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 3نوع  ون ويلبراندفدر مبتلايان به بيماري  vWFژن  Q793Xشايع 
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 هچكيد
 سابقه و هدف 

با تووار    يمارين بيا. باشد يدهنده م يزيم خونريهمراه با علا يارث يماريک بي،  1لبراند نوع يون وف يماريب
نشوان  .  دهود  ينشان م يشتريوع بيست، شا بالا خويشاوندي يها که نرخ ازدواج ياتوزومال مغلوب در مناطق
در  يشوتر يب يفراوانو  91در اگوزون  ، 1ويلبراند نوع  ايجادكننده بيماري فون Q793Xداده شده است که جهش 

کوار  ه د بو يو جد يدو روش مولکول ،يرانيا مارانيجهش مذکور در ب يلذا به منظور بررس. دارد يرانيت ايجمع
 . گرفته شد

 ها روش مواد و
از دو روش . بررسي شدفرد نرمال  10مار و يب 95در  Q793X يکيوجود جهش ژنت. توصيفي بود مطالعه از نوع
ARMS-PCR  وReal-time PCR پو  از انجواو واکونش   . جهش استفاده شد يبررس يبرا Real-time PCR  ،

 ين توالييماران تعيب PCR، نمونه محصول ها شيج آزمايد نتاييو به منظور تا يبررس زيذوب ن يها يمنحن يالگو
 . تجزيه و تحليل شدند Chormaspro 5/9افزار  نتايج با نرو .ديگرد
 ها يافته
ماران وجود ين بيشده بودند که در ا ييشناسا  Q793Xجهش ينمونه از قبل برا 1 ان،ماريب يها نمونه مجموع از

ن يوي مواران تع يان بينمونه از م دو شده، انجاو هاي شيآزما اساس بر. د شدييگوت تايون در حالت هموزيموتاس
در . شودند  شوناخته  Q793Xجهوش   واجد ، ARMS-PCRو  Real-time PCRجهش نشده به کمک دو روش 

 .ون مشاهده نشدين موتاسيا يبرا يگوتيچ حالت هتروزيه نيز، نمونه نرمال 10ان يم
 ينتيجه گير 

-Realو   ARMS PCRهور دو روش . برخوردار است ييبالا ياز فراوان يرانيت ايان جمعيدر م Q793Xجهش 

time PCR ب و يمعا يرسند اگرچه نسبت به هم دارا يمناسب به نظر م يدين جهش تک نوکلئوتيا يدر بررس
 . هستند ييايمزا
 ، جهش Real-Time PCR ون ويلبراند،فبيماري  :ات كليديكلم
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  مقدمه 
ــاريب     ــ يم ــديون وف ــا vWD))لبران ــر عيش ــت ل يت ن اخ
ک يحدود  يمارين بيوع ايش. باشد يم يدهنده ارث يزيخونر

ا نقـ   ي ـواسـهه ممبـود و   ه ب vWD. ت استيدرصد جمع
 ـا. شـود  يجاد م ـيا( vWF)لبرانديون وففامتور  يعملکرد ن ي
 ياست مه عملکرد ييپ سما مر ين مولتيپروتئ کي ،فامتور

، يکس خارج سـلول يماتر يبه اجزاvWF . (0)چندگانه دارد
فــامتور  )يانعقــاد  VIIIو فــامتور   يپ متـ ـ يرســوتورها 

سـتم  يدر س يک موفـامتور رـرور  ي ـمـه  ( کي ـليهموف يآنت
در  ين نقـ  مهم ـ يبنـابرا . شـود  ياست متصـ  م ـ  يانعقاد

ت منجـر بـه   ي ـفـا مـرده و در نها  يه اي ـه و ثانويهموستاز اول
vWF (2/03P02 )ژن . (2)شـود  يم ـ يزياز خونر يريجلوگ

ــدودا ــويم 078" ح ــام    ل ــول دارد و ش ــاز ل ــزون  12ب اگ
بـا   يدرصد همولوژ 07ماذب با  vWFک ژن ي. (3)باشد يم

