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 مقاله پژوهشي 

 
 بررسي دو حذف ژني موسوم به لپور و هندي ـ آسيايي  در كلاستر ژن بتا گلوبين 

 دو گانه PCRبه صورت 
 

 ، 1، مريم هاشمي1، رقيه وحيدي1پور ، مرضيه فيض1، سميرا فروغي1، پانتي فولادي2محمدي ، راحله علي1نژاد فائزه رحيمي
  4سيروس زينلي، 3، مهدي ديلم صالحي1، معصومه حيدري1فائزه ملازاده

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
از نوو    ،يتالاسمبتا عامل  يها ونياکثر موتاس. استيدن هاي تك ژني در ترين بيماري بتا تالاسمي يكي از شايع

. دنشوو  ها سبب حذف بزرگ در كلاستر ژن بتا گلووبين موي   موتاسيون ،در بعضي از موارد يول هستند يا نقطه
بوه شويوه دوپلكو      لپور و ه هندي و آسيايي بررسي دو حذف ژني معروف بو تشخيص  ،هدف از اين مطالعه

 .شود  ن و بيماران مييتر به مراجع باشد كه سبب پاسخگويي سريع مي
 ها روش مواد و

انجوام  لپوور  نمونه  12و   هندي و آسيايي  نمونه حذف 3تحقيق بر روي  .بودمطالعه انجام شده از نو  تجربي 
سعي در  ،هاي مورد مطالعه در نمونه هندي و آسيايي  ولپور از اطمينان از وجود حذف  بعد ،در اين تحقيق. شد

با استفاده از  PCR .شد (duplex)صورت دوگانه به مربوط به شناسايي اين دو حذف  Gap-PCRتنظيم كردن 
بوه   ،جاد شدهياط يبا غلظت مورد نظر تنظيم شد و با شرا گراد سانتي درجه 89 آنيلينگ دماي در آغازگرعدد  9

  .بودتشخيص  قابل ک واکنشيخوبي اين دو حذف در 
 ها يافته

پلك  نشان داد كه اين دو  ها به صورت مولتي ، نتايج ژل Gap PCRهاي انجام شده با روش  بررسي با توجه به
 . قابل رديابي استپلك   مولتي PCRدر يك و باندهاي اختصاصي مربوط به هر حذف،  حذف

 ينتيجه گير
 ولپوور  دو حوذف   يهاي ژني زنجيره بتا بورا  بررسي حذفپلك ،  ت بررسي به روش مولتيوا توجه به اهميب

ن روش بوا توجوه بوه    يو ا .قابل انجوام اسوت   يع، مطمئن و به راحتيسر ،زمان  به صورت همهندي و آسيايي  
 . باشد يم تر به صرفه يوقت و مواد مصرف در ييجو صرفه

   حذف ژني  ها، بتا گلوبين  بتا تالاسمي، :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 52/9/88  :تاريخ دريافت 
 89/ 7/ 6 :تاريخ پذيرش 

 
 شناسي ـ مركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثر زيستكارشناس ـ 1
 دانشگاه آزاد تهراندانشگاه علوم تحقيقات ـ ي ژنتيك مولكولي اـ دانشجوي دكتر5
 ركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثرشناسي سلولي و مولكولي ـ م ـ كارشناس زيست3
13182-1667: انساني كوثر ـ صندوق پستي نتيكـ مركز تحقيقات ژژنتيك انساني  PhD: مؤلف مسؤول -4
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  مقدمه 
هاي تك ژنـي در   ترين بيماري يكي از شايع ،بتا تالاسمي    

منطقه مديترانه، شبه قاره هند، خاورميانـه و آسـياي شـرقي    
ست هـر  يبا يم ،تلا به بتا تالاسمي ماژوربيماران مب. باشد مي

بتا تالاسـمي مينـور نيـاز بـه درمـان      . ماه خون دريافت كنند
آن به ويژه مشاوره  ولي تشخيص و غربالگري خاصي ندارد

جهت پيشگيري از تولد کودک مبـتلا   ،ژنتيك قبل از ازدواج
اي  از اهميت ويـژه  ،بر اثر ازدواج دو ناقل بتا تالاسمي مينور

