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 بادی آلوآنتیدر بیماران تالاسمی دارای  Kellبررسی ژنوتیپ سیستم گروه خونی 

 

 3، آرزو اودی9زاده ، ناصر امیری6ریحانه صریحي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ترین فراوان Anti-Kگردد و بالیني در بیماران تالاسمي محسوب مي ترین عارضهبرجسته ،آلوایمیونیزاسیون
 -چشمگیر موارد آلو تواند سبب کاهشژن ميباشد. لذا ارزیابي دقیق این آنتيدر این بیماران مي بادیآنتي

سبب تسهیل تعیین گروه  ،سرولوژیک های روشهای ژنوتیپ با غلبه بر محدودیتایمیونیزاسیون گردد. روش
سازگار باشد. در این بررسي خون  هایتواند راهنمای خوبي جهت شناسایي واحددر این بیماران شده و مي

 ررسي شده و نتایج مورد مقایسه قرار گرفتند.لکولي بوهای سرولوژیک و م با روش kو  Kهای ژنآنتي
 ها مواد و روش

-نمونه خون کامل به صورت تصادفي از بیماران تالاسمي دارای آلوآنتي 922تعداد  ،در این مطالعه توصیفي

تعیین  هابرای تمامي نمونه kو  Kهای ژنآوری و فنوتیپ آنتي بادی درمانگاه تالاسمي بزرگسالان ظفر جمع
نتایج به  ،سرولوژی و نتایج ژنوتیپ ها انجام شد. در موارد عدم تطابقبرای تمامي نمونه PCR-SSPگردید. 

 تایید شدند. DNAو تعیین توالي  PCR-RFLP وسیله
 ها يافته

نمونه مورد  922بادی شناخته شد. نتایج ژنوتیپ نشان داد که از ترین آنتي( شایع99%) Anti-Kدر این مطالعه 
با  بودند. KEL*01/KEL*02( %4بیمار) 9و  KEL*02/KEL*02( دارای ژنوتیپ %81بیمار) 689بررسي، 

مورد ناسازگاری مشاهده شد که در تمامي موارد صحت نتایج ژنوتیپ با  9نتایج ژنوتیپ و فنوتیپ،  مقایسه
 گردید. تایید DNAتعیین توالي 

 ينتيجه گير
شود.  هم چنان در بیماران تالاسمي به میزان بالایي پیدا مي Kژن  ها علیه آنتي بادی این مطالعه نشان داد که آنتي

و به خصوص در نسبت به فنوتیپ سرولوژیک برتری دارد  RBCها بیان نمود که ژنوتیپ مولکولي  یافته
جایگزین مناسب و روش قابل اعتمادتری گیرند،  بیماراني مانند بیماران تالاسمي که دفعات زیادی خون مي

 است.
 تالاسمي، Kellسیستم گروه خوني ژنوتیپ،  :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 3/89/  1: تاريخ دريافت
 72/5/89: تاريخ پذيرش

 تهران ـ ايرانکارشناس ارشد هماتولوژی و بانک خون ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ  -1
7- PhD ـ تهران ـ ايران  مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خونشناسی و بانک خون ـ دانشیار  خون 
ـ صندوق  تهران ـ ايرانـ  مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خونشناسی و بانک خون ـ استاديار  خون PhDمؤلف مسئول:  -7

 16445-1152پستی: 
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 و همكاران حانه صريحیو بیماران تالاسمی                                                                                                          ري Kellگروه خونی 

 

062 

 

  مقدمه 
های ترين بیماریبیماری تالاسمی به عنوان يكی از شايع    

 46هـا و در دـدود   در تمامی نـژاد  جهان، تقريباًژنتیكی در 
سـازمان   هـای  . طبـ  گـزارش  (1)شودکشور جهان ديده می

میلیون نفر در داخل کشـور   3تا  7 ددوداً ،بهداشتجهانی 
هـزار بیمـار، مبـته بـه      19ناقل اين بیماری بوده و بیش از 

که نیازمند تزري  خون مكرر بـوده  باشند انواع شديد آن می
های خونی را در کنندگان سالیانه فرآورده و بیشترين دريافت

ــی  ــكیل مـ ــور تشـ ــدکشـ ــیون (7، 3)دهنـ . آلوايمیونیزاسـ
بالینی ناشی از تزري  خـون مكـرر در    ترين عارضه برجسته

چـرا کـه آلوايمیونیزاسـیون در ايـن      است،بیماران تالاسمی 
بیماران سبب افزايش نیاز به تزري  خون شـده و شناسـايی   

هـای بدـدی را   های خونی سازگار جهت تزري  خونوادد
 کـه  چنـین افـرادی   . هم(6-4)سازدبا مشكل مواجه می نیز
 بالاتری خطر دارای شودمی ايجاد هاآن در بادیآلوآنتی يک
 دنبال به بیشتر هایبادیآلوآنتی ها وبادیتولید اتوآنتی برای
ينـد  آتوانـد فر  که اين امر مـی  هستند بددی هایخون تزري 

شناسايی خون سازگار را در اين بیماران بـا مشـكل مواجـه    
مین و تزري  خون سـازگار  أيند تآسبب تاخیر در فر ،ساخته