. شده اسـت  ييشناسا 22مروموزوم شماره  يرو ،بورزژن م
ال و يانـــدوتل يهـــا در ســـلول vWFاز ژن  يســـيرونو
 يس ـين رونوي ـرد و حاص  ايگ يها صورت م تيوسيمگامار

 . (1)باشد يلوباز ميم 7/8 يبا بلند mRNAک ي
 vWDدر همـه مـوارد    يمخـال ــ   يجلد ياه يزيخونر    
رخ  يس و هماتومـا در مـوارد  ي، اما همـارتروز هستندع يشا
ن ييزمـان پـا   هـم  ز به لـور ينVIII دهد مه سهح فامتور  يم

 0دارنـد، نـوع    vWFدر  يمم يمه نق  نسب يموارد. باشد
مننـد مـه بـا ترـاهرات      يجـاد م ـ يرا ابيماري فون ويلبراند 

ــده متنــوع يزيخــونر ــرو هســتند يدهن مــه  يدر حــال. روب
را باعـ    vWD 2، نـوع   vWFدر سـاختار   يفيم يممبودها

 نـادرتر اسـت و  بيمـاري فـون ويلبرانـد،     3نـوع  . دنشو يم
. (1)دارنـد  يديمتوسط تا شـد  يها يزيماران مبت ، خونريب
 ـ vWFن ي  عـدم وجـود پـروتئ   يدله ن حالت بيا واسـهه  ه ب

 يوراثت ـ يباشـد مـه بـا الگـو     يم ـ vWFدر ژن  ييها جه 
 ــ  ــه ار  رس ــوب ب ــال مول ــه پا ياتوزوم ــر ب ــده و منج ان ي

مـار  ين در هر دو آلـ  ب يترجمه پروتئ (Immature)رس  يپ
اسـت و   يمـار ين نـوع ب يدتريشـد ،  3نـوع   vWD. اند شده
 يون نفـر در مشـورها  يليک ميدر  0تا  1/1برابر با  يوعيش

وع يبـا ش ـ  يون نفر در منـالق يليک ميدر  6و  يغرب ياروپا
 vWFمقـدار   ،مارانين بيدر ا. دارد يليفام يها ازدواج يبالا

 يابير قاب  رديا غين و ـييار پاـيا بسـه ا و پ متـدر پ سم

 . (6)است
ار يبس ـ يشگاهيآزما يها پيفنوت ،گونه مه ذمر شد همان    

 يکي  ژنتير از نقايغ ين عوامليچن ناهمگون هستند و هم
گـر،  يبـه عبـارت د   .باشـند  مي  يدر بروز آن دخ،  vWFژن 
را  vWFن ي، سـهح پـروتئ  يخـون  يهـا  ماننـد گـروه   يعوامل
وع يگر با وجود ش ـيد ياز سو (.7)دهند ير قرار ميثاتحت ت
مـاران  يجه  متفـاوت در ب  011  از ي، بيماريمم ب نسبتاً

 يمـار ين بي ـدر ا. شده اسـت  ييشناسا 3نوع  vWDمبت  به 
( null)يخنث ـ يهـا  لـ  آجاد يمنجر به ا يکي  ژنتيشتر نقايب
موچـک و بـزر ،    يهـا  شـوند مـه بـه واسـهه حـذ       يم
 يا نقهـه  يهـا  موچـک، جهـ    (insertion)يهـا  ينيگزيجا
 splice)جايگـاه بـرش   يهـا  و جهـ  ( non sense) يمعن يب

site )بـد معنـي   يها البته جه . شوند يجاد ميا(missense) 
بـا وجـود تنـوع در    . (6)مورد گزارش شده است 07هم در 
 ـيماران ايدر ب يشتريوع بيها با ش از آن يها، بعض جه   يران

از  يک ـي،  08در اگـزون   Q793Xجهـ   .  اند مشاهده شده
 .(8)بوده است يرانيماران اين بيع در بيشا يها جه 
 يرانيا شده جه  نييتع مارانيب شر شده، تلبق نتايج من    

