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 مقاله پژوهشي

 
هاي خوني با روش مولكولي در بيماران مبتلا به تالاسمي مراجعه كننده به  تعيين ژنوتيپ گروه

 درمانگاه بزرگسالان تهران
 ، 1، پروين لطفي6، زهرا عطايي1مارتين، پيتر 4دكتر جف دانيلز،3دكتر آزيتا آذركيوان، 2، شهرام سميعي1دكتر مژگان شايگان

 9ليلا كسراييانتر دك، 6، حسين لطفي8مهناز كواري
 هچكيد

 سابقه و هدف 
هااي ررماز مشا       تعيين سرولوژيك گروه خوني گيرنده به علت جمعيت مختلط گلبول ،خون مصرفپس از 

هاي ررمز در بيمااران وابساته باه تزريان خاون)ن ير       باشد. با توجه به اهميت تعيين فنوتيپ صحيح گلبول مي
انادازي رو  مول اولي و سااس ارزياابي      هدف اين مطالعه راه ،بيماران تالاسميك و كم خوني داسي ش  (

هاي خوني در بيمااران تالاسامي دريافات كنناده      اي با رو  مول ولي هماگلوتيناسيون در تعيين گروه مقايسه
 واحدهاي متعدد بود. 

 ها مواد وروش
راد ساوابن خاانوادگي    فرد ظاهرا ًَ ساالم فا  20از خون محيطي  DNAمطالعه انجام شده از نوع تشخيصي بود. 

نفار   16نفر با عارضه هموليتيك انتقال خون و  19بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور) 31بيمار شام   44و  تالاسمي
نفر فارد عارضه هموليتيك(  6نفر با عارضه هموليتيك و  2نفر مبتلا به تالاسمي اينترمديا) 8فارد اين عارضه(، 

 RHD / RHC / RHc / RHE هاي جداسازي شد. آل  ،ا عارضه هموليتيكنفر مبتلا به تالاسمي سي   س  ب 1و 

/ RHe / JKA / JKB / FYA / FYB / KELL1 / KELL2   ساز به صاور  ماوازي ماورد     هاي دستآغازگربا
بررسي ررار گرفتند. هم چنين بررسي فنوتياي با رو  هماگلوتيناسيون نيز بر روي نمونه خون محيطي انجام و 

 ولي مقايسه شدند. با رو  مول 
 ها يافته

ماورد ناساازگاري باين دو رو      13تعيين فنوتيپ و ژنوتيپ در همه افراد كنترل مشابه بود. اما در مجماوع  
و پس  Rhمورد( در گروه خوني  19بيمار مشاهده شد كه بيشترين ناسازگاري) 26مول ولي و آگلوتيناسيون در 

 مورد( بود.  11)كيد و مورد( 11هاي خوني دافي) از آن در گروه
 نتيجه گيری 

هاي گروه خوني در بيماران تحت بررسي نبود ولي  ژن رو  سرولوژي رادر به تعيين صحيح آنتيدر اين تحقين 
تواناد باه    تعيين ژنوتيپ در تعيين گروه خون وارعي بيماران دريافت كننده واحدهاي خون موفن باوده و ماي  

هاي بعدي كماك   در تزرين ،اند هايي كه هدف آلوايمونيزاسيون وارع شده ژن نتيآهاي ررمز فارد  انتخاب گلبول
هاي اخباري مثبات و منفاي رو  آگلوتيناسايون در مقايساه باا رو        نمايد. حساسيت/اختصاصيت و ارز 

ژن رب  از شروع تزرين  ، شايد بدان علت كه اين آنتينمودنتايج نسبتا ًَ خوبي حاص  ،  Dژن  مول ولي براي آنتي
رساد   شود. لذا به ن ر مي شود و در صور  تزرين خون نيز اين سازگاري رعايت مي به بيماران تعيين مي خون

هااي   هاي فرعي در بدو شروع به تزرين خون حدار  براي زير گروه اتخاذ چنين تصميمي در مورد تعيين گروه
Rh  وKell به هزينه بالاتر رو  مول اولي،   ، كه بيشترين سهم را در ايجاد عوارض هموليتيك دارند، با توجه

