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 مقايسه روش مولكولي : هاي پلاكتي در اهداكنندگان خون ژن فراواني آنتي

 (HPA-1aبراي ) اليزابا روش 
 8، دكتر مژگان شايگان3، محبوبه مستخدمين1، دكتر غلامرضا بابايي4، مهناز كواري3، زهرا عطايي2، شهرام سميعي4طاهره مدني

 هچكيد
 سابقه و هدف 

هاي  سرم هاي پلاكتي به دليل محدوديت دسترسي به منابع آنتي ژن نوع آنتي هاي سرولوژيكي جهت تعيين روش
هااي   بناابراين از روش . اختصاصي و تعداد ناكافي پلاكت در بيماران مبتلا به ترمبوسيتوپني محدود شده است

مورد ميزان از آن جا كه در . شود هاي پلاكتي استفاده مي ژن آنتي  جهت تعيين ژنوتيپ DNAمولكولي و بر پايه 
تعيين شيوع ايان   ،ها در جمعيت ايران اطلاعات چنداني در دسترس نيست لذا هدف مطالعه ژن شيوع اين آنتي

 . باشد ها در تعدادي از اهداكنندگان خون مي ژن آنتي
 ها مواد وروش

خاون، در   نفار اهداكنناده   411ليتر خون كامل كاه از   ميلي 3از  DNA. مطالعه انجام شده از نوع توصيفي بود
-HPAهااي پلاكتاي    ژن هاي آنتاي  فراواني آلل. استخراج گرديد ه بود، آوري شد جمع EDTA هاي حاوي لوله

نفار نياز    411نمونه از اين  41. مورد مطالعه قرار گرفتند PCR-SSP با استفاده از روش HPA-15و  1,2,3,4,5
و  Hardy weinbergاز معادلاه  اناي ژناي   جهت بررسي فراو. شدندبررسي  اليزا براي بررسي فنوتيپ به روش

 . استفاده شد X2 و Zهاي  آزمونتحليل نتايج از 
 ها يافته

 :باشند هاي پلاكتي مورد بررسي به شرح زير مي ژن فراواني ژني آنتي
HPA-1a(86/1) ،HPA-1b(12/1) ،HPA-2a(14/1)،  HPA-2b(48/1)،  HPA-3a(46/1) ،HPA-3b(12/1) ،
HPA-4a(1/4 )، HPA-5a(88/1) ،HPA-5b(14/1) ،HPA-15a(47/1) ،HPA-15b(13/1 .) هااايو ماااوردي از
HPA-4b فراواني فنوتيپي زير حاصل گرديد. در اين مطالعه ديده نشد : 

48 %HPA3a/3a  ،82 %HPA2a/2b ،  6 %HPA2a/2a ،  4 %HPA1a/1b ،  88 %HPA1a/1a  ،2 %HPA5b/5b ،  
86 %HPA5a/5a  ،411 %HPA4a/4a ، 22% HPA3b/3b  ،18 %HPA3a/3b  ،48 %HPA15b/15b  ،87 %

HPA15a/15b  ،44 %HPA15a/15a . 28 نمونه مورد بررسي براي  41از %( 81)نمونهHPA-1    باه روش اليازا
 . بينابيني شدند HPA-1aمورد  41منفي و %( 41)نمونه 4، مثبت

 نتيجه گيری 
امد كه مشابه ساير مطالعاات انجاام شاده در آسايا     به دست ني HPA-1b/bدر اين مطالعه ژنوتيپ هموزيگوت 

در مقايسه با سفيدپوساتان   HPA-1,2,5هاي موجود در ميزان فراواني  با توجه به تفاوتدر اين مطالعه . باشد مي
ها نيز متفاوت از نتاايج   ژن بادي ضد پلاكتي توسط اين آنتي رسد احتمال تحريك توليد آنتي به نظر مي ،اروپايي

 HPA-5bو  HPA-15bرسد  به نظر مي. استهاي بيشتر در اين زمينه  پوستان باشد كه نيازمند بررسيساير سفيد
ممكن است باعث پورپوراي پس از تزريق و مقاومت پلاكتي شوند كه اين دو نقطه نظار نيازمناد    HPA-2bو 

 . باشند هاي بيشتر مي بررسي
 ، ايران PCRهاي پلاكتي، فراواني ژني،  ژن آنتي :ات كليديكلم
 

 68/ 71/5  :تاريخ دريافت 
 68/ 32/1  :تاريخ پذيرش 
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  مقدمه 
ژنـي   هاي آنتي خصاش ،غشاء پلاكتيهاي  گليكوپروتئين    
هـاي   ژن آنتي(. 1)كنند مورفيك را در سطح خود بيان مي پلي

ــي ــج مواــه ســاختج شــدن  ( HPAs)پلاكت در صــورتي ك
باعــب بــروز عــوار  ناشــي از     ،بــادي گردنــد  آنتــي

عارضــج در ايــن  5. شــوند ترمبوســيتوپني و خــونريزي مــي
يـون  لوايمآترمبوسـيتوپني  ( 7: حالت قابل تشـييص اسـت  

مقاومـت پلاكتـي،   ( 2پورپوراي پس از تزريق، ( 3نوزادان، 
ترمبوسـيتوپني  ( 5ترمبوسيتوپني آلوايميون غيـر فاـال و   ( 4

در عـين حـال از آن اـا كــج    (. 3)آلوايميـون باـد از پيونـد   
HPAs در  ،هاي سازگاري نسجي فرعي هستند ژن ازو آنتي
 هاي بنيادي خونسـاز  پس از پيوند سلولحاد  GVHDبروز 