ون ناقـل بتـا   ي ـليم 5ک بـه  ي ـران نزدي ـدر ا. دار استبرخور
 مـاژور  يتالاسـم  فرد مبتلا به بتـا  12111و حدود  يتالاسم

از سـال   ن ازدواجيداوطلب يغربالگر. (1)گزارش شده است
 مهار يدر برنامه کشور. شده است يدر کشور اجبار 1376
ک ي ـشـگاه ژنت ين آزماياز چنـد  يکيزوج ناقل به  ،يتالاسم
هـا و امکـان    ونيموتاس ـ يکشـور جهـت بررس ـ  در  يپزشک
 .شوند يم يص قبل از تولد معرفيتشخ
موتاسيون مختلـف در مـورد بتـا تالاسـمي      511يش از ب    

هـاي   موتاسـيون  ،گزارش شده اسـت كـه در هـر جمعيـت    
تعداد قابـل   ،نوع موتاسيون 511از اين . وجود دارد يخاص

ن يــا .هســتندهــاي حــذفي  مربــوب بــه جهــش يا ملاحظــه
جفت باز تا چند كيلو باز از خوشـه   از حدود چند ها حذف

 . (5)دنده ن را پوشش مييبتا گلوب يژن
ها منجر بـه حـذف قسـمت يـا تمـامي       بيشتر اين حذف    

هـا منجـر بـه فنوتيـ       تمامي ايـن حـذف   وخوشه ژني بتا 
هاي ژني كمتر از سـاير   اهميت اين حذف .شود تالاسمي مي

 وهـا   هامـا مطالع ـ  باشـد  نمـي هـاي مولكـولي ژن بتـا      جهش
كه بـه   هايي هها اندك و مطالع ها در مورد اين جهش دانستني

. يش لازم اسـت پ ـبيش از  ،ها مرتبط شود بررسي اين حذف
گامـا را   يو حت ـ β  ،δ يهـا  اسـت ژن  ها ممکـن  ن حذفيا

δβ)سبب كاهش ود نتحت تاثير قرار ده
(  δβº)و يا فقـدان ( +

 .دنشوδ و β هاي زنجيره
ن حذف به يچند ،نيدر بتا گلوب يژن يها ان حذفير مد    

بـه   يبيدر نـوترک . شـود  يجاد ميد ايجد يها يبيعلت نوترک
 ،وستهيبه هم پ يها ن از ژ يک سريدر  ،نگ اوريعلت کراس

دوبـاره   يوسـتگ يجاد شده و پس از به هـم پ يا يک شکستي
بـه   يوسته قبل ـيبه هم پ يها د از ژنيب جديک ترکي ،ها ژن

 وارد ـــر مـدر اکث يـژن قبل ،طيراـن شـيدر ا. آيد يوجود م

 .شود ير فعال ميغ يا آن خوشه ژنيشکسته شده و 

 ـاز ا يک ـي (Asian – Indian)هنـدي ـ آسـيايي   حذف     ن ي
جونز و همکارانش در 1981ها است که در سال  نوع حذف

 . دا کردنديپ, º(Aγδβ) از نوع يناقل تالاسم يمار هنديک بي
سبب دو حذف کوچک در دو  ينقص ژن ،ن نمونهيدر ا    

 ـ  يطرف  بتـا و گامـا    يهـا  ن ژنيک منطقه معکـوس شـده ب
در  يشدگ  هن گزارش حذف و وارونين اوليا. شد ين ميگلوب

هنـدي ـ    بـه  ،يشـدگ  معکـوس ـ   ن حـذف ينام ا. انسان بود
 834 اول در  حذف ،ين نقص ژنيدر ا .معروف شد آسيايي

. دهـد  يرخ م اين ژن 3 ا اگزونت Aγژن  IVS2از  جفت باز
 3باشد که از اگزون  يلو باز ميک 46/7حذف دوم در حدود 

ن حذف فقط يا. ابدي يژن بتا ادامه م UTR '3تا منطقه  δ ژن
انه و شبه قاره هنـد گـزارش   يدر افراد ناقل از منطقه خاورم

