-4
يعي  گروه زيست شناسي دانشكده علوم طبكارشناس ارشد فيزيك پزشكي،- 5 

  دانشگاه تبريز
  10/12/1385 :تاريخ پذيرش      20/4/1385: تاريخ دريافت

 

  

 مي كنند  ايجاد تالاسميβ+و  شده ميزان بيان ژن بتاگلوبين كاهش
مدي آگلوبين كارد زنجيره بتانشو  مي سبب برخي جهش ها نيزو

لل هاي توزيع آ. )1(كنندمي   تالاسميβº  ايجادو توليد نشود
بتاتالاسمي در دنيا تصادفي نيست، بلكه هر قوم و جمعيتي طيف 

ز جهش ها، تعداد كمي ا .دنجهش هاي خاص خود را دار
 شده وجهش ها را شامل % 80و بيش از  شتري دارنداني بيفراو

در مقابل تعداد  .جهش هاي شايع آن منطقه ناميده مي شوند
زيادي از جهش ها نيز وجود دارند كه فراواني كمتري دارند و 

بيش از يك دهه . )2( مي شوندخواندهجهش هاي نادر آن منطقه 
لا به است كه در ايران، جهش هاي ژن بتاگلوبين افراد مبت
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هنده طيف وسيعي از و نتايج نشان د بتاتالاسمي بررسي مي شود
 ژن بتاگلوبين در بين اقوام مختلفي يد، جهش هاجهش ها مي باش

ز نظر نوع و فراواني متفاوت كه در ايران زندگي مي كنند ا
 بررسي ، بنابراين لازم است كه در هر يك از اقوام.)3،4،5(است

منطقه  .قت و تمركز بيشتر انجام گيرد مجزا و با دبه طورجهش ها 
خاطر قرار ه ب و شته قدمت زيادي دانظر تاريخي  از كشورشمال غرب

 تلاقي تمدن هاي آسيايي و  محلگرفتن در مسير جاده ي ابريشم
  زياديلشكركشي هايهمچنين  به همين دلايل و.اروپايي بوده است

طيف  انتظار ، در طول تاريخ به ايران و به اين منطقه شده استكه
 ي منطقه  در.اين منطقه طبيعي خواهد بود وسيعي از جهش ها در

آذربايجان نيز مانند ساير مناطق كشور پس از گزارش جهش هاي 
 بررسي جهش هاي ،)ARMS-PCR )6 روش با شايع بتاتالاسمي

 تولد ز اپيشگيري ناشناخته براي تشخيص قبل از تولد و نادر و
دانستن نوع جهش . به نظر مي رسيدروري  بسيار ض،فرزندان مبتلا

 درصد كم، موجب مي شود در برنامه  باهر خانواده حتي
 .پيشگيري از تولد در مورد جهش هاي نادر نيز موفق عمل كنيم

  روش بررسي
 كه در آزمايشگاه راديوبيولوژي دانشكده اين پژوهش

 به  مبتلا بيمار20 از علوم طبيعي دانشگاه تبريز انجام شده است ،
 كشور كه جهش آنها شمال غرببتاتالاسمي جمعيت آذري زبان 

  غرب   در بررسي جهش هاي شايع شمالقبلاً
 DNA نمونه خون محيطي تهيه و )6(شناسايي نشده بود كشور

  سپس جهش هاي.  استخراج گرديدKنمونه ها به روش پروتئيناز 
, Codon22(-AAGTTGG) Codon36/37(-T) ،Codon16(-C) 

،-88(C-A), Codon41/42(-TCTT) ,Codon6(-A),  كه در
  ، با روش)7(موارد محدودي در ايران گزارش شده اند

 ARMS-PCRمواردي كه سپس .   مورد بررسي قرار گرفت
.   گرديدجهش هاي فوق را نشان ندادند جهت تعيين توالي ارسال

   DNAاستخراج 
م يبه دو قسمت تقس خون را K- SDS:  ml5ناز ي روش پروتئ

 كرده و فوژيقه سانتريدق 10قه به مدتيدق در  دور3000 با كرده و
ن ي ته نشي سلولهاي سپس رو وميزيريدور م خون را يپلاسما
به قه يدق در  دور3000 و بام يمان ياضافه م آب سرد ml5  شده
 خته وي را دور رييو محلول روم ي كنيفوژ ميقه سانتري دق25مدت

 بر .م يكن يم  تكرارييول روعمل فوق را تا شفاف شدن محل

 تكان يز بافر افزوده و به خوبي لml 4ن شده ي ته نشي سلولهايرو
%) µl 250 SDS) 10 آمدهبه دست محلول يسپس بر رو.مي دهيم
 يال 3اضافه كرده و به مدت Kزنايپروتئ)ml 7/1 ) µg/ml200 و

 ml7/1 سپس .ميكن يم درجه انكوبه 47 يدما ساعت در 24
م ي ن به مدتقهيدور در دق 3000  باخته ويشباع شده را طعام نمك