 (. 2)نيز دخالت دارند
ــروز       ــزان بــ  NAITP (Neonatal Idiopaticميــ

Thrombocytopenia Porpura  )    در حـدود يـك مـورد در
هزار زايمان زنده است در حالي كـج مـوارد گـزارش شـده     

 PTP (Post Thrombocitopenic Porpura) 352بـــراي 
 . (4)است مورد بوده

با استفاده  7862دهج هاي پلاكتي تا  ژن تشييص آلوآنتي    
گرفت  ها صورت مي بادي هاي انساني حاوي آلوآنتي از سرم

ها در همج مراكـز و   سرم  ولي بج دليل در دسترس نبودن آنتي
مشكل بودن تهيج تاداد كافي پلاكت لازم از بيمـاران مبـتلا   

هـاي مولكـولي    ها روش اهت بررسي آن ،بج ترمبوسيتوپني
ــد ــت دارن ــج روش HPA-1aبررســي (. 5)اراحي ــزاال ب و  ي

هيبريداســـيون   نظيـــر DNAهـــاي مبتنـــي بـــر    روش
 Allele - Specific)اليگونوكلئوتيــدهاي ميصــول آلــل

Oligonucleotide Hybridization) مورفيسـ    ، بررسي پلـي
 Restriction Fragment Length)قطاـات محـدود لـولي   

Polymorphism Analysis)   ــزي ــتفاده از آن ــا اس ــاي  ، ب ه
ــد  ــدود كننـ  PCR-SSP (Polymerase Chainه و محـ

Reaction _ Sequence Specific Primers )   نيـز از ديگـر
هـا   باشند كج از ميـان آن  ها مي ژن هاي بررسي اين آنتي روش

PCR-SSP (. 8-8)ترين كاربرد را دارد بيشترين و ساده 
هـاي پلاكتـي    ژن ج فراواني آلوآنتيـن كـج ايـج بـا تواـب    

باشـد و ايـن مسـالج     يتلف متفـاوت مـي  هاي م در امايت
 راد نسبت بج ـون افـوايميونيزاسيـزان آلـباعب تفاوت در مي

 وانـي ادانستن ميزان شيوع و فر شود، هاي پلاكتي مي ژن آنتي
 هاي پلاكتي در هر امايت و منطقج اغرافيايي لازم  ژن آنتي

 (. 4، 72، 77)و ضروري است
افـراد   در  لاوه بر اهميتهاي پلاكتي ع ژن غربالگري آنتي    

در بيمــاراني كــج در خطــر بــروز  ،بــا عــوار  بيــان شــده
 . باشد ترمبوسيتوپني و خونريزي قرار دارند نيز ضروري مي

هاي قبلـي در   لذا در اين مطالاج با تواج بج عدم گزارش    
هـاي پلاكتـي در ايرانيـان بـا تواـج بـج        مورد فراوانـي آلـل  

روش  انـدازي  راه كج ضـمن  تلاش شد ،هاي مواود توانايي
PCR-SSP هاي پلاكتي در تاـدادي   ژن بج بررسي وفور آنتي

اي ايــن روش در  از اهداكننـدگان خـون و بررسـي مقايسـج    
( ELISA)هاي مواود بج روش اليزا با كيت HPA-1aتايين 

 . پرداخت
 

  هاروش مواد و 
 هاي خـون  نمونج. مطالاج انجام شده از نوع توصيفي بود    
نفر از اهداكننـدگان خـون    111از ( ليتر خون كامل ليمي 3)

هـاي   مراااج كننده بج پايگـاه انتقـال خـون تهـران در لولـج     
هـا   گيري نمونج. آوري گرديد امع EDTAحاوي ضد اناقاد 

 . شدبج صورت تصادفي انجام 
 هـاي سـفيد مواـود در     از گلبـول  DNAبراي استيراج     

ديـد كـج داراي سـتون    اسـتفاده گر  كياژن و كيت بافي كوت
 .باشد ميصول مي

از روش  HPA-1,2,3,4,5,15راي تايــين ژنوتيــ   ـبــ    
PCR-SSP ف بـا كمـي تغييـرات    الو لبق دستورالامل متك

لولـج   73. (73)شـود  شرح داده مي در زيراستفاده گرديد كج 
ــ     ــين ژنوتي ــراي تاي ــج ب ــنج اداگان ــورد  73واك ــل م آل

( HPA-1a,1b,2a,2b,3a,3b,4a,4b,5a,5b,15a,15b)نظــــر
. آمـده اســت  7تــوالي آغازگرهـا در اــدول  . اسـتفاده شـد  

سـازي   در آزمايشـگاه كيـت   ساز دست آغازگرها بج صورت
حجـ   . مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران تهيج شدند

ميكروليتـر   3شـامل   وميكروليتر  72ج ـي واكناوـكلي محت
ــج  ــنج و   DNA  ،2نمونـ ــوش واكـ ــر از ميلـ  5ميكروليتـ

ميلـوش  . يكروليتر از ميلوش آغازگرهـا در هـر لولـج بـود    م
 allele specific)آغازگرها شـامل آغـازگر ميصـول آلـل    

primer )آغــازگر مشــتر  دو آلــل ،(common primer ) ،
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 ژن توالي آغازگرها، اندازه، غلظت نهايي و اندازه مورد انتظار براي محصولات تكثيري در هر آنتي: 4ل جدو
 

 اندازه

 (bp) 
 غلظت نهايي توالي

 (M) 
 اندازه
(bp) 

 سيستم ژن آنتي

82 
5' TCACAGCGAGGTGAGGCCA 3' 
5' TCACAGCGAGGTGAGGCCG 3' 
5' GGAGGTAGAGAGTCGCCATAG 3' 