ها در تعاداد محادودي از اهداكننادگان مساتمر نياز       ژن بسيار مقرون به صرفه باشد. هم چنين تعيين اين آنتي
 كننده باشد.  تواند به تعيين اهداكننده با گروه خوني مناسب براي اين بيماران كمك  مي
 ني خو  هاي گروه ژن ، آنتي PCRتالاسمي،  :ات كليديكلم

PhD

PhD
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  مقدمه 

IgG

O

DNA

PCR

DNA

RHC

RHEJka Jkb

RhDuffyKiddKell

Paternity

  هاروش مواد و 
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EDTA

DuffyKiddKell

RhD / C/ c/ E/ e

Innotrain

DNAHigh Pure 

Nucleic Acid Kit 

RHD, RHE/Rhe, RHC/RHc, KELL1/KELL2, 

FYA/FYB, JKA/JKB

 C

PCR

DNA

PCR

RFLP= Restriction Fragment Length 

Polymorphism

μl

DNAμl

μmμm

mmolMgCl2Betaein

XμlHot Start Taq Enzyme

Heating block

  (4): توالي آغازگرهاي تهيه شده در آزمايشگاه1جدول 
 

 آغازگرها س انس
5'-GGC AAC AGA GCA AGA GTC CA-3'CE14

5'- CTG ATC TTC CTT TGG GGG TG-3' CEX5

5'- AAG CTT GGA GGC TGG CGC AT-3'KEL S

5'- CCT CAC CTG GAT GAC TGG TG- 3'KEL R

5'- TCC CCC TCA ACT GAG AAC TC-3'FYAB1

5'- AAG GCT GAG CCA TAC CAG AC-3'FYAB2

5'-CAA GGC CAG TGA CCC CCA TA-3'FYN1

5'-CAT GGC ACC GTT TGG TTC AG-3'FYN2

5'-TGA GAT CTT GGC TTC CTA GG-3'JKIS

5'-ATT GCA ATG CAG GCC AGA GA-3'JK2

5'-GTG TCT GAA GCC CTT CCA TC-3'RH141

5'-GAA ATC TGC ATA CCC CAG GC-3'RH142

C

CCC

C

PCR

RFLP
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C

C

RFLPμl

Loadinghigh-

resolutionXTBEμl

V/cmsize marker

RHCRHDμl

DNAμl

μm

m molCl2MgμmX

μlFast start Taq EnzymeBetaein

μl

cycle→Cmin→

CSec→

cycle→CSec→

CSec→

cycle→CSec→

Rh D/C/cμl

LoadingPCRRange

WideXTBEμl/ml

V/cmsize marker

Real time 

PCR

 يافته ها

RFLP

Real Time PCR

D

CcEe

FyaFybJka

JkbKk

RhDRHD

RhD
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 RFLPاي : حجم و مواد مورد نياز در هر لوله بر2جدول 
 آل  مورد بررسي حجم آنزيم ميزان آب BSAميزان  PCR Productميزان  ميزان آنزيم

μlμlμlμlMNRH (E/e) 

μl μlμlμlMNJKA/JKB 

μl μlμlμlBanFYA/FYB (Duffy I) 

μl μlμlμlSty
Duffy (Duffy II) 

μl μlμlμlBSM KEL1/KEL2 

 RFLP: اندازه رطعا  و تفسير نتايج رو  3جدول 
 Interpretation سايز آنزيم سايز آغازگرها سيستم گروه خوني