 زمنتقل كرده،ي تملولهرا به  ييمحلول رو. مي كنيفوژ ميساعت سانتر
ml4 م تايكن يزوپروپانول اضافه مياDNAمنعقد شود .DNAي 

داخل محلول استخراج و   ازHook outingروش را با منعقد شده 
 . )8(مييافزا يم آب مقطر به آن شسته و% 70اتانولبا 

 را به داخل مسترميكس كه استخراج شده PCR :µl 5 DNAانجام
 -تهيه شده از شركت سيناژن(µl5/2Buffer  10x-PCR حاوي
  ، 50 mM(MgCl2، µl  5/0 (10mM) dNTPs(µl 75/0، )تهران

U5/2 Taqتهران-ساخت شركت سينا ژن( پليمراز (µM , 25/0 
 اضافه جهش يافتها ل ي پرايمرنرماCommon  ، µM25/0پرايمر
µM , 25/0 پرايمر  Internal ControlA(Cont.A) و µM  25/0 
و سپس با استفاده افزوده   Internal ControlB(Cont. B)پرايمر
جهت   ويمرسان مي µl25 ديونيزه حجم نهايي محلول را به از آب

   آوردن محلول همگن به مدت كوتاه سانتريفوژ به دست
ساخت شركت ( تفاده ازترمال سايكلراس سپس با.كنيم مي

Techne مدل Geneus( ،،دناتوراسيون برنامه ذيلC ˚94 يك
به  Extension (C  ˚72(توسعه و  يك دقيقهC  ˚65اتصال ، دقيقه
 25تعداد سيكل ها .  را مورد استفاده قرارمي دهيم دقيقه5/1 مدت

ه  دقيق3 به مدتدناتوراسيون مرحله در سيكل اول سيكل بوده و 
  .)9،10( دقيقه عمل مي كنيم5 توسعه سيكل آخرمرحله  و

ARMS-PCR :  در اين روش براي جهش هاي شايع و نادر گزارش
) 1جدول(جهش يافته طراحي شده است   نرمال و،شده ، دو نوع پرايمر

با يك   جداگانه وبه طور، اين دو پرايمر DNA براي هر نمونه ي و
اگر نمونه فقط به پرايمر نرمال .ود انجام مي شCommon، PCR پرايمر

فقط به  اگر اين نقطه نرمال است و جواب داد ، فرد مورد آزمايش در
  .پرايمر موتانت پاسخ داد نوع جهش مشخص مي شود

  دو پرايمر كار كرد فرد هتروزيگوت  با هرPCR اگر واكنش 
   .)9،10( مي باشد
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  .منطقه شمال غرب ايران در بتاتالاسمي  تشخيص جهش هاي نادر راستفاده د توالي پرايمرهاي مورد و  نوع ):1(جدول
  

 جهش  توالي پرايمر'3 →'5
GTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTGAG 
GTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGTGGTTGG 
ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 

Codon 22 (Reverse) 
Normal (Reverse) 
Common C (Forward) 

TCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCTCAT 
TCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCTCAC 
GGGCCTATGATAGGGTAAT 

-88M (Forward) 
Normal (Forward) 
Common E (Reverse) 

GAGTGGACAGATCCCCAAAGGACTCAACCT 
GAGTGGACAGATCCCCAAAGGACTCAAAGA 
ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 

Codon 41-42 (Reverse) 
Normal (Reverse) 
Common C (Forward) 

TCACCACCAACTTCATCCACGTTCACGTTC 
TCACCACCAACTTCATCCACGTTCACGTTG 
ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 

Codon 16 (Reverse) 
Normal (Reverse) 
Common C (Forward) 

GGTAAGGACTCAAAGAACCTATGGGTCCAG 
GGTAAGGACTCAAAGAACCTATGGGTCCAA 
GGGCCTATGATAGGGTAAT 

Codon 36-37 (Forward) 
Normal (Forward) 
Common E (Reverse) 

CCCACAGGGCAGTAACGGCAGACTTCTGCC 
CCCACAGGGCAGTAACGGCAGACTTCTGCT 
ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 

Codon 6 (Reverse) 
Normal (Reverse) 
Common C (Forward) 

  
  :ين توالييتع

 ARMS-PCR ستم ي سبه وسيله كه جهش آنها يينمونه ها
 از شركت ه شدهيته( شده ي طراحيمر هايمشخص نشدند باپرا

   توسط شركت PCRمحصول  شد وPCR، ) فزاپژوه تهران
 ين توالييج تعينتا. دي ارسال گردين تواليي تعيپژوه تهران برافزا
  سهي مقاNCBIن با يد و ترجمه به پروتئي نوكلئوتيبرا

)BLAST ( دش .  