25/2 

78 
78 
37 

1a 
1b 

Common 
HPA-1 

356 
5' GCCCCCAGGGCTCCTGAC 3' 
5' GCCCCCAGGGCTCCTGAT 3' 
5' TCAGCATTGTCCTGCAGCCA 3' 

25/2 

76 
76 
32 

2a 
2b 

Common 
HPA-2 

381 
5' TGGACTGGGGCTGCCCAT 3' 
5' TGGACTGGGGCTGCCCAG 3' 
5' TCCATGTTCACTTGAAGTGCT 3' 

5/2 

78 
78 
37 

3a 
3b 

Common 
HPA-3 

732 
5' GCTGGCCACCCAGTGCG 3' 
5' GCTGGCCACCCAGTGCA 3' 
5' CAGGGGTTTTCGAGGGCCT 3' 

25/2 

76 
76 
78 

4a 
4b 

Common 
HPA-4 

348 
5' AGAGTCTACCTGTTTACTATCAAAG 3' 
5' AGAGTCTACCTGTTTACTATCAAAA 3' 
5' CTCTCATGGAAAATGGCAGTACA 3' 

5/2 

32 
32 
37 

5a 
5b 

common 
HPA-5 

335 
5' TTCAAATTCTTGGTAAATCCTCG 3' 
5' TTCAAATTCTTGGTAAATCCTCT 3' 
5' ATGAACCTTATGATGACCTATTC 3' 

5/2 

32 
32 
33 

15a 
15b 

Commom 
HPA-15 

438 5' GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3' 
5' TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 3' 

3/2 
37 
33 

برنده پيج  
 HGH ماكوس

 
و ( PCRكنتـرل مببـت واكـنج    )HGHيك افت آغـازگر  

dH2O  بود كج مقدار مصرفي هر كدام بستج بج غلظت نهايي
 مقـدار آنزيـ  بـراي هـر. مورد نظر براي آن آغازگر داشت

كج بـج صـورت كلـي بـراي هـر       بودكروليتر مي 2/2واكنج 
دوره واكنج محاسبج گرديد و در ميلـوش واكـنج اضـافج    

ــد ــامل  . ش ــنج ش ــوش واك ــافر،   7: ميل ــر ب  3/2ميكروليت
ــر  ــر  dNTPs  ،8/2ميكروليتـــ  3/7و  MgCl2ميكروليتـــ

غلظـت  . باشـد   براي هر لولج واكـنج مـي   dH2Oميكروليتر 
مـولار در نظـر   ميكرو 5/7هـا   در همج واكنج MgCl2نهايي 

،  C85دقيقج انكوباسـيون در دمـاي    75پس از . گرفتج شد
  .انجام شدبج صورت زير  PCRمراحل 

 ثانيج 82بج مدت  C 88: سيكل 7
  45بج مدت  C 87ثانيج،  35بج مدت  C 88: سيكل 5

 
 ثانيج 22بج مدت  C 13ثانيج، 
 45بـج مـدت    C 87ثانيـج،   35بج مدت  C 88: سيكل 32
 ثانيج 22بج مدت  C 13نيج، ثا
 82بـج مـدت    C 57ثانيـج،   35بج مدت  C 88: سيكل 75

 ثانيج  732بج مدت  C 13ثانيج، 
 دقيقج 2بج مدت  C 4: سيكل 7

روي ژل  PCRمحصـولات   ،پس از انجام مراحل تكبيـر     
آميـزي   الكتروفورز شده و بـا اسـتفاده از رنـ    % 5/7آگارز 

مشاهده و بررسي   UVس ايلوميناتورتران اتيديوم برومايد و
نشـان   7اندازه مورد انتظار براي هر آلـل در اـدول   . شدند

 . داده شده است
ــر روي      ــج  42ب ــاخير در  )HPA-1aنمون ــج ت ــا تواــج ب ب

 42دريافت كيت اليـزا و محـدوديت زمـاني مطالاـج فقـ       
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بج روش اليـزا مـورد اسـتفاده     HPA-1aنمونج براي بررسي 
با استفاده از كيـت   PCR-SSPعلاوه بر روش ( قرار گرفتند

بـج لـور   . صـورت گرفـت   نيـز  بررسي فنوتيپي( ديامد)اليزا
 EDTAهاي خون كامل در ماده ضـد اناقـاد    خلاصج نمونج

پس از انتقال بج آزمايشگاه بج صورت دوتـايي و بـا حجـ     
بادي ضد  شكل پوشيده با آنتي Uميكروليتر بج حفرات  722

HPA-1a  مدت يك ساعت در دماي آزمايشـگاه  اضافج و بج
  .انكوبج شدند

 722و  گرفـت  مرتبـج مراحـل شستشـو انجـام     2سپس     
هيومن كنژوگج با پراكسيداز بج هـر حفـره    ميكروليتر از آنتي

 دقيقج در دمـاي آزمايشـگاه انكوبـج    22بج مدت  .شد اضافج
ميكروليتـر   52 .گرفت و سپس مراحل شستشو انجام شدند

 افزودهبج آن بج عنوان سوبسترا ( TMB)بنزيديناز تترا متيل 
دقيقـج در دمـاي آزمايشـگاه و تـاريكي      75و بج مـدت   شد

بـراي  ) نـانومتر  822سپس اذب نـوري در   .گرديد انكوبج
قرائـت   (براي نمونـج مـورد بررسـي   )نانومتر 452و ( مراع

 . دش
مببت و در  5/2منفي، بيج از  2/2اذب نوري كمتر از     

در هـر  . بينابيني گـزارش شـدند   تده بج صوربين دو محدو
نوبت كاري نمونج مببـت و منفـي مواـود در كيـت مـورد      