 Aγژن ،بتا و دلتـا  يها ن افراد علاوه بر ژنيدر ا. شده است

 ،ن افـراد ي ـا ينيجن گلوبينجه همويدر نت .ودش يز حذف مين
ز ي ـن افـراد ن يا HbFمقدار . کند يد ميرا تول Gγره يفقط زنج

 .(3)باشد يبالا م
ــوترک     ــريد يبين ــن يگ ــهي ــود دارد ک ــوب ز وج ن يهموگل
 ـ يهموگلوب. کند يد ميرا تول (Lepore)لپور ن بـار  ين لپـور اول

کـه   ينيک سـاختمان هموگلـوب  ي ـبه عنـوان   1928در سال 
 .(4)شد يشود معرف يم ي  تالاسميسبب فنوت

و همکـــارانش توانســـتند ، بـــاگليوني 1961در ســـال     
دلتـا و بتـا    يها ن ژنيره را که از ادغام بين زنجيساختمان ا

 ،حـذف  ني ـجـاد ا يعلـت ا . ص دهنـد يتشخ ،شود يجاد ميا
 ،طول مقدار حذف شده وهومولوگوس  ينامساو يبينوترک

 (.2)بودز لو بايک 4/7در حدود 
 يين لپـور شناسـا  يحداقل تا به حال سه نـوع هموگلـوب      

 (.Washington Boston,Hollandia  ,Baltimore )شده است
بـه علـت تفـاوت در محـل      گلـوبين ن سـه همو ي ـتفاوت ا
باشـد کـه سـبب     ينگ اور م ـيجاد کراسيجهت ا ،يشکستگ

  .(5)شود يم يجاد ژن ادغاميا
، نيهموگلـــوب فـــورزلازم بـــه  کـــر اســـت در الکترو    

شود و  يهر سه با هم نشان داده م لپور و D  ،Gهموگلوبين 
 يجـه بـرا  يدر نت .شـود  ينشـان داده نم ـ  يبه صورت افتراق ـ

 هـاي  روشد از يبا حتماً ،ن لپورينان از وجود هموگلوبياطم
 .استفاده کرد يمولکول
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 (8)لپور نحوه ايجاد هموگلوبين لپورو آنتي  :1شكل 

  
ر ي ـم و غيهـا از دو روش مسـتق   ن حـذف يا يبررس يبرا   

ج ياز نتـا  ،مير مسـتق ي ـدر روش غ. شـود  يمم استفاده يمستق
،  Hinf1β در سـه منطقـه   RFLP يياي ـا عـدم گو يو  ييايگو

Ava2β و βψ '3 ميدر روش مسـتق . شـود  يم شترياستفاده ب، 
 يبـرا  Gap PCRو  MLPA  ،Real-time PCR يها از روش

،  Gap-PCRروش . شـود  يا اسـتفاده م ـ ه ـ ص حـذف يتشخ
 ين روش بــرايــا .باشــد يع وارزان مــيســر ،ســاده يروشــ

ــا ــذف ييشناس ــا ح ــده  يه ــناخته ش ــم - δβ ش  ,يتالاس
 ـ  يحذف يها ونيو انواع موتاس ن لپوريهموگلوب  يتـداوم ارث
تنهـا   ن روشيا .شود ياستفاده م (HPFH)ينين جنيهموگلوب

 يول ـ شـخص را دارد با دامنه م ييها حذف ييشناسا ييتوانا
ناشـناخته بـا دامنـه     يها حذف يافراد دارا ييقادر به شناسا

  .(7)نيستبزرگ و نامشخص 
 ـبا ،ناشناخته يها ص حذفيتشخ يبرا      يهـا  د از روشي

MLPA   وReal-Time بــا اســتفاده از روش . اســتفاده کــرد
MLPA ـ، با نزد  منطقـه حـذف    يابي ـپـرو  بـه رد   41ک ي

ن روش قابـل  يق حذف با ايحدود دق يول ,شود يپرداخته م
ت يمحــدود يدارا Real-time. (8، 9)باشــد ينمــ ييشناســا

 ـبـا ا  يعن ـيشـتر اسـت   يب يمشابه و حت محـدوده   ،ن روشي
بعد از مشخص شدن محل . د مشخص شده باشديحذف با
 يطراح ـ ياختصاص ـ آغازگرهـاي آن  يتوان بـرا  يم ،حذف