  ج ينتا
 كروموزوم با 4 نفر، تعداد 20 كروموزوم مربوط به 40از 

 Codon16(-C)كروموزوم با پرايمر Codon36/37(-T) ،4پرايمر
 Codon22(-AAGTTGG) با پرايمرهاي . جواب مثبت دادند

Codon6(-A), -88(C-A), Codon41/42(-TCTT) , جهشي در 
 كروموزوم 32 در مرحله ي بعد .افراد مورد بررسي شناسايي نشد

 ، جهشي در آنها ARMS نفر كه با روش 16باقيمانده مربوط به 
نتايج حاصل از . ندي نشد براي تعيين توالي فرستاده شدشناساي

   8 با Codon 15(TGG-TGA) جهش  داد كهتعيين توالي نشان

  
 –كروموزوم، جهش  4 با IVSII-848(C-A(كروموزوم، جهش 

28(A-C) جهش ، كروموزومدو با Codon 25/26(+T) دو با 
 ء جزبا دو كروموزوم IVSII-745(C-G) و جهش كروموزوم

بنابراين در اين بررسي  . هاي ژن بتاگلوبين در  منطقه مي باشندجهش
ي به جمع جهش هاي شناخته شده  وهفت جهش ديگر شناسايي 

 كروموزوم جهشي در ناحيه 14در  .كشور اضافه گرديد منطقه و
تعيين توالي شده مشاهده نگرديد كه جهش اين افراد ممكن است در 

.  كه موجب بتاتالاسمي مي گردندنواحي خارج از ژن بتاگلوبين باشد
 SNP :5’UTR+20(C-T) ،Codon گاهين چهارجايهمچن

2(CAC-CAT) ،)G C- (16-IVSII و )T-C (666 -IVSIIدر  
 )1(شكل .ديگردماران مورد مطالعه مشخص ين بيژن بتاگلوب

 مشخص ين توالييراكه با تع Codon 15(TGG-TGA)جهش 
از جهش هاي نادر  كدرصد هر ي.  دهديشده است را نشان م

 كروموزومي كه 200 در اين بررسي كه از مجموع  شدهشناخته
بررسي هم جهش هاي شايع و هم نادر قرار گرفته اند در مورد 

  . آورده شده است)2(جدول 
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 Codonن با جهشي از ژن بتاگلوبي قطعه ايتوال : )1(شكل 

15(TGG-TGA) 
  

 مبتلايان بتا تالاسمي منطقه جهش هاي نادر فراواني ):2(جدول
  شمال غرب ايران

جهش   درصدتعدادكروموزوم 
Codon15(TGG-TGA) Codon16(-C) 

Codon 36/37(-T)  
IVSII-848(C-A) 
 IVSII-745(C-G)  

 -28(A-C) 
 Codon25/26(+T) 

8 
4 
4 
4 
2 
2 
2 

4 
2 
2 
2 
1 
1 
1 

 بحث

 دمي باشران ي در ايكي ژنتيمارين بي ترشايع يبتاتالاسم 
 .)3( داردي گسترش فراوان نيزكه در شمال و شمال غرب كشور

اما .  و گزارش شده استييع كشور شناساي شاياكثر جهش ها
 مشكلات يماران بتاتالاسميناشناخته در ب  نادر ويوجود جهش ها

 يمارين بيكنترل ا  ويريشگي جهت پيزي را در برنامه رياديز
ن ي ايي شناساي برايعيوسقات ين خاطر تحقيبه هم. دن كيجاد ميا

ن كنفرانس يدر دهم .ا در حال انجام استيجهش ها انجام شده 
 ي نادر متعدديجهش ها ينوپاتي وهموگلوبي تالاسمين الملليب

ن يد كه در شاخص تريتوسط محققان كشور گزارش گرد
ده يران ديت ايز در جمعي جهش نادر متما21 شده ارايهگزارش 

 .)11( شوديم

-Codon16(-C)،Codon15(TGG  يعه جهش هان مطاليا در

TGA)، Codon 36/37(-T) ، Codon25/26(+T) ،-28(A-C)، 
)IVSII-848(C-Aو  IVSII-745(C-G)ي توسط روش ها 

ARMS-PCRيبه جمع جهش ها  مشخص وين توالييتع  و 
 ن چهاريهمچن .دي منطقه وكشور اضافه گرد يشناخته شده