 گونـاگون  جهـ   08 مجموعاً مه دنباش يم ماريب 22 تامنون
 ني ـا تياهم زيحا نکته .(8-01)است شده مشاهده ها آن در

 در 3 نـوع  لبرانديو ونف ماريب 0111 از  يب امنون مه است
 چيه ـ ها آن اتفاق به بيقر امثر از مه اند شده ييشناسا رانيا

 اسـتمرار  بـه  توجـه  بـا . سـت ين دسـت  در يکيژنت ال عات
 منـالق  در "خصوصـا  يشاونديخو يها ازدواج يبرا  يتما

 ال عـات  بـه  يدسترس ،يشهر يسنت يها بافت و ييروستا
بيمار يـا فاميـ  درجـه     کيژنت مشاوره يبرا مارانيب يکيژنت

يك ايشان، امكان پيشگيري از تولد موارد جديـد مبـت  بـه    
هـايي كـه بـا     لذا ابداع روش. نمايد اين بيماري را فراهم مي

يـابي   هاي كم بتوانند به صـورت هدفمنـد بـه جهـ      هزينه
از ارزش خاصـي برخـوردار    ،دنبيماران ايرانـي منجـر شـو   

 . خواهد بود
در  Q793 عيجه  شـا  يبررسمنرور به مهالعه حارر،     
 ـبـه ا . انجـام شـد   3نـوع   vWDماران مبت  به يب ن منرـور  ي

 Q793 جهـ   يبـرا  Tetra primer ARMS-PCR  ـآزماي ـ
 ـا بر ع وه. شد يـلراح vWF ژن ن روش بـا  ي ـج اين، نتـا ي
 ورت ـوازات آن صـه مـمه ب Real-time PCR  يج آزماينتا
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 .ديسه گرديرفت، مقايپذ
 

 ها روشمواد و 

ن مهالعـه  ي ـدر ا. بـود  توصيفي مهالعه انجام شده از نوع   
 ماران مبت  بـه يب. قرار گرفتند يمار مورد بررسيب 01" جمعا

 يابي ـر قاب  رديسهح غو داراي  3نوع  ويلبراند بيماري فون
ت يپـس از اخـذ ررـا    .بودند vWF (dL/IU1 <)ژن  ياز آنت
 يحــاو يهـا  خـون در لولـه   يهـا  مـاران، نمونـه  ياز ب يمتب ـ
EDTA (Ethylendiamine tetra acetic acid )ا يــترات يســ
 يک ـيژنت يو بررس ـ يانعقـاد  يهـا  يابيارز يه شده و برايته

 .تندمورد استفاده قرار گرف
 

 : DNAاستخراج 

    DNA شده از افراد  يگردآور يخون يها از نمونه يژنوم
شده بودنـد،   ينگهدار EDTAمه در ماده رد انعقاد  لبيعي

(  salting out)له نمــکيبــه وســ يگــذار بــا روش رســوب
 يخــون يهــا ک از نمونــهيــژنوم DNAاســتخراج شــدند و 

 DNAت اســتخراج ي ـمـار بـا اسـتفاده از م   يتراته افـراد ب يس ـ
موجود  دستورالعم مهابق با  QIAamp Mini spin)كياژن، )

 .شدند يت جداسازيدر م
 

 جهـ   يبـرا  Tetra primer ARMS-PCR  يآزمـا  يلراح
Q793X ژن vWF : 
ــا      ــ روشن ي ــاس لراح ــر اس ــت  يب ــاي جف آغازگره

ک وامـن   ي ـر آل  مـورد نرـر در   يها و تکث آل  ياختصاص
PCR بسـته بـه نـوع     آغازگرهـا تعداد جفت . شود يانجام م
آغـازگري   1در روش . عـدد باشـد   1ا ي 3 تواند يم يلراح