نـي  هدف اين مطالعه، تشخيص و بررسي دو حذف ژ. کرد
. به شـيوه دوپلكـس بـود   لپور و  هندي ـ آسيايي  معروف به

باشـد و نيـازي    هاي شناخته شده مي اين دو حذف از حذف
نـدارد و بـا    MLPAو  Real-Timeبه بررسـي بـا دو روش   

بررسي دوپلكس اين دو حذف، بررسـي بـا سـرعت عمـل     
 . بيشتر و هزينه كمتر قابل انجام است

  ها روشمواد و 
 در. بـود كـاربردي  ـ   جام گرفته از نوع تجربـي ان مطالعه    

هاي خوني و نتـايج   ها با توجه به اندكس نمونه ،اين تحقيق
کننده به مرکـز   ان افراد مراجعهياز م هماتولوژي هاي آزمايش

هـاي مولكـولي    براي بررسي, کوثر يپزشک کيژنت قاتيتحق
ه جيکه نت يان افراديها از م نمونه. مورد آزمايش قرار گرفتند

 ، MCV < 80fl مقدار)داشتند، يعير طبيغ يخون يها اندکس
MCH<27 pg ، ن يوگلوبمهA2 نرمال و HbF افتـه  يش يافزا

 کـه  ياز اشخاص ـ ،ن مطالعهيا در .انتخا  شدند (ا نرماليو 
 يبودند به عنوان کنترل مثبت و تعـداد  يحذف قطع يدارا

 .دي ـاسـتفاده گرد  ياز افراد سالم تحـت عنـوان کنتـرل منف ـ   
DNA استخراج  يطيد خون محيسف يها از از گلبوليمورد ن
ــد ــتفاده از روش   .ش ــا اس ــپس ب  ــ،  ARMSس ــه بررس  يب
 ييهـا  نمونـه  .ران پرداخته شديع در ايشا يا نقطه يها حذف

وجود  يبرا GAP-PCRروش  با نداشتند، يا که حذف نقطه
  .قرار گرفتند يمورد بررس ،ا عدم وجود حذفي

نفـر   3کـه   بـود  نفـر  72 حـذف  يدارا يها تعداد نمونه    
 لپـور  حـذف  ينفر دارا 11 وهندي ـ آسيايي   حذف يدارا

هـاي لپـور و    حـذف  يدارا يهـا  ادامه کار در نمونـه . بودند
 PCRم يتنظ ـ يسـپس بـرا   .شـد  يري ـگيپهندي ــ آسيايي 

ن ي ـص ايمخصوص تشـخ  آغازگرهايبا ها  نمونه ،دوپلکس
ررسـي قـرار   مـورد ب  كـريج  دو حـذف بـا توجـه بـه مقالـه     

 . (1جدول )(11)گرفتند
 

 Hآغازگرهواي   ، PCRتوالي آغازگرهاي استفاده شده در  :1جدول 
مربوط بوه   Eو آغازگرهاي هندي و آسيايي  مربوط به بررسي حذف 
 .باشد بررسي حذف لپور مي

 
  توالي آغازگرهاي بررسي حذف

ATGCCATAAAGCACCTGGATG H1 
GAGCTGAAGAAAATCATGTGTGA H2 

TAACCATATGCATGTATTGCC H3 
CAATGTATCATGCCTCTTTGCAC H4 
GCAGCCTCACCTTCTTTCATGG H5 

GACACACATGACAGAACAGCCAAT E1 
CGATCTTCAATATGCTTACCAAG E2 

CATTCGTCTGTTTCCCATTCTA E3 

 
ــه  E1و  E3آغازگرهــاي از  ،حــذف لپــور يدر بررســ     ب

ت بـاز  جف 777که باند موتان را با طول  آغازگرهاييعنوان 
ــان مـــ ــاي داد و از  ينشـ ــوان  E2و  E3آغازگرهـ ــه عنـ بـ
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ر ي ـجفت باز تکث 912که باند نرمال را به طول  آغازگرهايي
 زي ـنهندي ـ آسيايي  حذف  يدر بررس .استفاده شد ،کرد يم