RHE/e 

CE14    
RHE/RHE 

CEX5    †

  MNl 1  
RHE/RHe 

    † 

    
RHe/RHe 

    † 

Kell 

KEL S 
 Bsm 1 

 KEL 1/ KEL 1 

KEL R  KEL 1/ KEL 2 

    KEL 2/ KEL2 

Duffy I 

FY AB1 

 Ban 1 

 FYA/ FYA 

FY AB2  FYA/ FYB 

  FYB/ FYB 

Duffy II* 

FYN1 

 Sty 1 

 Wild/WildGATA 

FYN2 Wild/Mutated 

  Mutated/Mutated 

Kidd 

JKIS 

 MNl 1 

 JKA/JKA 

JK2  JKA/JKB 

  JKB/JKB 
* For Mutation analysis in promoter region of Duffy genes  

 ژني به رو  سرولوژي و مول ولي در بيماران : فراواني)مطلن و نسبي( آنتي4جدول 

 ها ژن آنتي
 رو  سرولوژي رو  مول ولي

 مثبت 
 تعداد)درصد(

 منفي 
 تعداد)درصد(

 منفي 
 تعداد)درصد(

 بت مث
 تعداد)درصد(

D

C

c

E

e

Fya

Fyb

Jka

Jkb

K

k
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 : نتايج تعيين فنوتيپ و ژنوتيپ و وارد ناسازگاري رو  سرولوژي و مول ولي در بيماران1جدول 
 

n  با(ژنوتيپ حقيقيPCR) n )فنوتيپ)با سرولوژي 

Discrepancies

RHE/RHE E-e+ 

Rhe/RheE+e+

RHc/RHcC+c+

RHC/RHCc+c+

RHC/RHcc+c+

Discrepancies
KEL1/KEL2  K-k+

KEL2/KEL2  K+k+

Discrepancies

FYB/FYB  Fy(a+b+)

FYA/FYA  Fy(a+b+)

FYA/FYB  Fy(a+b-) 

Discrepancies

JKA/JKA  JK(a+b+)

JKA/JK  JK(a+b-)

JKB/JKB  JK(a+b+) 

JKA/JKA  JK(a-b+) 

Rh

 بحث

PCR

GATA Box

Rh

R1R2RlrR2R2

R2rrrR1R1

Rh

RHDKELL1/KELL2

Jka/Jkb

JKB/JKBGATA Box

fya/fya

FYA/FYB
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RHRhcc

RHC/CRhCcRHC/C

RhEeRH e/e

a+b+JK

JKB

a+b-fyFYB

b

FYB

b

fya+/fyb-fya/fya

b

fya+/fyb+

b-fyb-

FYBFya/Fya

گيري نتيجه

D

RhKell

 تشكر و قدرداني
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Abstract 
Background and Objectives 

Blood typing by serologic methods after transfusion has  limitations due to presence of  donor

red cells in  recipients. Accurate determination of red blood cells (RBCs) antigens is very

important in  multitransfused patients  including  beta-thalassemics and sickle cell anemics. 

So, the aim of  this study was  to evaluate DNA- based methods as supplement to the 

hemagglutination technique to determine the red blood  cell (RBC) antigen profile of  

multitransfused patients with beta- thalassemia.  

 

Materials and Methods 

DNA was extracted from peripheral blood of 20 apparently normal people and 44 patients 

including 35 with beta- thalassemia (out of whom 19 had clinical evidence of delayed

hemolytic transfusion reaction) , 8 with thalassemia intermedia (out of whom 2 had hemolytic 

reaction), and one with sickle cell thalassemia. RHD/ RHC/ RHc/ RHE/ RHe/ JKA/ JKB/ 

FYA/ FYB/ KELL1/ KELL2 alleles were determined by PCR and were then compared with 

the hemagglutination method.  

 

Results 

Phenotype and genotype results were the same in all controls. The phenotypes and genotypes 

of 53 blood antigens of 26 patients were incompatible. Most of the discrepancies (19 cases)  

occurred in the Rh system, and  fifteen in the Duffy and Kidd systems. 

 

Conclusions 

The results show that screening platelet concentrates for bacterial contamination is necessary 

for blood transfusion centers and hospital blood banks. Blood typing by serologic method was 

not accurate in this study but genotyping could determine true  blood groups in  

multitransfused patients and help in selection of RBCs without alloimmunized antigens in 

future transfusion attempts. Specificity, sensitivity, positive and negative predictive values of 

hemagglutination method for RhD antigen had good values in comparison to the molecular 

method. This might be due to pre- transfusion determination of  RhD for thalassemic patients 

so as to receive  Rh- matched blood units. It seems pre-transfusion blood typing of Rh and 

Kell antigens, which are  the cause of hemolytic reactions, in comparison to the molecular 

method could be cost effective. In addition, typing of Rh and Kell antigens in some regular 

blood donors could be helpdul  for selecting antigen-negative RBCs for transfusion dependent 

patients 
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