گردد و مديريت درمـان را بـه يـک چـالش جـدی تبـديل       
هـا در بیمـاران   بـادی  چنین تولید آلـوآنتی  . هم(6، 2-8)کند
تواند فرآيند بارداری را ینثی که در سن باروری هستند ممؤ

 .(16)در اين بیماران با مشكل مواجه سازد
، آلوايمیونیزاسـیون  میـزان  کاهش در کار راه ترينکلیدی     

 سـازگاری  بـا  فـرآورده  از آن با اسـتفاده  پیشگیری از وقوع
های خونی است که اين امر مستلزم تدیین دقی  گروه بیشتر

 Kell خـونی گـروه   . سیسـتم (4، 8، 11)باشددر بیماران می
در زمینـه   گروه خونی سیستم ترينمهم Rhو  ABOپس از 

های موجـود در  ژن. آنتی(17)گرددانتقال خون محسوب می
 به شدت ايمونـوژن بـوده و سـبب   اين سیستم گروه خونی 
هـا بـه دنبـال انتقـال خـون      واکـنش  برانگیختن شـديدترين 

های موجـود  ژن. در میان تمامی آنتی(13)شوندناسازگار می
 kو  Kژن متضـاد  آنتـی دو ،  Kellدر سیستم گـروه خـونی   

به عنـوان   Kژن آنتی .باشنددارای بیشترين اهمیت بالینی می
ژن در اين سیستم گروه خـونی شـناخته   ترين آنتیايمونوژن

ژن های خـونی نیـز پـس از آنتـی    شده و در بین ساير گروه

RhD ايـن (17، 16)باشدبیشترين ايمونوژنیسیته را دارا می . 
تـرين  بوده و يكـی از شـايع   kژن ژن جفت متضاد آنتیآنتی

بادی به دنبـال تزريـ  خـون ناسـازگار     علل ساخت آلوآنتی
هـا در بیمـاران   ژن. لذا تدیین دقی  اين آنتـی (17، 15)است

توانـد مـوارد آلوايمیونیزاسـیون را بـه صـورت      تالاسمی می
فرآينـدهای   یچشمگیری کاهش داده و سبب بهبود و ارتقا

 ،سـرولوژی  هـای روش. (14)درمانی در اين بیماران گـردد 
هـای  جهـت تدیـین گـروه    ارزان نسـبتاً  ی سـاده و هاي روش

رستی انجـام  در صورتی که به د هاخونی هستند. اين روش
د نــکننــده خواه د در بســیاری از مــوارد بــالینی کمــکنشــو
هـای   محـدوديت ها دارای اين روش. با اين وجود (12)بود

بسیاری به ويژه در تدیین گروه برای بیمـاران دارای تزريـ    
 . (19)خون مكرر هستند

های سرولوژيک در تدیین گروه خونی افرادی کـه  روش    
های اند به دلیل دضور گلبولبه تازگی خون دريافت نموده

قرمز دهنده در گردش خون گیرنده ناکارآمد هستند و يا در 
های قرمز به صورت متصـل بـه آلـوآنتی    گلبولمواردی که 
 ،مثبت در گردش خون بیمار دضور دارنـد  DATبادی و يا 

ها قادر بـه  ها اين روشبادی به دلیل تداخهت گسترده آنتی
، 19، 18)باشـند اران نمـی ـپ در بیم ــح فنوتیـن صحیـتدیی
6) . 
 تجزيـه و تحلیـل  های ژنوتايپینـ  بـا اسـتفاده از     روش    

DNA هــای ژنــومی قــادر هســتند بــا ملبــه بــر محــدوديت
هــای خـونی را در بیمــاران  گـروه  ،هـای ســرولوژيک  روش

 دارای انتقـال خـون اخیــر، بیمـاران بــا تـداخهت گســترده    
هـا بـا   سـرم م دسترسی به آنتیها و يا در موارد عدبادی آنتی

دقــت بــالايی تدیــین نماينــد و مــوارد عــدم انطبــاق را در  
 .  (76)های سرولوژيک دل کنند آزمايش
هـای  ها قادر بـه شناسـايی واريانـت   چنین اين روش هم    
هـای  بیان ضدیف و فنوتیپهای با ژنهای خونی، آنتیگروه
Null هـای سـرولوژيک    باشـند کـه بـا اسـتفاده از روش    می

 K ژن. به اين منظور در اين مطالده دو آنتی(71)ممكن نبود
( از سیستم گروه خونی KEL*02و  KEL*01های )آلل kو 

Kell ــوآنتی در بیمــاران ــ  تالاســمی دارای آل ــادی از طري ب
-PCR-SSP ،PCRهـای  لكـولی بـا روش  وم تجزيه و تحلیل

RFLP  و تدیین توالیDNA گرديد.   بررسی 
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  ها روشمواد و 
 آوری نمونه:جمع
با استفاده از اطهعـات موجـود   در يک مطالده توصیفی،     

در پرونده بیمـاران تالاسـمی مراجدـه کننـده بـه درمانگـاه       
بیمار تالاسـمی دارای   766تالاسمی بزرگسالان ظفر، تدداد 

 5بادی انتخاب گرديـد. سـپس از هـر بیمـار مقـدار      آلوآنتی
 آوری شد. دار جمع EDTAخون کامل  لیتر نمونهمیلی
 