H5  وH4 و جفت باز 662 به طول يباند H2  وH1 يباند 
. کننـد  يجـاد م ـ يا يع ـيجفت باز رادر فرد طب 1192 به طول

ــاي آغا ــول    ،  H1و  H3زگره ــا ط ــان ب ــه موت  و 357قطع
جفت باز  371قطعه موتان به طول ،  H2و  H5آغازگرهاي 

هنـدي ـ   هـاي لپـور و    در بررسـي حـذف   .نمايند ميجاد يا
چه به صورت جداگانه و چه به صورت دوپلكـس،  آسيايي 

PCR   دقيقـه دناچوراسـيون در    3: با شرايط زير انجـام شـد
 ºC93  ،1دناچوراســيون در دمــاي دقيقــه  ºC93  ،1دمــاي 

دقيقه اكستنشن در دمـاي   ºC68 ،1 دقيقه آنيلينگ در دماي 
ºC75  دقيقه اكستنشن اضافي در دماي  5وºC75. 
 

 ها يافته
 3 ,دنزمايشگاه كه ناقل تالاسمي بودآاز كل مراجعين به     

نفر ناقل حذف  11وهندي ـ آسيايي  نفر ناقل حذف از نوع 
توسـط همکـاران بـا روش     بعـداً هـا   ن حذفيا. بودند لپور

MLPA دد شييتا . 
هـر   يبراابتدا به صورت جداگانه  ن افراديا DNAنمونه     

کـه   صورت نيا بهدر ابتدا  .گرفتقرار  يحذف مورد بررس
 آغازگرهـاي , و  در نظـر گرفتـه شـد   يهر نمونه دو ت يبرا

 آغازگرهـاي و  اول و ي ـر قطعه موتـان در ت يمربوب به تکث
در  .شـد  ختـه  يو  دوم ري ـر قطعه نرمال در تيبوب به تکثمر

ر قطعه يکه فرد نرمال باشد فقط قطعه مربوب به تکث يصورت
از شـکل   5 و 1چاهـک  )دباش يت مؤيدر ژل قابل ر ,نرمال

گـوت بـودن در   يبـه علـت هتروز   4و 3 يهـا  و يت در .(5
( جفـت بـاز  777با طـول  )ر شديقطعه موتان تکث،  3چاهک 

 طول  با 4چاهک )از قطعه نرمال تر نييپا يف کمکه با اختلا
 يراـب ي،ــوبيدو ت ين بررسيا .قرار گرفت (جفت باز 912

کـه در فـرد    صورت گرفـت  زيــــنهندي ـ آسيايي   حذف
شـکل  )تـص اس ـيل تشـخ ــان قابـد موتـوت بانـگيهتروز

3.) 
ز ي ـن يوبي ـتـک ت  يبـه بررس ـ  ي،وبي ـدو ت يپس از بررس    

 نرمـال و موتـان   آغازگرهـاي ن نحـو کـه   يابه  .پرداخته شد
هـر کـدام   )هنـدي ـ آسـيايي    ولپـور  ي هـا  مربوب به حذف

 .(2و  4 هاي شکل)ک جا به نمونه اضافه شدي( جداگانه

     
 
 
 
 
 

فوورد  4و  3چاهووك  ،كنتوورل نرمووال 2و  1در چاهووك  :2شووكل 
 . باشد نمونه فرد هتروزيگوت مي 9و  7و  8و  5هتروزيگوت لپور و 

 
 
 
 
 
 

نمونوه فورد    4و  3 ،نمونه فرد نرموال  2و  1چاهك شماره : 3شكل 
 . باشد نمونه نرمال مي 8و  5و نمونه  هندي و آسيايي هتروزيگوت

 
 
 
 
 
 

فورد   ،فورد نرموال   1از سمت چو  نمونوه    ،فرد ناقل لپور :4شكل 
 4فورد شوماره    ،وزيگووت مه 3فرد شوماره   ،هتروزيگوت 2شماره 

 .باشد مي نرمالفرد نيز  5 هتروزيگوت لپور و شماره
 
 
 
 
 
 