  .استفاده قرار گرفتند
 ، Hardy weinbergبراي تايين فراواني ژنـي از ماادلـج       

هاي ميتلف از آزمون مقايسـج   مقايسج فراواني بين امايت
 ي ومقايسـج نتـايد دو روش مولكـول    ،( Zآزمـون  )ها نسبت
Xاز آزمـون همبسـتگي    HPA-1aبررسي فراوانـي   و اليزا

2 
 . استفاده شده است

 
 يافته ها

نفر از اهداكنندگان خون مراااـج كننـده بـج     722امااًَ     
پايگاه انتقال خون تهران در اين تحقيق مورد بررسـي قـرار   

زن در محـدوده  % 32مـرد و  % 62گرفتند كج از اين تاـداد  
سـال   42±  72بـا ميـانگين سـني     سـال و  12تـا   32 سني
دهنـد كـج    هـاي پلاكتـي نشـان مي ژن هـاي آنتي آلل. بودند

HPA-5a  ،HPA-4a ،  HPA-2a و  HPA-1a  در تمام افراد
، %HPA-1b(4)در حـالي كـج وفـور    %(. 722)انـد  ديده شده
HPA-2b(83)% ،HPA-3a(16)% ،HPA-3b(67)% ،HPA- 

 5b(7)%  ، HPA – 15 a(67)% ،HPA – 15 b (68 )%وده ـب 

هاي پلاكتي در جمعيت  ژن هاي آنتي فراواني ژني آلل: 2جدول 
 مورد مطالعه

 
 HPAسيستم  فراواني ژني

86/2 1a 
23/2 1b 
54/2 2a 
48/2 2b 
46/2 3a 
53/2 3b 
7 4a 
2 4b 
88/2 5a 
27/2 5b 
41/2 15a 
52/2 15b 

 
HPA-4b هـاي   ژن نتـي فراوانـي ژنـي آ  . اصلاًَ مشاهده نشد

ــي در اــدول  ـــي . نشــان داده شــده اســت  3پلاكت فراوان
دهـد كــج    هــاي پلاكتــي نشــان مـــي     ژن فنوتيپـي آنتـي 

-HPAبيشتــريـن ميـزان هموزيگوسيتـــي مربــوش بــج    

1a/1a (88)%، HPA-4a/4a (722)% ، HPA-5a/5a (86)% 
-HPAميـــزان هتروزيگوســـيتي مربـــوش بـــج  بيشـــترين 

2a/2b(83 )%شندبا مي . 
،  HPA-1b/1b  ،HPA-2b/2bاشـــكال هموزيگـــوت      

HPA-4b/4b ،  HPA-5b/5b  فراوانـي  . شـوند  مشاهده نمـي
و در مـورد  % HPA-3a/b  ،58فرم هتروزيگـوت در مـورد   

HPA-15a/b  ،81 %انــد كــج نســبت بــج اشــكال      بــوده
را  بيشـتري  سـه  ( b/bو  a/a)ها ژن هموزيگوت همين آنتي

نــي فنــوتيپي بــج دســت آمــده بــراي  فراوا. باشــند دارا مــي
نشـان داده   2هاي پلاكتي مورد مطالاـج در اـدول    ژن آنتي

اهت حذف تداخل بانـدهاي غيـر اختصاصـي    . شده است
 و تمـايز بهتـر   HPA-3a,3bهاي  بج آلل با باند اصلي مربوش

 ها، تغييراتي در شراي  تكبير اين دو آلل نسبت بج روش آن
 نتايد تقويت ژنـوم (. 72، 74)دكتر متكالف داده شده است
ــورز محصــولات  ــكل  PCRو الكتروف ــان داده  7در ش نش

 .اند شده
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 هاي پلاكتي در جمعيت ايران با نتايج ديگر مطالعات ژن هاي آنتي مقايسه فراواني ژني آلل: 3جدول 
 

 منابع
HPA-15 
Alleles HPA-5 

Alleles 
HPA-4 
Alleles 

HPA-3 
Alleles 

HPA-2 
Alleles 

HPA-1 
Alleles 

 
15b 15a 5b 5a 4b 4a 3b 3a 2b 2a 1b 1a (تعداد)جمعيت 

Simese et al. 
 آلمان 65/2 75/2 82/2 21/2 55/2 45/2 2/7 2/2 82/2 72/2- -  (7882)

(86=N) 
Holensteiner 

et al. 
 اتريج 65/2 75/2 83/2 26/2 87/2 28/2- -  68/2 77/2- -  (7885)

(822=N) 
Kekomaki  

et al.  
 فنلاند 68/2 74/2 87/2 28/2 58/2 45/2- -  85/2 25/2- -  (7885)

(322=N) 

Kim et al. 
(7885)  - - -18/2 2/2 2/7 25/2 82/2 76/2 63/2 26/2 83/2 

آفريقايي ـ 
 آمازوني

(722=N) 
Tanaka et al. 

 ژاپن 88/2 27/2 61/2 73/2 55/2 45/2 88/2 27/2 854/2 248/2- -  (7888)
(227=N) 

Muniz-Diaz 
et al. 