 سرولوژيک: های آزمايش
)در ســـرم فیزيولـــوژی(  %3-%5ابتـــدا سوسپانســـیون     
هـا بـا   نمونـه  کلیـه های قرمز بیماران تهیـه و سـپس    گلبول

ايمونودياگنوسـتیكاk (GmbH   )-آنتـی و  K-استفاده از آنتی
شـرکت   تدیین فنوتیـپ شـدند. ابتـدا مطـاب  دسـتورالدمل     

ها بـه  سرم را به هر لوله آزمايش افزوده و لولهسازنده، آنتی
گـراد   درجـه سـانتی   32دقیقـه در دمـای    36الـی   15مدت 

با اسـتفاده از سـالین    سپس هر لوله سه مرتبه .انكوبه شدند
به هريـک  ( IBRF)ايران،  AHGسرد شسته شده و دو قطره 

ها اضافه شد. پس از سانتريفوژ، وجود يا عدم وجود از لوله
ها با استفاده از آينه مقدر بندی واکنش آگلوتیناسیون و درجه
 ارزيابی و ثبت گرديد.

ــی   ــت آنت ــین هوي ــالگری و تدی ــادیمرب ــاس  ب ــر اس ــا ب ه
 های مرجع سازمان انتقال خون ايران و با اسـتفاده استاندارد
های ارسالی از اين مرکز انجـام شـد و نتـايب ثبـت     از کیت
 گرديد.
 

 :DNAاستخراج 
از خون کامل يا بافی کوت، از  DNAبه منظور استخراج     

Nucleic Acid purification kit     )ايران، يكتـا تجهیـز آزمـا(
ی اسـتخراج  هـا کیفیت نمونهاستفاده شد. جهت اطمینان از 

استخراج شده با قرائـت جـذب نـوری     DNAشده، ملظت 
توســد دســتگاه نــانو درا  مــورد بررســی قــرار گرفــت و 

 گراد ذخیره شد. درجه سانتی -71ها در فريزر  نمونه

 

ــل PCR-SSPروش  ــین آلـ ــای جهـــت تدیـ و  KEL*01هـ
KEL*02 : 

 با استفاده از  DNAها پس از استخراج بر روی کلیه نمونه   

و همكـارانش   ژان  بوئر های به دست آمده از مقالهآمازگر
 Sequence specific)لكــولیوآزمــايش م،  7617در ســال 

primer )PCR-SSP جهـت کنتـرل از    .(1 انجام شد)جدول
هورمون رشد انسانی استفاده گرديـد. دجـم کلـی واکـنش     

PCR  ،μL 75  :و شاملμL 5/17  ازMaster Mix 2X PCR 
و  DNA نــانوگرم 46 ، ملظــت)ايــران، يكتــا تجهیــز آزمــا(

میكرومـولار بـود.    635/6آمازگر جلـو برنـده و مدكـوس    
دمـايی زيـر در دسـتگاه ترمـال سـايكلر       سپس طب  برنامـه 

گـراد   درجه سـانتی  85چرخه در  1مرادل تكثیر انجام شد: 
گـراد بـه    درجه سـانتی  85چرخه)در  36دقیقه و  6به مدت 
ثانیـه و   36گراد به مدت  درجه سانتی 46ثانیه در  36مدت 
چرخـه در   1ثانیـه( و   36گراد به مدت  درجه سانتی 27در 
دقیقه. پس از انجام واکنش  3گراد به مدت  درجه سانتی 27

PCR  ،   محصولات به دست آمده با اسـتفاده از الكتروفـورز
 درصد بررسی شدند.  7روی ژل آگارز 

 
ــل   PCR-RFLPروش  ــین آل ــت تدی ــای جه و  KEL*01ه

KEL*02 : 
جهت تايید ژنوتیپ بیمارانی که دارای تنـاق  در بـین       

 Restriction fragment)نتـايب فنوتیـپ و ژنوتیـپ بودنـد،    

length polymorphism)PCR-RFLP   بــــا اســــتفاده از
و همكـارانش در   آرونی آمازگرهای به دست آمده از مقاله

 ,Bsm I (Thermo scientificلاثر و آنزيم محدودا 7613سال 

US)  دجم کلی واکنش  .(1انجام شد)جدولPCR ،μL 75 
يكتا تجهیز ) ) Master Mix 2X PCRاز   μL 5/17و شامل: 
و آمازگر جلوبرنـده   DNA نانوگرم 166 ملظت (آرما، ايران
میكرومولار بود. سپس طب  برنامه دمـايی   66/6و مدكوس 

 1زير در دستگاه ترمال سايكلر مرادـل تكثیـر انجـام شـد:     
 37دقیقـه و   15گـراد بـه مـدت     درجه سانتی 85چرخه در 
 45ثانیـه در   36گراد بـه مـدت    درجه سانتی 86چرخه )در 

ــانتی ــدت   درجــه س ــه م ــراد ب ــه و در  36گ ــه  27ثانی درج
درجـه   27چرخـه در   1ثانیـه( و   36گراد بـه مـدت    سانتی
،  PCRدقیقه. پـس از انجـام واکـنش     9گراد به مدت  سانتی

  Bsm Iآنـزيم   دسـتورالدمل محصولات به دست آمده طبـ   
 9ها بـه مـدت    تحت تاثیر آنزيم قرار داده شد. سپس نمونه