، نرموال  1چاهوك شوماره   ، هندي و آسيايي بررسي حذف : 5شكل 
 4نيز هتروزيگوت و چاهك شماره  3شماره  ،هتروزيگوت 2شماره 

 . نمونه فرد نرمال است
 

هـا بـه صـورت دوپلکـس      حذف يخر به بررسآدر مرحله 
ال موتـان و نرم ـ  آغازگرهـاي کـه   ن معنـا يبه ا .پرداخته شد
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ختـه  يو  ري ـک تي ـجـا و در   کي ـمربوب به هر دو حذف 
شـود،   در واقع آن چه در اين شكل ديده مـي  .(6شکل )شد

باشد كه به طور واضح، باندهاي مربوب به  هدف تحقيق مي
 .هر حذف قابل رديابي است

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 3شوماره   ،هتورو لپوور   2شوماره   ،نرموال  1چاهك شماره  :8شكل 
 8شماره   نمونه نرمال، 5، شماره ي و آسيايي هند 4ولپور، شماره مه

 12و  8هاي  و شمارههندي و آسيايي   9ولپور، شماره مه 7 هترولپور،
 3بانود   ،باند مربوط به لپوور  2باند  ،باند نرمال 1باند . نرمال هستند

باندهاي غير   5و  4و باندهاي هندي و آسيايي  باند مربوط به حذف 
 . باشد مي 122يز سايز ماركر چاهك آخر ن .هستنداختصاصي 

 
 بحث
 p 3/13 کرومـوزوم  ين رويگلـوب  - لفـا آژن  يها حذف    
لفـا  ي آمولکـول  يعلت اصلدرصد موارد،  91تا  81، در  16

ن يبتا گلـوب  يها در خوشه ژن يبياما نوترک .باشد يم يتالاسم
درصـد از بتـا    11علت فقـط  ،  p 11 4/12 کروموزوم يرو

 لفـا آحذف مربوب بـه   21ش از يا بيدندر  .استها  يتالاسم
شـناخته شـده    يحذف مربوب به بتا تالاسـم  61و  يتالاسم
شـتر  يب يليخ يلفا تالاسمآها در  وع حذفيدر واقع ش .است

ها  وع کم حذفين شيبا توجه به ا .(11)است ياز بتا تالاسم
و  يبه صورت مولت ياز بررس يچ گزارشيه ،يدر بتا تالاسم

ن يد به اياما با .ها داده نشده است حذف نيا دوپلکس از اي
که  يا نقطه يها ونيموتاس ينکته توجه کرد که بعد از بررس

هـا در   حـذف  يبـه بررس ـ  ،باشد يم يتالاسم بتا يعلت اصل
ع در يشـا  يهـا  پردازند و اگر بتوان تمـام حـذف   ين ژن ميا
 يمهم ـ يدسـتاورد علم ـ  مسـلماً  ،کرد يران را با هم بررسيا

 يتوانند بـرا  يم يص طبيتشخ يها شگاهيزماآاست که تمام 
بـا توجـه   . ن استفاده کنندآنه از يدر وقت و هز ييجو صرفه
لفـا در حـال حاضـر بـه     آن حـذف  يچند يکه بررس نيبه ا

در شــروع  گشايشــين کــار يــا ،شــود يســهولت انجــام مــ
 .اسـت  يبتا بـه صـورت مـولت    يها حذف يبررس يانداز راه

 يمختلـف بـرا   يهـا  روشلازم به  کر است بـا توجـه بـه    
-Gapو  MLPA  ،Real Time هـا از جملـه   ص حذفيتشخ

PCR  ،ًــلما ــخ مس ــا روشيتش ــر و  ارزان Gap-PCR ص ب ت
ص يدر تشـخ  روشن ي ـا يسـاز  نهيپس به .باشد يتر م عيسر

 ـبا .رسد يها مهم به نظر م حذف د در نظـر گرفـت کـه بـا     ي
اسـت   يابيها قابل رد از حذف يريتعداد کث،  MLPAروش 

کـه در محـدوده    يفقـط حـذف  ،  Real-Timeبـا روش   يول
کـه   MLPAروش  .باشـد  مـي  يياست قابـل شناسـا   آغازگر