 اسپانيا* 67/2 78/2 82/2 72/2 85/2 22/2 2/7 2/2 66/2 73/2- -  (7886)
(522=N) 

Seo et al. 
 كره 88/2 27/2 83/2 26/2 55/2 38/2 88/2 27/2 86/2 23/2- -  (7886)

(322=N) 
Drzewek  

et al. 
سفيد پوستان  68/2 77/2 83/2 28/2 81/2 25/2 2/7 2/2 68/2 77/2- -  (7886)

 آمريكا

Chiba et al. 
(3222)  - -24/2 88/2 2/2 2/7 23/2 17/2 24/2 88/2 2/2 2/7 

سرخپوستان 
 آمريكا

(85=N) 
Al-Sheikh  

et al. 
(3222)  - -22/2 81/2 23/2 86/2 31/2 85/2 24/2 88/2 2/2 2/7 

عربستان 
 ساودي

(64=N) 
Ferrer et al. 

 بربرها 15/2 35/2 63/2 76/2 86/2-  2/7 2/2 68/2 74/2- -  (3223)
(772=N) 

Jones et al. 
 انگلستان 64/2 78/2 83/2 21/2 83/2-  2/7 2/2 87/2 26/2- -  (3222)

(724=N) 
Shih et al. 

 تايلند- - - - -  47/2- - - -  46/2 53/2 (3222)
(721=N) 

Cardone  
et al. 

 لبرزي- - - - - - - - - -  57/2 48/2 (3224)
(721=N) 

Feng et al. 
 چين 88/2 27/2 85/2 25/2 58/2 42/2 88/2 27/2 86/2 23/2 54/2 48/2 (3228()75)

(7222=N) 
Tomicic  

et al. 
 كرواسي- - - - -  53/2- - - -  52/2 41/2 (3228()78)

(318=N) 
Al-Subaie  

et al. 
 بحرين 15/2 35/2 11/2 22/2 51/2  82/2 21/2 68/2 74/2- -  (3221()71)

(784=N) 
 مطالاج حاضر

 ايران 86/2 23/2 54/2 48/2 46/2  2/7 2/2 88/2 27/2 41/2 52/2 
(722=N) 

 .مورد بررسي قرار گرفتند HPA-5aفق  يكصد نفر از افراد براي  *
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 از) PCR-SSP روش با HPA-1-HPA-5,HPA-15 ژنوتيپ : ١شكل
 ،HPA-1a ،HPA-1b،  HPA-2a ،HPA-2b :چاپ  باه  راست سمت

HPA-3a ،HPA-3b ،(bp Size marker  ١11 )، HPA-4a HPA-

4b، HPA-5a ،HPA-5b، HPA-15a،HPA-15b حاصاال ژنوتيااپ                                                                     :
HPA-1a/1a,2a/2b,3a/3b,4a/4a,/5a/5a,15a/15b  باشد مي. 

 
مـورد   HPA-1aنمونج  42يزا نشان داد از نتايد روش ال    

 PCR-SSPبـررسي بـج هـر دو روش كـج همگي بج روش 
شدند  بج روش اليـزا، مببــت%( 85)نمونج 38مببت بودند، 

ـــوزيگوت  ـــي همـ ـــج همگ ـــودند( HPA-1a/1a)ك  4. بـ
 بــج روش اليــزا منفــي شدند كـج همگـي%( 72)نمونــج

 HPA-1aمــورد  72و از بــوده ( HPA-1a/1a)هموزيگــوت
ــابيني ــوت  4 ،بين ــورد هتروزيگ ــابقي ( HPA-1a/1b)م و م

 .هموزيگوت بودند
و بـج علـت فقـدان نمونـج منفـي      % 61حساسيت روش     

 . اختصاصيت آن قابل محاسبج نبود HPA-1aبراي 
Xبررسي آمـاري ايـن دو روش بـا آزمـون         

نشـان داد   2
چـج مـوارد   دار نيسـت و چنان  يبـين دو روش مان ـ  اختلاف

اختلاف بين  ،مشكو  حذف و مجدداًَ بررسي آماري شوند
 . باشد دار نمي يدو روش بازه  مان

 

 بحث
دهد بيشترين ميزان فراواني  تحقيق حاضر نشان مينتايد     

-HPAو HPA-1a(86/2 ) ،HPA-4a(2/7 )ژني مربوش بـج  

5a(88/2 )هـا در   فراواني اعلام شده براي اين آلـل . باشد مي
( 86/2-7)، (15/2-7)مطالاات بج ترتيه در محـدوده  ساير
ها  از سوي ديگر كمترين فراواني. باشند مي( 18/2-88/2)و 

ــج  -HPAو HPA-1b(23/2) ،HPA-4b(2/2 )مربــــوش بــ

5b(27/2 )هاي بج دسـت آمـده بـراي هـر      است كج فراواني
، (2-35/2)كدام در ديگر مطالاات بـج ترتيـه در محـدوده   

در مقايســج . انــد گــزارش شــده( 27/2-24/2)و ( 23/2-2)

نتايد اين مطالاج با ديگر مطالاات، بيشترين ميـزان تفـاوت   
HPA-2b(48/2 )و HPA-2a(54/2 )هـــاي  در وفــور آلــل  

مشاهده شده است در حـالي كـج در نتـايد اعـلام شـده در      
و  63/2-88/2در محـدوده   HPA-2aساير مطالاـات بـراي   

. انـد  كـر گرديـده  ذ 24/2-76/2در محدوده  HPA-2bبراي 
ـــل  ـــور آلـ ــاي  وف -HPAو HPA-3a,-3b(53/2 ،46/2 )ه

15a,-15b (52/2 ،41/2 )باشند مي . 
ــا ســاير مطالاــات       ــايد مطالاــج حاضــر ب در مقايســج نت

در اين مطالاج بـا   HPA-1a,-1bمشيص گرديد كج فراواني 
، (2،7)نتـــايد بـــج دســـت آمـــده در عربســـتان ســـاودي