  يـمتا آنز قرار گرفتندگراد  درجه سانتی 32 ساعت در دمای
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 KEL*02و  KEL*01های  : توالي آغازگرهای مورد استفاده جهت بررسي مولکولي آلل6جدول 

 

 منبع طول قطعه توالي آغازگر جلوبرنده/معکوس ژن آنتي روش مولکولي

PCR-SSP 

K 
 ACTCATCAGAAGTCTCAGCA جلوبرنده

bp  346 
(77) 

 CTAGAGGGTGGGTCTTCTTCC مدكوس

K 
 CTCATCAGAAGTCTCAGCG جلوبرنده

bp  346 
 CCAAGGCCAAGTGTCAGTGC مدكوس

PCR-RFLP K/k 
 AAGCTTGGAGGCTGGCGCAT جلوبرنده

bp  154 (73) 
 CCTCACCTGGATGACTGGTG مدكوس

DNA Sequencing K/k 
 TTTAGTCCTCACTCCCATGCTTCC جلوبرنده

bp  266 (76) 
 TATCACACAGGTGTCCTCTCTTCC مدكوس

 
محصول مورد نظر را بـه طـور کامـل بـرش دهـد. سـپس       

درصـد   6محصولات برش خورده با اسـتفاده از ژل آگـارز   
در افــراد  PCRداصــل از  تفكیـک شــدند. محصــول اولیـه  

باشـد   فاقد جايگاه برش برای آنزيم مـی   kدارای آلل شايع 
جـايگزينی نوکلئوتیـدی سـبب    ،  Kاما در افراد دامل آلـل  

ايجاد يک جايگاه برش آنزيم در اين نادیـه شـده و سـبب    
 bp 154داصل از تكثیر بـه طـول    شود تا محصول اولیهمی

بـرش داده   bp 54 و 166ی تحت تاثیر آنزيم بـه دو قطدـه  
پـس از اثـر    bp 54و  166قطدـات  شود. در دقیقت وجود 

افـرادی   رباشـد. د در بیمار می Kنمايانگر وجود آلل ، آنزيم
باشـند   که هر دو آلل را بـه صـورت هتروزيگـوت دارا مـی    

 bpزمان قطدات برش نخـورده بـه طـول     شاهد دضور هم
ــزيم  bp 54و  bp 166 و قطدــات 154 داصــل از بــرش آن

 خواهیم بود.

 

 DNA (DNA Sequencing:)تدیین توالی 
و  PCR-SSPهـای مولكــولی   آزمـايش بـه منظـور تايیــد       

PCR-RFLP مربوطـه، در   و تايید وجود موتاسیون در نادیه
تنـاق  وجـود   مواردی که در بین نتايب فنوتیپ و ژنوتیپ 

 اگـزون  ،نمونه بـه عنـوان کنتـرل    56در چنین  و هم داشت
مـرتبد بـا    SNPکـه دـاوی    Kellاز لكوس ژنـی   4 شماره
باشد تكثیـر، و جهـت تدیـین تـوالی     می kو  Kهای ژنآنتی

و  لـی  هـای تكثیـر اگـزون از مقالـه    ارسال گرديد. آمـازگر 
برداشت شد و طب  برنامه دمايی  1885همكارانش در سال 

 1زير در دستگاه ترمال سايكلر مرادل تكثیر انجام گرديـد:  

 45ه در دقیق ـ 3گـراد بـه مـدت     درجه سانتی 86چرخه)در 
ــانتی ــه س ــدت   درج ــه م ــراد ب ــه و در  1گ ــه  27دقیق درج

درجـه   86چرخـه )در   72ثانیـه( و   36گراد به مدت  سانتی
گـراد بـه    درجـه سـانتی   46ثانیه در  36گراد به مدت  سانتی
ثانیه(  36گراد به مدت  درجه سانتی 27ثانیه و در  36مدت 
 دقیقـه  16گـراد بـه مـدت     درجه سـانتی  27چرخه در  1و 
 μLو شـامل:   PCR ،μL 56. دجم کلی واکـنش  (1جدول )
، )ايـران، يكتـا تجهیـز آزمـا(     Master Mix 2X PCRاز  75

 67/6و آمازگر جلوبرنده و مدكوس  ng 766 DNAملظت 
میكرومولار بود. نتیجـه تدیـین تـوالی بـا برنامـه کرومـاس       

 يابی آن، نوع آلل موتاسیون و مكان بررسی شد و با مشاهده
 در بیماران تدیین گرديد.

 
 ها يافته

 مشخصات بیماران:
بـادی  بیمار تالاسـمی دارای آلـوآنتی   766در اين مطالده     
نث ؤ%( بیمار م5/58) 118%( بیمار مذکر و 5/66) 91شامل 

 (سـال  6-45)رنب سـنی  سـال  36 ±8/16 با میـانگین سـنی  
%( بیمـار  56)169مورد بررسی قرار گرفتند که از ايـن بـین   

%( بیمـار  1) 7%( بیمار اينترمـديا و  65) 86تالاسمی ماژور، 
 مبته به سیكل/ بتاتالاسمی بودند.