 اسـت، کلاستر ژن بتا  يبررس يپرو  برا 41حداقل  يدارا
پـردازد و ارزش و   يک محدوده م ـيها در  حذف يبه بررس

ن مساله را در نظـر گرفـت   يد ايبا يول .دارد يـيبالا ييکارا
هـا بـدون دادن    حـذف  يبه بررس ـ رفاًص،  MLPA که روش

حسـن اسـتفاده ازروش    .پـردازد  ياطلاعات از نوع حذف م
GAP-PCR چه به صـورت جداگانـه و    ها حذف يدر بررس

ن اسـت کـه بـا توجـه بـه      ي ـپلکـس ا  يچه به صورت مولت
نـه  يتوان با هز يم، رانيع در منطقه ايشا يها شناخت حذف

ــيخ ــر از هز يل ــه روش يکمت ــه برر،  MLPAن ــب ــا يس ن ي
هندي ـ  البته لازم به  کر است که حذف  .ها پرداخت حذف
و لپـور   دو حذف يران ندارد وليدر ا ياديوع زيش، آسيايي

Sicilian  ،در . در ايـران هسـتند   تر عيشا نسبتاً يها از حذف
 ياز روش بررس يچ گزارشيهضمن در بررسي انجام شده، 

تـا بـه    زمـان  به طور هـم  لپور وهندي ـ آسيايي   دو حذف
 .حال داده نشده است

   
 گيري نتيجه
پلكس به علت اين كه بايـد   بررسي به صورت مولتيدر     

 از چندين جفت آغازگر اسـتفاده شـود، مشـكلات خاصـي    
و سـاير دماهـاي    هماهنگ كردن دماي آنيلينگ. دارد وجود
PCR   كار دشواري است چون طراحي آغازگرهاي زيـادي ،

ماها هماهنگي داشته باشد و يا ايـن  كه بتواند در تمام اين د
گيـر و بـه    كه آغازگرها خود با هم دايمر ندهند، كـار وقـت  

 . اي است نسبت پيچيده
ــي از      ــن بررس ــده و    8در اي ــتفاده ش ــازگر اس ــدد آغ ع

آغازگرها از ابتدا طبق مقاله كريج، براي بررسي حـذف بـه   

 1باند      2باند            3باند                                          5و  4باندهاي 
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بـه روش   صورت جداگانه طراحي شدند، ولي براي بررسي
هـاي   از همان آغازگرها استفاده شد و بعد از بررسي  ي،مولت

به صورت مولتي پلكس، توانستيم دماي مناسـب   PCRزياد 
و مقدار آغازگرهاي لازم را براي بررسـي ايـن دو حـذف،    

 . پيدا كنيم
 

 تشكر و قدرداني
وسـيله از مسـاعدت و همكـاري كليـه بيمـاران و       بدين    

ري تمــام همكــاران در هــا و نيــز هــم يــا هــاي آن خــانواده
آزمايشگاه ژنتيك پزشكي دكتـر زينلـي، تشـكر و قـدرداني     

 .گردد مي
 
 

     
 
 

 
    References :     

1- Abolghasemi H, Amid A, Zeinali S, Radfar MH, 

Eshghi P, Rahiminejad MS, et al. Thalassemia in Iran: 

Epidomology, Prevention, and management. J Pediatr 

Hematol Oncol 2007; 29(4): 233-8.  

2- Weatherall DJ, Clegg JB. Weatherall DJ. The 

thalassaemia syndromes. 4th ed. Oxford: Wiley-

blackwell; 2001. p. 151. 
3- Jones RW, Old JM, Trent RJ, Clegg JB, Weatherall DJ. 

Major rearrangement in the human-globin gene cluster. 

Nature 1981; 291: 39-44. 

4- Gerald PS, Diamond LK. The diagnosis of thalassemia 

trait by starch block electrophoresis of the hemoglobin. 

Blood 1958; 13(1): 61-9.  

5- Baglioni C. The fusion of two peptide chains in 

hemoglobin Lepore and its interpretation as a genetic 

deletion. Proc Natl Acad Sci U S A 1962; 48: 1880-6.  