ــين ــره(884/2، 228/2)چــ ــد و  ،(88/2، 27/2)، كــ هنــ
دار و بـا نتـايد مطالاـات     بدون اختلاف ماني( 2،7)آمازون
ج، فنلانــد، اســپانيا،  ـان، اتريـــه در آلمـــدم شـــاانجــ

 باشـد  دار مي اختلاف ماني سفيدپوستان آمريكا و انگليس با
(25/2 p<()33-76 ،77) .  ــن مقايســج نشــان ــين اي هــ  چن

د ما بيشتر شـبيج  نتاي HPA-1a,-1bدهد در مورد فراواني  مي
ميزان شـيوع  . نتايد بج دست آمده در مطالاات آسيايي است

HPA-2a,-2b هـا بـوده و    در ايران متفاوت از ساير امايت
 دار اسـت  ج نتايد گزارش شده داراي اختلاف مانـي ـا همـب
(25/2 p<) .  مقايسـج وفــورHPA-3a,-3b (53/2 ،46/2 ) در

لـي در اوامـع   امايت مورد مطالاج حاضر بـا مطالاـات قب  
 و دهد كج با فراوانـي ايـن دو آلـل در آلمـان     ديگر نشان مي

هـا در ديگـر    دار و بـا وفـور آن   كره بـدون اخـتلاف مانـي   
( 85/2، 25/2)، اسـپانيا (87/2، 28/2)ها مانند اتريج امايت
 باشـد  دار مـي  داراي اختلاف مانـي ( 58/2، 47/2)و فنلانـد

(27/2 p<) .  در مطالاج ما وفـورHPA-3b   بيشـتر ازHPA-

3a هـاي مشـابهي در مطالاـج    گـزارش . بج دست آمده است 
در اندونزي نيز واود دارد كج  در هند و سانتوز كيريني كول
بــوده و از   52/2و  2/7بـج ترتيه  HPA-3bفور وها  در آن

ــج ترتيــــه  HPA-3aفراوانــــي  ــتر  48/2و  2/2بــ بيشــ
 .(32، 32)باشند مي
در مطالاج ما بيشـتر  HPA-4a,-4b (2/2  ،2/7 )ي ـفراوان    
 اتـها در مطالا ده براي اين آللـت آمـج دسـد بـج نتايـشبي

ــايي ــتان)اروپـ ــان، انگلسـ ــپانيا، آلمـ ــتان ( اسـ و سفيدپوسـ
باشـد در حـالي كـج در مطالاـات      مي( 2/7،  2/2)آمريكايي

ــين  ــد چ ــيايي مانن ــتان  (884/2، 228/2)آس ــره و عربس ، ك
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 HPA-4bز شــيوع هــايي ا گــزارش ،(2/2، 23/86)ســاودي
هـاي ضـد    بـادي  اعلام شده است و احتمـال حوـور آنتـي   

HPA-4b عـدم   .(76، 32، 33)ها واود دارد دراين امايت
در امايت ما مشـابج نتـايد گـزارش     HPA-4bحوور آلل 

شده در مطالاات اروپـا و آمريكـا اسـت و بـا وفـور چنـد       
اين آلل در امايت آسـيايي داراي  ( 228/2-23/2)درصدي
 (. >p 25/2)باشد دار مي آماري ماني اختلاف

دهد كج فراوانـي   نشان مي HPA-5هاي  مقايسج وفور آلل    
HPA-5a,-5b و  23/2)با فراواني اين دو آلل در كره و چين

 ،(81/2و  22/2)و با فراواني آن در عربستان ساودي( 86/2
هـا   دار و با فراواني آن در ساير امايت بدون اختلاف ماني

  (.p<()78 ،76 ،77 27/2)دار است با اختلاف ماني
در سـال   HPA-15a,-15bاا كج اسـاس مولكـولي    از آن    

هاي اخيـر و   ژن در سال كشف شد، فراواني اين آنتي 3223
. بج لور اداگانج در باوي از اوامـع بررسـي شـده اسـت    

 HPA-15a,-15bدهد فراواني  ايد حاصل نشان ميبررسي نت
، (57/2، 48/2)در امايـــت مـــا در مقايســـج بـــا برزيـــل

، 41/2)اسـكاتلند  و (54/2، 48/2)، چين(46/2، 53/2)تايلند
دار  در يك محـدوده بـوده و بـدون اخـتلاف مانـي     ( 52/2

كمتـر از   HPA-15aبج علاوه در مطالاج مـا فراوانـي   . است
و  53/2)ه كج قبلاًَ در مطالاات تايلندبود HPA-15bفراواني 

 (. 5)نيز گزارش شده است( 41/2و  52/2)و كانادا( 46/2
هاي پلاكتي در امايت  ژن اي كج بر روي آنتي در مطالاج    

ــوتيپي     ــي فنـ ــج، فراوانـ ــورت گرفتـ ــد صـ ــيان هنـ پارسـ
گزارش شـدند كـج   ( هموزيگوت و هتروزيگوت)ها ژن آنتي

داري در  حاضر اختلافـات مانـي  در مقايسج با نتايد مطالاج 
در ايـن دو   HPA-1,-2,-3,-5هـاي پلاكتـي    ژن فراواني آنتي

تنهـا مـوارد مشـابج ميـزان     . (>p 25/2)امايت واود دارند
و عدم حوـور   HPA-1b/1b, HPA-4a/4aفراواني فنوتيپي 
-HPAو  HPA-2b/2b ،  HPA-4b/4bهـــاي  هموزيگـــوت

5b/5b ن اخــتلاف باشــند كــج بــدو در هــر دو مطالاــج مــي
 722و فراوانــي  HPA-3aعــدم حوــور . دار هســتند مانــي