 
ها در جمدیت مـورد  بادینتايب مربوط به تدیین نوع آلوآنتی

 بررسی:
 ها در سرم بیماران بادیدر اين بررسی انواعی از آلوآنتی    

 .  (1)نمودار شناسايی گرديد
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 ها در بیماران مورد مطالعهبادی: درصد فراواني آلوآنتي6نمودار

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ها در بیماران مورد مطالعه : درصد فراواني آلوآنتي بادی6نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

های : ناحیه باند در ارتباط با آللKEL*02/KEL*02و  KEL*01/KEL*02بیمار دارای ژنوتیپ  9 در PCR-SSPاز نتایج  ای: نمونه6شکل
KEL*01  وKEL*02 bp312 .هورمون رشد انساني به عنوان کنترل داخلي استفاده گردید که باند آن  آغازگر از استbp434 های باشد. ستونمي

ها برای ژننیز به ترتیب مربوط به همین آنتي 4و  3های و ستون 6 برای بیمار شماره KEL*02و  KEL*01های به ترتیب مربوط به آلل 9و 6
 KEL*02/KEL*02صورت ه ب 9)هتروزیگوت( و ژنوتیپ بیمار  KEL*01/KEL*02، 6لذا ژنوتیپ بیمار  و باشندمي 9 شماره بیمار

 .است)هموزیگوت( 

       56 Ladder     6           3            7           1 

(bp 636 )Hgh 

 bp 346  
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062 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

را  PCRباند اولیه حاصل از 6: ستون KEL*02/KEL*02و  KEL*01/KEL*02در دو بیمار دارای ژنوتیپ  PCR-RFLPای از نتایج : نمونه9شکل
را پس از اثر آنزیم به  PCRهای حاصل از الکتروفورز محصولات باند 3و  9های دهد. ستوننمایش مي bp 651پیش از تاثیر آنزیم به طول 

 دهند. نشان مي KEL*02/KEL*02و هموزیگوت  KEL*01/KEL*02ترتیب در افراد دارای ژنوتیپ هتروزیگوت 

 
%Anti-Kell (79 ،)ها به ترتیـب شـامل   بادیترين آنتیشايع

Anti-E (77 ،)%Anti-D (8 و )%Anti-Kpa (2می )%  .باشـند
از بیماران عهوه بـر   %5چنین در جمدیت مورد مطالده  هم

 Warm & Cold autoبـادی)  بـادی دارای اتـوآنتی  آلـوآنتی 

antibody.بودند ) 
 

 : kو  Kهای ژننتايب تدیین فنوتیپ برای آنتی
Kفنوتیــپ ،  kو  Kهــای ژندر ارتبــاط بــا آنتــی    

-
 k

بــا  +
دارای بیشترين فراوانی بوده و پـس از آن فنوتیـپ    34/84%

K
+
 k

Kهایچنین فنوتیپ گیرد. همقرار می %97/1با  +
+
 k

و  -
K

-
 k

 Kژن از جمدیت ديده شدند. آنتی %4/6نیز هريک در  -
ــی  %5/1در  ــت و آنت ــت  %5/89در  kژن از جمدی از جمدی

 مشاهده گرديد.
 

 : PCR-SSPلكولی ونتايب مربوط به آزمايش م
ــان      ــورد بررســی 766از می بیمــاران دارای  %84بیمــار م

از بیماران دارای ژنوتیـپ   %6و  KEL*02/KEL*02ژنوتیپ 
KEL*01/KEL*02  بودند. آلل KEL*01 (، و 6بیمار) 9در%

 .  (1)شكل %( ديده شد166در تمامی بیماران) KEL*02آلل 

 : PCR-RFLPلكولی ونتايب مربوط به آزمايش م
های دارای تناق  بین بر روی نمونه PCR-RFLPروش     

هـای سـرولوژيک و ژنوتیـپ    نتايب به دست آمـده از روش 
 PCR-SSPانجام شد تا به اين وسیله نتايب به دست آمده از 

فاقـد جايگـاه بـرش بـرای      kگردند. افراد دارای آلـل   يیدأت
جـايگزينی   Kباشند اما در افراد دامل آلـل  می Bsm Iآنزيم 

نوکلئوتیدی سبب ايجاد يک جايگـاه بـرش آنـزيم شـده و     
 bpداصل از تكثیر به طـول   شود تا محصول اولیهسبب می
بـرش   bp 54 و bp 166 تحت تاثیر آنزيم به دو قطدـه  154

ــورت     ــه ص ــل را ب ــر دو آل ــه ه ــرادی ک ــود. در اف داده ش
زمـان قطدـات    شاهد دضور هم ،باشندهتروزيگوت دارا می

 bpو  bp 166 و قطدـات  bp 154ول ـه ط ــبرش نخورده ب
 .(7 داصل از برش آنزيم خواهیم بود)شكل 54
 

 : Kellاز لكوس ژنی  4نتايب مربوط به تدیین توالی اگزون 
  های ه دست آمده از آزمايشـب بـد نتايـيیأور تـه منظـب    
ــولی وم ــود أو ت PCR-RFLPو  PCR-SSPلك ــد وج  SNPيی

هايی کـه دارای   از نمونه 4 تدیین توالی برای اگزون ،مربوطه
چنـین   همناسازگاری بین نتايب فنوتیپ و ژنوتیپ بودند و 