(Tetra primer ARMS- PCR)ک جهـ   ي ـ  يتشخ ي، برا
ون ين محـ  موتاس ـ يمنترل در لـرف  آغازگرژه، دو جفت يو
. شـود  يم ـ يلراح ـ PCRح ينان از عملکرد صـح يالم يبرا
مـه   آغازگرز از دو جفت يجه  ن ير منهقه حاويتکث يبرا

، شـده  يلراح يعيافته و آل  لبيل  جه  آ يب برايبه ترت
 . گردد ياستفاده م

 Gene يافزارها با استفاده از نرم آغازگرهاجفت  يلراح    

Runner®  وPrimer Express® ژن  يو بر اساس توالvWF  
انتخـاب   از پـس . انجـام شـد   02مروموزوم شماره  يرو بر

 اتصال در ها آن يژگيو از نانيالم منرور به آغازگرها جفت
 بـا  آغازگرهـا  يتـوال  مربولـه،  ژن در خود يمکمل هيناحبه 
 ، Gene Bank يال عـات  گاهيپا انسان در ژنوم يتوال يتمام
آغازگرهـاي  جفت  يژگي  ويبه منرور افزا. ديگرد سهيمقا
ن بـاز  ي، در سـوم  3' ي، ع وه بـر عـدم تهـابق انتهـا    ياصل
داده شد تا از اتصـال   رييک باز توي آغازگر،هر دو  3' يانتها

 عمــ ه بــه آلــ  مخــالف ممانعــت بــ آغــازگرآن  ياحتمــال
 . (0جدول )ديآ
 

جفت آغازگرهاي طراحي شوده بوراي شناسوايي جهوش     : 9جدول 
Q793X .   زير بازهاي تغيير يافته به منظور عودو تطواب(Mismatch )

 . خط كشيده شده است
 

 سكان  آغازگرها
F-Mut AAAGGACAGTGTGGAAGGTAG 
R-Mut TAACGACTCCAGGTCATAGTT 

F-Norm CCTGAGTGTACCAAAACGT 
R-Norm ACTCATCCCTGCCTACAAGA 

   
TETRA PRIMER ARMS PCR : 

ح ينـان از عملکـرد صـح   ين مرحله، به منرور الميدر اول    
مختلف بر  يها با استفاده از غلرت PCR، وامن  آغازگرها

. مـار انجـام شـد   يشـناخته شـده نرمـال و ب    يها نمونه يرو
 ـيالگو، ش DNAنه ين غلرت بهييجهت تع  DNA  يب غلرت

 شـده از غلرـت   يف بررسيل. قرار گرفت يبررس ز موردين
DNA  ــدوده ــا  ng/µL01، محــ ــر  ng/µL011تــ را در بــ

 .گرفت يم
  ماران،يب يها ون در نمونهي  نوع موتاسيبه منرور تشخ    
ــر  21 ــانوگرم  011و  PCR Mixميكروليت الگــو در  DNAن

 ،سـوس بـه وامـن  اول   . ختـه شـد  يجداگانه ر يها چاهک
 بـه آل  نرمال و ( RW)و معکوس( FW)ميمستق آغازگرهاي
م و معکـوس آلـ  جهـ     يمسـتق  آغازگرهاي، وامن  دوم

ک وامن  منترل با اسـتفاده  ين، يچن هم. ديافته ارافه گردي
سوس وامن  . ه شديهر نمونه ته يمنترل برا يهاآغازگراز 
و لبـق  ( ABI 2721)کلريدر دستگاه ترموسـا  PCR يريتکث

 :جام شدبرنامه زماني ـ دمايي زير ان
 ه ــدرج 01 ياـون در دمياتوراسـ  دنـشام رحله اولـم    
 مرحله دوم شام  فاز . ودــقه بيدق 1دت ـه مـراد بـگ يسانت
  31گراد به مدت  يـه سانتـدرج 01 ياـون در دمياتوراسـدن
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درجـه   17 يدر دمـا  Annealing))آغـازگر ه، فاز اتصـال  يثان
 ـثان 31گراد بـه مـدت    يسانت  يسـاز   ي ـفـاز سـوم، لو   و هي
(Extension )11گـراد بـه مـدت     يدرجه سانت 72 يدر دما 
. گرفت يتکرار را در بر م 31مرحله دوم مجموعاً . بوده يثان