قابـل تواـج    ،در امايت پارسـيان هنـد   HAP-3bدرصدي 
 7222پارسيان هند زرتشـتيان ايرانـي هسـتند كـج     . باشد مي

اند و بج علت عدم اخـتلاش   سال پيج بج هند مهاارت كرده
هـاي ژنتيكـي    ها در هند ظاهراًَ فاقـد تـداخل   با ساير قوميت

رغ  واود مشتركات قومي و نژادي  لذا علي(. 34)باشند مي
اي از  رسـد عـدم حوـور نمونـج     آنان با ايرانيان، بج نظر مـي 

زرتشتيان در مطالاـج حاضـر و اخـتلاش قـومي مواـود در      
 . ايرانيان، توايج كننده احتمالي اين اختلاف باشد

 هاي براي آلل b/bال هموزيگوت ـج اشكـن مطالاـدر اي    
HPA-1/2/4 و همكاران  سن مشاهده نشد كج مشابج مطالاج

اهداكننده خـون   746بر روي  HPA-1/2/5/6هاي  براي آلل
 HPA-4/6هـاي   و همكاران براي آلل فرر در چين و مطالاج

 . (74، 75)بر روي بربرهاي مراكشي است
ــي      ــ  آنت ــين ژنوتي ــييص   ژن تاي ــي در تش ــاي پلاكت ه

ايميون، روند درمان صـحيح  هاي ترمبوسيتوپنيك آلو سندرم
هاي پلاكتي، مشاوره ژنتيـك   بادي اهت بيماران داراي آنتي

. و مطالاات نژادي اهميت دارد NAITPاهت پيشگيري از 
هـاي ايمونوفلورسـنت،    هاي سرولوژيك ماننـد روش  روش

MAIPA ــج و روش ــر يافت ــزا، هــاي تغيي ــج   الي ــاز ب همــج ني
حـت مطالاـج   هـاي ت  ژن هاي ميصول عليج آنتـي  سرم آنتي
 . دارند
ــج حاضــر از روش      ــق لراحــي  PCR-SSPدر مطالا لب
هـاي پلاكتـي    ژن بـراي تايـين ژنوتيـ  آنتـي     متكالف دكتر

استفاده شده كج لبق شراي  آزمايشگاهي مواـود تغييراتـي   
بانـدهاي غيـر اختصاصـي در    . نيز در آن اعمال شده اسـت 

هماننـد باوـي ديگـر از مطالاــات      HPA-3a,-3bبررسـي  
 ،رغ  تغييرات ميتلفي كج در روند تكبير انجام گرفـت  علي

مشاهده شدند اما در تشييص نهـايي بانـدها خللـي ايجـاد     
ايجـاد گراديـان   : تغييرات اعمال شده شـامل . (72، 74)نشد

ــل       ــا آل ــا ب ــدن آغازگره ــت ش ــج اف ــي در مرحل حرارت
و  DNA, MgCl2، كــاهج غلظــت ( Annealing)مربولــج

، استفاده از بـافر آلومينيـوم   (Primer Mix)ميلوش آغازگري
در تهيــج ميلــوش  DMSOســولفات، گليســرول، بتــايين و 

و كاهج تكرارها در سـيكل سـوم و   ( Master Mix)واكنج
در باوـي از  . باشـند  هـا در سـيكل چهـارم مـي     افزايج آن
اهــت تكبيــر و  PCR-RFLPاســتفاده از روش  ،مطالاــات
تــداخل پيشــنهاد شــده اســت تــا از  HPA-3a,-3bبررســي 

ــل   بانــدهاي غيــر اختصاصــي در تفســير نتــايد ايــن دو آل
رسـد كـج بـا ايـن روش نتـايد       الوگيري شود و بج نظر مي
بــج دليــل عــدم  HPA-3a,-3bحاصــل از بررســي فراوانــي 
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تداخل باندهاي غير اختصاصي در بررسي نتايد قابل اعتماد 
 بج دليل محدوديت زمان در اين مطالاج. (77، 37)باشند يـم
 . فتفوق انجام نگر روش 

 ـ      ، HPA-1هـا در ميـزان فراوانـي     واج بـج تفـاوت  ـبـا ت
HPA-2  وHPA-5  در ااماــج مــا در مقايســج بــا امايــت

رسـد احتمـال تحريـك     بج نظـر مـي   ،سفيد پوستان اروپايي
ها متفاوت از  ژن بادي ضد پلاكتي توس  اين آنتي توليد آنتي

ج باشد و با تواج بج نتايد سفيد پوستان اروپايي در اين زمين
شـايد ايـن    ،در همج افراد تحت بررسـي  HPA-1aمشاهده 

در عو   .بادي در ايرانيان مواه بروز عوار  نشود آنتي
HPA-1b/2b/5b/15b  ــاليني ممكــن اســت داراي اهميــت ب

هـاي   بررسي نياز بجباشند كج اظهار نظر قطاي در اين مورد 
 . هاي پلاكتي دارد يباد ها و آنتي ژن بيشتر و توام براي آنتي

بـا روش چسـبندگي گلبـول     اروش اليـز  7881در سال     
 SPRCA = Solid Phase Red Cell)قرمـز بـج فـاز اامـد    

Adhesive Assay)، نمونج  815ها بر روي  بادي بررسي آنتي
هـاي منفـي بـا روش     سرم قبل از زايمان انجام شد و نمونج

PCR-SSP  هـر دو روش  نمونـج بـا     28نيز تاييد شدند كج
و همكـاران در سـال    واتكينـز  در مطالاـج (. 1)منفي شـدند 