6- Trent RJ. Diagnosis of the haemoglobinopathies. Clin 
Biochem Rev 2006; 27(1): 27-38. 

7- Babashah S, Jamali S, Mahdian R, Hayat Nosaeid M, 

Karimipoor M, Maryami F, et al. Accurate detection of 

unknown deletions in Beta-Globin gene cluster  in  beta 

thalassemia carriers using Real-time PCR and MLPA. 

Sci J Iran Blood Tranfus Org 2009; 5(4): 247- 55. 

[Article in Farsi] 

8- Alimohammadi R, Raeisi M, Ebrahimi A, Fallah S, 

Kianfar S, Massudifar M, et al. Comparison of MLPA 

method for detection of known and unknown deletions 

in Beta globin gene cluster with old methods (Real-

Time, RFLP, Gap-PCR). Qom Medical University 

Journal 2009; 4(8): 5-10. [Article in Farsi] 
9- Craig JE, Barnetson RA, Prior J, Raven JL, Thein SL. 

Rapid detection of deletions causing delta beta 

thalassemia and hereditary persistence of fetal 

hemoglobin by enzymatic amplification. Blood 1994; 

83(6): 1673-82.  

10- Harteveld CL, Voskamp A, Phylipsen M, Akkermans 

N, den Dunnen JT, White SJ, et al. Nine unknown 

rearrangements in 16p13.3 and 11p15.4 causing alpha 

and beta - thalassaemia characterised by high 

resolution multiplex ligation - dependent probe 

amplification. J Med Genet 2005; 42 (12): 922-31. 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-0
5 

] 

                               6 / 7

javascript:AL_get\(this,%20'jour',%20'J%20Pediatr%20Hematol%20Oncol.'\);
javascript:AL_get\(this,%20'jour',%20'J%20Pediatr%20Hematol%20Oncol.'\);
http://www.flipkart.com/author/david-j-weatherall/
javascript:AL_get\(this,%20'jour',%20'Blood.'\);
javascript:AL_get\(this,%20'jour',%20'Proc%20Natl%20Acad%20Sci%20U%20S%20A.'\);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Craig%20JE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barnetson%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Prior%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Raven%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thein%20SL%22%5BAuthor%5D
https://bloodjournal.ir/article-1-436-fa.html


 نژاد و همكاران فائزه رحيمي                                                                         گلوبين  كلاستر ژن بتا دو حذف ژني لپور و هندي ـ آسيايي در

 

 442 

 

 

Detection of the Lepore and Asian-Indian beta-globin gene  

deletions with duplex-PCR
 
 

 Rahimi Nezhad F.
1
, Ali Mohammadi R.

2
, Fuladi P.

1
, Foroughi S.

1
, Feiz Pour M.

1 
,  

Vahidi R.
1
, Hashemi M.

1
, Mola Zadeh F.

1
, Heidari M.

1
, Deilam Salehi M.

1
, Zeinali S.

1 

 
 
 
1Kowsar Human Genetics Research Center, Tehran, Iran 
2Science and Research Center of Islamic Azad University, Tehran, Iran 

 
 

 

 

Abstract 
Background and Objectives 

Beta-thalassemia is one of the most common single-mutation diseases. These mutations cause 

decreased beta-globin protein synthesis or even deletion. Most of the mutations in beta-globin 

gene are point mutations but there are some small and big deletions in beta-globin gene cluster. 

The goal of this research is to detect and study two deletions (Lepore, Asian-Indian) with 

duplex-PCR. 

 

Materials and Methods 

This study was done on 3 Asian-Indian deletion samples and 10 Lepore samples. After 

detecting two deletions (Lepore and Asian-Indian), we started setting Gap-PCR in these two 

known deletions. Duplex-PCR with 8 different primers for detecting Lepore and Asian-Indian 

deletions simultaneously was set at 68ºC annealing temperature; these two deletions can be 

detected easily in one reaction with this new method. 

 

Results 

The results show that detecting Lepore and Asian-Indian deletions with multiplex PCR is 

practical, and the specific bands for each deletion are detectable. 

 

Conclusions 

Detecting these two deletions in one reaction (Duplex-PCR) is practical. This method is easy, 

reliable, and fast; it is also economical and saves both time and money.   
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