ــام  لو  ــه ســوم ش ــمرحل ــاز  ي ــا يس درجــه  72در  يينه
 ين دمـا يانتخـاب بهتـر  . دبـو قـه  يدق 1گراد به مدت  يسانت

ب يبـــا شـــ ييهـــا  يق انجـــام آزمـــايـــاز لرآنيلينـــ  
 . صورت گرفت (Gradient)ييدما
 

 : Real-time PCR  يآزما
 PCRها بـا روش   نمونه ين مهالعه، ع وه بر بررسيدر ا    

 ـن Real-time PCRتـر   شرفتهياز روش پ ،يمعمول ز اسـتفاده  ي
ت ي ـانجـام شـد مـه قابل    يبه صـورت  آغازگرها يلراح. شد

لـــذا مراحـــ  . دناســـتفاده در هـــر دو روش را دارا باشـــ
و  هـا بـه صـورت مشـترج انجـام شـد       وامـن   يساز نهيبه

 ير اجـزا ي ـمـواد ز . شـدند  يها با هر دو روش بررس ـ نمونه
 21 ييدر حجـم نهـا   Real-time PCRدهنده وامن    يتشک
 : تر بودنديکروليم

     SYBR GREEN Master mix(   فلورسـنت  شـام  رنـ 
SYBR Green I ،  نـه يرنـ  زم ROX ،  ميآنـز AmpliTaq 

Gold® DNA Polymerase، بافر PCR ، dNTPs و MgCl2) ،
نانو مـول   211 يينها با غلرت آغازگرهازه، يونيآب مقهر د

ر قهعـات  يتکث يبرا ييبرنامه دما. الگو DNA  نانوگرم 21 و
 اول مرحلـه : ر انجام شـد يذوب به صورت ز يو رسم منحن

 مدت به گراد يسانت درجه 01 يدما در و ک يس کي يل در
 ک يس ـ 31 متنـاوب  تکرار صورت به دوم مرحله ،قهيدق 01
 ـثان 01 مـدت  به گراد يسانت درجه 01 يدما با  فـاز  کي ـ ،هي

 ـثان 01 مـدت  به گراد يسانت درجه 17 يدما به آنيلين   ه وي
  انجام قهيدق 0 مدت به گراد يسانت درجه 61در اكستنشن فاز
 کي ـتفک يمنحن  يتشک شام  مه سوس در مرحله سوم. شد
 درجـه  01از  وامـن   يدمـا  ،ک يس کيلول  در باشد، يم

 01 يو مجدداً، بـه دمـا   گراد يسانت درجه 61 به گراد يسانت
 ـا در .ديرس گراد يسانت درجه  01 از دمـا  ريي ـتو ن مرحلـه، ي
 13/1 سرعت با گراد يسانت درجه 61 هـب گراد يـسانت درجه
 ـثان بـر  گراد يسانت درجه  لـول  قـه يدق 21 و شـد  امـانج ـ هي
 . ديمش

 : DNA ين توالييتع
-Tetra primer ARMS هاي آزماي ج يد نتاييبه منرور تا    

PCR  وReal-time PCR  نمونه محصول ،PCR  قهعه منترل
(bp 202 )ــرمت ــايونير توســط ش ــوبي)ب ــره جن ــيتع (ك ن ي

افـزار   ج حاصـ  بـا نـرم   ينتا. شد (DNA Sequencing)يتوال
1/0ChromasPro Ver.  ديز گرديآنال. 
 