 SNP :5’UTR+20(C-T) ،Codon2(CAC-CAT) ،)Gگاه يجا
C- (16-IVSII و )T-C (666 -IVSIIماران ين بيژن بتاگلوب  در

 .ديمورد مطالعه مشخص گرد

 ، كه اولين بار در منطقه شمال Codon15(TGG-TGA)جهش 
ليسبون مشاهده شده است، يكي از جهش هاي شايع در پرتغال 

كه مربوط به اسيد TGG  كه موجب مي شود كدون )12(مي باشد
 كه كدون پايان است تبديل TGAنه تريپتوفان است به كدون آمي
-Codon15(TGG جهش .  پروتئين ناقص توليد شودو

TGA) متفاوت از جهشCodon15(TGG-TAG) شايع در 
 در Codon15بنابراين جهش در . )13(كشورهاي آسيايي مي باشد

  . كشور مشابه جهش شايع در پرتغال مي باشدشمال غربمنطقه 
   آسيايي - هنديº β يك جهش Codon16(-C)جهش 
جمعيت  اولين بار در Codon36/37(-T)جهش و  )13(مي باشد

  .)14,13(استكردها پيدا شده 
 يت محدود وانتخابيك جمعي كه در Codon 36/37(-T)جهش 

 گزارش شده است، )7( زاده وهمكاران يريدر كشور توسط ام
  ويانيكه كيحال شود در ي مشاهده مين بررسيز در ايك مورد ني

ن جهش در يع تري درصد شا33/ 84  ن جهش را بايهمكاران ا
 ياريدر استان چهارمحال بخت. )15( كنندياستان لرستان گزارش م

 . )16( شودي گزارش م جهشنيع ترين جهش به عنوان شايز اين

 گزارش  و ايرانكا ومصري در آمر كهIVSII-848(C-A( جهش 
 گزارش ،در دو نمونهن جهش را نيز ايما و  )3،13(شده است

 خاصي مشاهده نشد ولي در SNPكنيم كه در يك نمونه  مي
 Codon2 (C-T) هاي SNP با  همراه رانمونه ديگر اين جهش

IVSII-666(T-C) , IVSII- 16 (C-G),كه . كنيم  گزارش مي
  . دو منشا متفاوت اين جهش در منطقه باشدهتواند نشان دهند مي

 كمابيش )13( كه منشا مديترانه اي داردIVSII-745(C-G)جهش 
 در اين بررسي .)5(در مناطق مختلف كشور گزارش شده است

  : زير همراه بود هايSNP با  IVSII-745(C-G) جهش
+20 UTR (C-T) , Codon 2 (C-T) , IVSII – 16 (C-G) , 

IVSII -666(T-C)  

  درUTR (C-T) 20+با IVSII-745(C-G) هي جهش راهم 
كه  )5( هرمزگان نيز گزارش شده است و)17( مديترانهمنطقه
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تواند از نظر رديابي منشا اين جهش در منطقه، مهم و ارزشمند  مي
با آنزيم  IVSII-16 و HgiA1 با آنزيم Codon 2(C-T) .باشد

AvaII ،RFLPليز پيوستگي و ا كه مي توان در آن )18( دارند
   .د قرار گيرن استفاده موردتشخيص پيش از تولد

 كه براي اولين بار در جمعيت كردها مشاهده (A-C)28-جهش
اين جهش .گلوبين قرار دارد بر روي پروموتر ژن بتا)19(شده است

اتصال عوامل رونويسي ژن بتاگلوبين به اين ناحيه كاهش موجب 
 β+و  يافته بيان ژن بتاگلوبين كاهشو در نهايت ميزان مي شود 
 . )13(كندمي  ايجاد تالاسمي

 Codon25/26(+T) جهش بسيار نادري است كه براي اولين بار   
  اضافه شدن باز . )20(گزارش شده است در يك خانواده تونسي

به كدون  26  موجب مي شود تا كدون26 و25 تيمين بين كدون
 βº پايان تبديل شود در نتيجه بتاگلوبين ناقصي توليد شده و

 .)13(ايجاد گرددتالاسمي 

  نتيجه گيري 
 ،)6( در منطقهع گزارش شدهي شايا احتساب جهش هاب   
 تواند يم كه  مي از جهش ها را شاهد هستيعيف نسبتا وسيط

ه ب. ران باشديا ت ها در منطقه وي جمعيتلاق  ويتنوع قوم نشانگر
، راني در اي بتاتالاسمي هاجهشاد يار زيتنوع بس وع بالا ويل شيدل

 برخوردار ييار بالايت بسي از اهميمارين بي ابررسي جهش هاي
ص ي و تشخيكي تواند در مشاوره ژنتيل مطالعات مين قبيا. است

  ..د واقع شوديار مفيش از تولد بسيپ
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