اهداكننده خون  8222هاي بج دست آمده از  از نمونج ،3223
ــا دو روش  ــج ب ــزا و PCR-SSPك ــي الي را  HPA-1aژن  آنت

 7منفـي و  %( 1/7)نمونـج  722بررسي نمودند با روش اليزا 
مـورد از   54نمونج بينابيني بودند كج نمونج اخيـر بـج همـراه    

مـورد بررسـي قـرار     PCR-SSPهاي منفـي بـج روش    نمونج
-HPAمـورد هموزيگـوت    54مشيص شـد هـر    وگرفتند 

1b/1b  بودند و نمونج بينابيني نيز هتروزيگوتHPA-1a/1b 
نتايد مطالااتي كج در مقايسـج روش اليـزا بـا سـاير     . (6)بود

هـاي پلاكتـي انجـام شـده نشـان       ژن هاي بررسي آنتي روش
اند كج روش اليزا روشي سـريع و قابـل المينـان بـراي      داده

منفـي   HPA-1aغربالگري اهداكنندگان و پيدا كـردن افـراد   
  HPA-1aت عدم واود نمونج منفي براي ـج علـب. دـباش مي

 . امكان مقايسج دقيق نتايد ما واود ندارد
 

 گيري نتيجه
 هايي كج بـين  ها و تفاوت بج لور كلي با تواج بج شباهت    

ها در اين مطالاج و ساير مطالاات پيدا شـد   وفور برخي آلل
توان امايتي را پيدا كرد كج نتايد اين مطالاج بـا آن بـج    نمي

كـج ممكـن اسـت بـج     . لور كامل يكسـان يـا مشـابج باشـد    
-HPAبـا تواـج بـج وفـور     . هاي نژادي مربوش باشد تفاوت

1b/2b/5b     ژن  رسـد ايـن آنتـي    در اين مطالاـج بـج نظـر مـي
ؤول آلوايمونيزاسيون پس از انتقال خون باشد امـا بـراي   مس

تايين دقيق اين امـر و تايـين چگـونگي وضـايت حوـور      
هـاي پلاكتـي در ااماـج مـا لازم      ژن هاي ضد آنتي بادي آنتي

هـاي   ژن است پس از بررسي ژنوتي  بيمـاران از نظـر آنتـي   
 MAIPAهاي سرولوژيكي مانند  پلاكتي، با استفاده از روش

سـي  رهاي پلاكتي در اين افراد ايمـونيزه بر  بادي آنتيحوور 
شوند تا علل اصلي و عمده عوار  ناشي از تزريق پلاكت 

هـاي ميصـول    ژن هاي ضد آنتي بادي بج دليل حوور آنتي
 . پلاكتي در ااماج ما مشيص گردند

 
 تشكر و قدرداني

اين مطالاج توسـ  مركـز تحقيقـات سـازمان     هاي  هزينج    
نويسندگان مقالج از دكتر . ايران تامين شده استانتقال خون 

هـا دكتـر زهـره عطـارچي و دكتـر       خان  و مصطفي امالي
ها را فراه  آوردند  شهناز وال محمدي كج امكان تهيج نمونج

هـا مونـا ماتقـد، دكتـر      نمايند و از زحمات خـان   تشكر مي
ژوليت قالدي، سميراميس لوليـان، فالمـج كـامي و آقـاي     

     . گردد ير مقدم قدرداني ميابوالفول دب
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Abstract 
Background and Objectives 

Serologic methodes used in HPA–typing are limited due to restricted access to specific anti-

sera and decreased platelet count in thrombocytopenic patients. Therefore, several DNA-based 

HPA-genotyping techniques were used to determine the genotype of HPAs. Since nothing is 

known about the HPA gene frequency in Iran, this study was performed to determine its 

frequency in some Iranian blood donors.  

 

Materials and Methods 

DNA was extracted from a 3-ml whole blood sample prepared from donations of 100 Iranian 

blood donors collected in EDTA-coated blood tubes. Human platelet (PLT) alloantigens 

(HPA)-1/2/3/4/5 and HPA-15  typing  were performed by the Polymerase Chain Reaction – 

Sequence Specific  Primer technique  ( PCR-SSP), and HPA-1a phenotyping was performed 

by ELISA method for 40 % of samples.    

 

Results 

The frequencies of HPA genes were: HPA-1a 98% , HPA-1b  2% , HPA-2a 54% ,  HPA-2b  

46% , HPA-3a  48% , HPA-3b  52% ,  HPA-4a  100% , HPA-5a 99% , HPA-5b 1% , HPA-15a 

47% , and HPA-15b  53%. HPA-4b was not  found . The frequencies of HPA phenotypes  

were determined to be: HPA1a/1a  96% ,  HPA1a/1b  4% , HPA2a/2a  8% ,  HPA2a/2b  92% ,  

HPA3a/3a  19% , HPA3a/3b  59% , HPA3b/3b 22%,  HPA4a/4a  100% ,  HPA5a/5a  98% , 

HPA5b/5b   2% , HPA15a/15a  14% , HPA15a/15b  67% , and HPA15b/15b  19%. 40 HPA-1a 

phenotyping by ELISA showed 26 positive (OD > 0.5 ), 4 negative (OD < 0.3 ), and 10 

indeterminate samples (0.3 <  OD < 0.5) .  

 

Conclusions 

No HPA-1b/b homozygous genotype similar to other Asian studies was found. Since HPA-1,-

2,-5 frequencies in the population under study differ from the European Caucasian race, it 

seems that antibody production in our population might be different from other Caucasians. 

According to HPA frequencies, it seems that HPA-2b, HPA-5b and HPA-15b may induce 

posttransfusion purpura and platelet refractoriness which need further investigation.  
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