 ها يافته
 :   ARMS-PCRيها يج بررسينتا
 مـه  شـدند  يبررس ـ نمونه 11 مجموع در يبررس نيا در    
 افـراد  مربوط به نمونه 02 نرمال و افراد به مربوط نمونه 31
 مجهـول  هـا  آن در يمـار يب مننده جاديا جه  نوع مه ماريب

 3، هـا   يآزمـا  يبه ع وه جهـت مستندسـاز  . بود باشد مي
ان ي ـاز م بودند، Q793Xنمونه منترل مثبت مه واجد جه  

د ي ـدند و با دو روش جديانتخاب گرد يماران مهالعه قبليب
 .(8)شدند يبررس مجدداً
 مــه بــود شــده انجــام يا گونــه بــه آغازگرهــا يلراحــ     

ت ؤي ـقابـ  ر  PCR محصول در متفاوت قهعه سه "مجموعا
 عنـوان  بـه  مـه  بـاز  جفت 202 لول با زر ـب هـقهع:  بود
لـول   بـا  متوسـط  قهعـه  شد، يم گرفته نرر در منترل قهعه
موچـک   قهعـه  افته ويعنوان قهعه جه   به مهجفت  086
 .شد گرفته نرر در نرمال قهعه عنوان به مه باز جفت011 با

ر قهعه ي، تنها شاهد تکث Q793Xدر افراد منترل فاقد جه  
 011نرمال به انـدازه  جفت باز و قهعه  202منترل به اندازه 
 Q793Xجهـ    يبـرا  فرد مه يصورت در. ميجفت باز بود

 شـاهد  را شـده  ذمـر بانـد   سه ر هريباشد، تکث گوتيهتروز
ــوديخــواه ــا .م ب ــه توجــه ب  شــده، يلراحــ آغازگرهــاي ب
 ـا بـا  بودند، مشخ باند  دو شام  ماريب افراد يها نمونه  ني

ــر عــ وه مــه تفــاوت ــاز جفــت 202 منتــرل قهعــه ب  ،يب
 يبـاز  جفت086محدوده  در متوسط قهعه شاهد يستيبا يم
  دسـت  به يها عکس. ميباشنيز  افتهي جه  قهعه عنوان هـب

 ديي ـتا مـار يب افراد در موروع را نيا الکتروفورز ژل ازآمده 
  .(0شك  )مرد
 صـورت هـا بـه    وامـن   ،فـوق  يهـا  يع وه بـر بررس ـ     
 PCRن منرـور مـه در   يبه ا. شدند يپلکس هم بررس يمولت
نـه شـده  يبه يهـا  بـا غلرـت   آغـازگر زمان از هر چهار  هم
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بيانگر محصول تكثيري قطعه كنتورل بوه انودازه     5و  1باند چاهك  :الف؛  PCRسازي واكنش  آناليز ژل الكتروفورز در مرحله اول بهينه: 9شكل 
مواركر   1چاهك . باشد جفت باز در يك فرد سالم مي 915بيانگر محصول تكثيري قطعه نرمال به اندازه  2و  9جفت باز است و باند چاهك  292

جفوت بواز و    292يانگر محصول تكثيري قطعه كنترل به اندازه ب 9باند چاهك  :ب. دهد جفت باز را نشان مي 900با اندازه ( size marker)نشانگر
بيوانگر كنتورل منفوي     1و  1چاهوك  . باشود  جفت باز در يك فرد بيمار موي  911يافته به اندازه  بيانگر محصول تكثيري قطعه جهش 2باند چاهك 

 . دهد جفت باز را نشان مي 900سايز ماركر با اندازه  5چاهك . استها  واكنش
 

 يمـار بـرا  يبـودن ب  گـوت يهموز صـورت  در. استفاده شـد 
ــ   ــد دو ، Q793Xجه ــدر  بان ــتوني ــ  ک س ــؤر قاب  تي

 . (2شك  )بود
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمونوه   درپلکو    يواکنش مولت يز ژل الکتروفورز برايآنال:  2شکل
در هوور :  2و  9. گوووتيبووه صووورت هموز  Q793Xجهووش  يدارا

 911)افتوه يو جهوش  ( bp 292)واکنش، دو باند در محدوده کنتورل 
bp )جفت باز 900با اندازه سايز ماركر : 1. قابل مشاهده است. 
 