     56 Ladder         3                7               1           166 Ladder 
LadderLadder                                               

bp 154 

bp 166 
 

bp 54 
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نمونه به عنوان کنتـرل انجـام شـد. سـپس نتـايب       56تدداد 
 کرومـاس  افـزار  داصل از تدیین تـوالی بـا اسـتفاده از نـرم    

گونه عدم انطباقی در بین  بررسی شدند. در اين مطالده هیچ
 PCR-SSP  ،PCR-RFLPهـای  نتايب به دست آمده از روش

 هــای ديــده نشــد و تمــامی آزمــايش DNA Sequencingو 
 يد يكديگر بودند. ؤلكولی موم
 

سـرولوژی و   هـای  نتايب داصل از مقايسـه نتـايب آزمـايش   
 لكولی:وروش م
هـای  در بین نتايب بـه دسـت آمـده از ژنوتیـپ و روش        

. (7)جدول مورد عدم انطباق مشـاهده شـد   9سرولوژی در 
بـه  بیشترين مـوارد عـدم انطبـاق در ايـن بررسـی مربـوط       

ــپ  ــپ  KEL*01/KEL*02ژنوتی Kو فنوتی
-
k

ــا  + ــورد  4ب م
 .بودناسازگاری 

 
 : موارد عدم انطباق نتایج سرولوژی و ژنوتیپ9جدول 

 

 نتایج ژنوتیپ نتایج سرولوژی تعداد موارد

4 K-k+ KEL*01/KEL*02 

1 K+k- KEL*02/KEL*02 
1 K-k- KEL*02/KEL*02 
 

 بحث
 هابادیتدیین هويت آنتی آزمايشنتايب به دست آمده از     

ها در اين بادیترين آلوآنتی در اين مطالده نشان داد که شايع
%Anti-Kell (79 ،)%Anti-E (77 ،)بررسی به ترتیب شـامل  

Anti-D (8 و )%Anti-Kpa (2می )%چنین نتـايب   باشند. هم
نمونـه   766ژنوتیپ در اين مطالدـه نشـان داد کـه از میـان     

ــی،  ــورد بررســـ ــپ  %84مـــ ــاران دارای ژنوتیـــ بیمـــ
KEL*02/KEL*02  ــپ   %6و ــاران دارای ژنوتیـــ از بیمـــ
KEL*01/KEL*02     ــاير ــوردی از سـ ــیچ مـ ــد و هـ بودنـ

های محتمل در جمدیت مورد بررسی ديده نشد. بـا   ژنوتیپ
مـورد   9نتايب به دست آمده از ژنوتیپ و فنوتیـپ،   مقايسه

بیمـار   4ناسازگاری در بین نتايب مشاهده شد که از اين بین 
Kو فنوتیپ  KEL*01/KEL*02دارای ژنوتیپ 

-
k

 بودند. +
هـا  بـادی متدددی در ارتباط با شیوع آلـوآنتی  های همطالد    

های مختلـف اروپـايی و آسـیايی صـورت گرفتـه      در کشور

 ــ  ــن مطالد ــب اي ــه در مال ــت ک ــا هاس  Anti-Eو  Anti-K ه
. در داخـل کشـور   (75-79)ها هسـتند بادیترين آنتی فراوان
ای و يـا چنـد   بسـیاری بـه صـورت منطقـه     های هنیز مطالد

 هـا  هايـن مطالد ـ  املـب مرکزی صورت گرفته است کـه در  
بـه   Anti-K ،همانند نتايب بـه دسـت آمـده در ايـن تحقیـ      

بادی در جمدیـت بیمـاران تالاسـمی    ترين آنتیعنوان فراوان
و همكـاران در  کريمـی   7662شناخته شده است. در سـال  

ای میزان آلوايمیونیزاسیون را در جنوب ايـران مـورد   مطالده
-تـرين آلـوآنتی   دادند که در اين بررسـی شـايع   مطالده قرار

ــادی ــب   ب ــه ترتی ــا ب  و Anti-Kell ، (15)%Anti-D%(56)ه
(16)%Anti-E  7611چنـین در سـال    . هـم (78)شـد عنوان 

ای چنــد مرکــزی میــزان و همكــاران در مطالدــهآذرکیــوان 
آلوايمیونیزاسیون را مورد مطالدـه قـرار دادنـد کـه در ايـن      

بـادی شـناخته   ترين آنتی% شايع2/33با  Anti-Kبررسی نیز 
و همكارانش به بررسی  داوری نیز 7614. در سال (36)شد

میزان آلوايمیونیزاسیون در استان زنجان پرداختند که در اين 
ــز   ــه نی ــايع   Anti-Eو  Anti-Kمطالد ــب ش ــه ترتی ــرين ب ت

. (31)ها در بیماران تالاسمی ايـن اسـتان بودنـد    بادی آلوآنتی
هـا را  بـادی آنتـی  سـاير  نیز شیوع بیشتر ها هتددادی از مطالد
در  و همكـاران  صـادقیان  اند. به عنـوان مثـال  گزارش نموده

نیزاسیون را در شمال شرق ايـران  ویمیزان آلوايم 7668سال 
مورد بررسی قرار دادند که در اين مطالدـه بیشـترين شـیوع    

و  Anti-Cو سـپس   Anti-D %(99)بادی مربـوط بـه  آلوآنتی
Anti-E ای ديگـر در  چنـین در مطالدـه   . هم(37)بوده است
و همكاران میزان آلوايمیونیزاسیون را میرزائیان  ،7613سال 