 : Real- time PCR يها يبررس جينتا 

الگـو بـا    DNAهـايي از   رقـت : هـا  سـازي واكـن    بهينه    
ــت ــاي  غلرـ ــانوگرم در  011و  71، 61، 31، 21، 01هـ نـ

   درــ ـر واكنـراي هـي بـايـدوتورت ـه صـبر ـروليتـميك
 با توجه به منحني تكثير .   شدـاوت آزمايـهاي متف چاهك

و Ct (Cycle threshold )مناســب كــه معــادل بــا كمتــرين 
نـانوگرم   DNA  ،21 بهترين شيب نمودار بود، غلرت بهينه

به منرور تاييد قهعه تكثير شـده و  . تعيين شددر ميكروليتر 
آغـازگر   المينان از عدم وجـود محصـول غيـر اختصاصـي    

. از آنـاليز منحنـي تفكيـك اسـتفاده شـد      ،دايمر و آلـودگي 
شـود، بـا توجـه بـه      م حرـه مـي   3گونه كه در شك   همان

وجود تنها يك پيـك بـراي هـر قهعـه ژن در دمـاي ذوب      
ــودن محصــول    ــه خــودش، اختصاصــي ب  PCRمنحصــر ب

حنـي ذوب قهعـات   جهت تاييـد نتـايج من  . مشخ  گرديد
با ژل الكتروفورز آنـاليز   Real-time PCRتكثيري، محصول 

هاي انجام شده  بر اساس آزماي . شده و نتايج تاييد گرديد
 Q793Xنمونه واجـد جهـ     2نمونه بيمار،  02از مجموع 

ــه نرمــال  31شــناخته شــدند و در  ــزنمون ــت  ني هــيچ حال
بـا   هـاي داراي جهـ ،   نمونـه . هتروزيگوتي مشاهده نشـد 

يافتـه داراي منحنـي تكثيـر     آغازگر اختصاصي آلـ  جهـ   
ــه  ــد در حــالي كــه نمون ــا  ،هــاي فاقــد جهــ  بودن تنهــا ب
گونه  وان مثال همانـه عنـب. دـآغازگرهاي نرمال جواب دادن

نمونه بيمار با آغـازگر   8شود،  مي حره ـم 1  ـكه در شك
از . اختصاصي آل  جه  يافته مورد بررسـي قـرار گرفتنـد   

بـود، لـذا    Q793Xجايي كه تنها يك بيمار واجد جهـ    آن
 .داد تكثير كام  را نشان مي تنها همان نمونه منحني
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تغييرات دمايي كه پ  از اتمواو    در آناليز منحني تفكيك به واسطه. يافته آناليز منحني تكثير و منحني تفكيك براي قطعات نرمال و جهش: 1شكل 
در دمواي ذوب اختصاصوي    GCاي موجود در محصول بر اساس طول و محتواي بازهاي  دو رشته DNAپذيرد، هر قطعه  صورت مي PCRفرآيند 

: الف. شود گردد، اين تغيير حالت توسط سيستم به صورت يك پيك نمايش داده مي اي شده و همان طور كه در شكل ملاحظه مي تهخود، تك رش
 11و  11ها به ترتيب  آن Tmيافته كه  هاي مربوط به تفكيك دو قطعه نرمال و جهش منحني: ب .يافته منحني تكثير مربوط به قطعات نرمال و جهش

 . است PCRيك محصول  Tmها نمايانگر  هر يك از پيك. باشد درجه مي
 
 
 
 
 
 
 
 

گونه كه در شكل با فلش نشوان داده   همان. يافته هستند آغازگرهاي مورد استفاده، اختصاصي آلل جهش: نمونه بيمار 1منحني تكثير براي : 1شكل 
 .باشد مي Q793Xشده است تنها يك بيمار منحني تكثير كامل را داشته و واجد جهش 