در جنوب شرق ايران مورد بررسی قرار دادنـد کـه در ايـن    
و  Rhهای سیسـتم  ژنهای ضد آنتیبادیبررسی نیز آلوآنتی

م گـروه خـونی   های سیستژنهای ضد آنتیبادی سپس آنتی
Kell اما به طـور کلـی   (33)ها بودندبادیترين آلوآنتیشايع .
 K ژنضد آنتی بادیتوان گفت در املب نقاط ايران آنتی می
و لـذا   باشـد در بیمـاران تالاسـمی مـی    بادیترين آنتیشايع

و بررسـی سـازگاری آن پـیش از     ژنارزيابی دقی  اين آنتی
ــی    ــمی م ــاران تالاس ــون در بیم ــ  خ ــوارد  تزري ــد م توان

ران کـاهش داده و سـبب   آلوايمیونیزاسـیون را در ايـن بیمـا   
 بهبود فرآيندهای درمانی در اين بیماران گردد.
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  766وتیپ در اين مطالده نشان داد که از میان ـب ژنـنتاي    
ــی،   ــورد بررسـ ــه مـ ــپ  %84نمونـ ــاران دارای ژنوتیـ بیمـ

KEL*02/KEL*02  ــپ   %6و ــاران دارای ژنوتیـــ از بیمـــ
KEL*01/KEL*02     ــاير ــوردی از سـ ــیچ مـ ــد و هـ بودنـ

های محتمل در جمدیت مورد بررسی ما ديده نشد.  ژنوتیپ
چـه متفـاوت از نتـايب بـه دسـت آمـده بـا         اين نتايب اگـر 

باشد اما بـه عـدد بـه دسـت آمـده      های سرولوژی می روش
نش در او همكار آذرکیوان در مطالده Kژن برای شیوع آنتی

 ،اهداکننـده انجـام گرديـد    11552که بـر روی    7614سال 
يیدی أتواند تاين امر می .(36)باشدديک می%( بسیار نز9/3)

بر صحت نتايب به دست آمده از روش ژنوتايـپ در مقابـل   
 های سرولوژی باشد.روش
 و  سین گوئل توسد 7616در مطالده مشابهی که در سال     

همكارانش در بیماران با تزري  خون مكرر در جنوب 
 KEL*02/KEL*02درصد شیوع ژنوتیپ  ،برزيل انجام شد

25/86 %، KEL*01/KEL*02 5 %وKEL*01/KEL*01 
ديگری که در سال  . در مطالده(11)گزارش گرديد% 75/6
و همكارانش در بیماران با تزري  خون  باکانی توسد 7613
% 92/86انجام شد نیز اعداد مشابهی به دست آمد و مكرر 

% 17/5و  KEL*02/KEL*02از بیماران دارای ژنوتیپ 
 . (12)بودند KEL*01/KEL*02دارای ژنوتیپ 

و همكارانش بررسی مشابهی  عثمان نیز 7614در سال     
را در بیماران تالاسمی با تزري  خون مكرر انجام دادند که 

 ،بودما به دست آمده  چه در مطالده در آن بر خهف آن
 بودند KEL*02/KEL*02% بیماران دارای ژنوتیپ 166
(35)  . 
نتايب  به دست آمده از ژنوتیپ و فنوتیـپ در  با مقايسه     

مورد ناسـازگاری در بـین نتـايب     9ما،  بیماران مورد مطالده
يیـد  أمشاهده گرديد که برای تمامی اين موارد بـه منظـور ت  

انجام شد.  Sequencingو  PCR-RFLPنتايب به دست آمده، 
ــاق    ــدم انطب ــوارد ع ــان م ــپ   4 ؛از می ــار دارای ژنوتی بیم

KEL*01/KEL*02   ــپ Kو فنوتیــ
-
k

ــار دارای  1،  + بیمــ
Kو فنوتیـپ   KEL*01/KEL*02ژنوتیپ 

-
k

بیمـار نیـز    1و  -
Kو فنوتیـپ   KEL*02/KEL*02دارای ژنوتیـپ  

+
k

. نــدبود -
گونه عـدم انطبـاقی در بـین نتـايب بـه       در اين بررسی هیچ
 DNAو  PCR-SSP ،PCR-RFLPهـای  دست آمده از روش

Sequencing      ديده نشد و نتايب بـه دسـت آمـده از تمـامی
بـا يكـديگر مطابقـت داشـتند.      لكـولی کـامهً  وهای مروش
مشـابه بسـیاری در ايـن زمینـه صـورت گرفتـه        های همطالد
 است.  
و سـین   گوئـل توسـد   7616ای کـه در سـال   در مطالده    

همكارانش در بیماران بـا تزريـ  خـون مكـرر در جنـوب      
 7613ای که در سال چنین در مطالده برزيل انجام شد و هم

و همكارانش در بیماران دارای تزريـ  خـون    باکانی توسد
نتـايب بـه دسـت آمـده از      با مقايسـه  ،مكرر صورت گرفت

مـورد ناسـازگاری در    7و  1فنوتیپ و ژنوتیپ بـه ترتیـب   
نتايب ديـده شـد کـه در ارتبـاط بـا هـر دو مطالدـه مـوارد         

و فنوتیــپ   KEL*01/KEL*02ناســازگاری دارای ژنوتیــپ 
K

-
k

 . (11، 12)بودند +
در مطالده ما نیز بیشـترين مـوارد ناسـازگاری را همـین         

 7614ای کـه در سـال   دادنـد. در مطالدـه  مـی موارد تشكیل 
و همكـارانش صـورت گرفـت نیـز يـک مـورد        ژان توسد

مشاهده شـد   Kellناسازگاری مرتبد با سیستم گروه خونی 
و  KEL*02/KEL*02که در اين مورد بیمار دارای ژنوتیـپ  

Kفنوتیپ 
+
k

مـا ناسـازگاری مشـابهی     . در مطالدـه (4)بـود  +
 ،که اشاره شد هايی هما و مطالد ديده نشد. بر خهف مطالده

ــه ــی ک ــان در بررس ــال عثم ــارانش در س در  7614 و همك
هیچ  ،بیماران تالاسمی دارای تزري  خون مكرر انجام دادند

مــوردی از ناســازگاری بــین نتــايب ژنوتیــپ و فنوتیــپ در 
لذا با توجـه بـه    .(35)ديده نشد Kellارتباط با گروه خونی 

 ،مشـابه  های هنتايب به دست آمده از مطالده ما و ساير مطالد
مالب موارد عـدم انطبـاق مربـوط بـه بیمـاران بـا ژنوتیـپ        

KEL*01/KEL*02   و فنوتیپK
-
k

-باشد. به نظـر مـی   می +

بیماران با توجه به دريافت مكرر خون منفی از رسد در اين 
هــای ژن بــا اســتفاده از روشايــن آنتــی،  Kژن نظــر آنتــی

سـت  ا سرولوژيک قابل شناسايی نبوده است. اين در دـالی 
جـويی در   توانـد سـبب صـرفه   که شناسايی ايـن افـراد مـی   

منفی شود که در دال داضر  Kهای خونی استفاده از وادد
 باشد.  به تدداد محدود در کشور ما قابل دسترسی می

 

گيري نتيجه
 مشابه  های هو ساير مطالد ه به نتايب اين مطالدهـا توجـب    
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توان نتیجه گرفت که استفاده از می ،انجام شده در اين زمینه
هـای  ژنهای مولكولی به منظور بررسی ژنوتیپ آنتـی  روش

K  وk  از سیستم گروه خونیKell  هـای  ، همراه بـا بررسـی
ــن روش  ــواقش اي ــع ن ــا رف هــا و شناســايی ســرولوژيک ب

هـای سـرولوژيک قـادر بـه     هايی که روشها و آللواريانت
ثری در بهبـود  ؤتواند نقـش م ـ  می ،باشندها نمیشناسايی آن

های خونی مناسـب   مديريت تزري  خون و انتخاب فرآورده
بـادی، ايفـا   یماران تالاسـمی دارای آلـوآنتی  برای تزري  به ب

 کند.

    تشكر و قدرداني
ـــاتولوژی      ـــش ايمونوهم ـــاران بخــ ـــات همك از زدم

پرسـنل درمانگـاه   سـتاد مرکـزی سـازمان انتقـال خــون و  
مــا را يـاری   تالاسمی بزرگسالان ظفر که در اين پـژوهش  

ايـن مقالـه مادصـل طـر       .کردند، صمیمانه سپاسـگزاريم
مؤسسه ملی توسـده تحقیقـات علـوم پزشـكی     مصوب در 

بــوده و 1385مصــوب ســال  867466بــا کــد طــر   ايــران
 تامین گرديده است. مؤسسههای آن از محل اين  هزينه
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Abstract 
Background and Objectives 

Alloimmunization is the most serious problem in thalassemia patients and Anti-K is the most 

prevalent antibody in these patients. So accurate identification of this antigen can significantly 

decrease the rate of alloimmunization. Serological phenotyping is usually not reliable in multi-

transfused patients. Molecular genotyping can overcome limitations of hemagglutination 

assays, resolve discrepant serologic typing and guide RBC selection for them. In this regard, 

we intended to determine the K and k among alloimmunized thalassemia patients using 

molecular methods and compare the results between different methods.   

 

Materials and Methods 

In this descriptive study, a total of 200 blood samples were collected randomly from 

alloimmunized thalassemia patients of Tehran Adult Thalassemia Clinic. The phenotype of all 

samples was determined for K and k. PCR-SSP was performed for all samples. The discrepant 

results between the phenotype and genotype were re-evaluated by PCR-RFLP and were 

confirmed by DNA sequencing. 

 

Results 

Sixty-three (28%) out of 200 patients developed Anti-K. Molecular typing of samples for K 

and k antigens revealed 96% (192 patients) KEL*02/KEL*02 and 4% (8 patients) 

KEL*01/KEL*02 among our samples. Discrepancy between the serology and genotyping 

results were detected in 8 cases that in all cases correction of genotype results was confirmed 

by DNA sequencing.  

 

Conclusions   

This study demonstrates that antibodies against K antigen continue to develop in thalassemia 

patients at high rate. Our findings suggest that RBC molecular genotyping is superior to 

serological phenotyping and is a good alternative and more reliable method especially in multi 

transfusion patients such as thalassemia patients. 
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