 الف

 ب
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گونه كه در شوكل   همان(. پايين)و يك فرد سالم( بالا) Q793Xبراي يك نمونه بيمار واجد جهش ( DNA sequencing)نتايج تعيين توالي: 5شكل 
 . در نمونه بيمار جايگزين شده است Tدر نمونه نرمال با باز  Cبا فلش نمايش داده شده است، باز 

 
 : DNAتعيين توالي 

و  ARMS-PCRهـاي   تاييد بيشـتر صـحت روش  جهت     
Real-time PCR    در تعيـين موتاســيون و مشـخ  نمــودن

به اين . قهعي نوع موتاسيون بيماران، تعيين توالي انجام شد
افراد كنترل ( bp 202)قهعه كنترل PCRترتيب كه محصول 

و افراد بيمار جهـت تعيـين تـوالي فرسـتاده شـد و جهـ        
Q793X  هـاي قبلـي واجـد ايـن      در بيماراني كه در آزماي

 . (1شك  )جه  شناخته شده بودند، تاييد گرديد
 

 بحث
در  Q793Xجهـ    يدر پروژه حارر بـه منرـور بررس ـ      
و  ARMS-PCR روشاز دو ،  3لبرانـد نـوع   يون وف يماريب

Real-time PCR  بـه   ياختصاص ـ آغازگرهـاي . استفاده شـد
مار بـا هـر دو روش مناسـب     يشد مه برا يلراح يا گونه
ط مختلف وامـن  اعـم از زمـان، دمـا، غلرـت      يشرا. باشد

ــازگر ــهيبه DNAو  آغ ــاز ن ــگردي س ــه   ي ــه ب ــا توج د و ب
شده انجـام   يلراح يها وامن  ،انجام شده يها يساز نهيبه
-Realو  ARMS-PCR يهـا  ب مـه وامـن   ين ترتيبه ا. شد

time PCR به صـورت جداگانـه و    ماريافراد نرمال و ب يبرا
رفت و يپلکـس صـورت پـذ    يبه صـورت مـولت   يدر موارد

 يبـرا  آغـازگر  يلراح ـ. دي ـسـه گرد يبا هم مقا ييج نهاينتا
 ـبـه   آغازگرک جه  خاص، با محدود مردن ي يبررس ک ي

ن حالـت  يژن، امکـان انتخـاب بهتـر    ينقهه خاص از تـوال 
 نانيالم يبرا. دهد يرا ماه  م آغازگرساختار  يممکن برا

 يج قبل ـيانجام شد و نتا DNA ين توالييتع ،جياز صحت نتا
 .ديد گردييتا
 يهـا  ل آ از ييبالا اشاره شد، درصد" لور مه قب  همان    
 مه دهند يم  يتشک امعن يب يها جه  راvWF  ژن در يخنث
ــور در ــاديا ،يتئ ــروتئ ج ــاق  نيپ ( Truncated protein)ن
 يهـا  انـدازه  تواننـد  يم ـ جهـ   محـ   بـه  بسته و ندينما يم

 نهيآم دياس مدون  يتبد امعن يب جه . باشند داشته متفاوت
 نيپـروتئ  ترجمـه  سـهح  در مـه  باشـد  يم ـ خاتمه مدون به

 جـاد يا و ترجمه زودرس خاتمه باع  و مرده جاديا اخت ل
 جاديمه باع  ا ييها جه  از يکي. گردد يم ناق  نيپروتئ
 بـه  CAG يتـوال   يتبد شود، يم ژنوم م  در امعن يب جه 
TAG مـدون  بـه  نيگلوتـام  نهيآم دياس رييتو باع  مه است  
 در (.00، 02)گـردد  يم ـ نيپـروتئ  ترجمـه  سـهح  در خاتمه
vWD مختلف مشـاهده شـده    يها ن نوع جه  در اگزونيا
 . (03)است
 مـاران يب يک ـيژنت هـاي  همهالع مننده محدود ياصل عام     
 ـ 12 و بزر  ژن ،لبرانديو ونف  ـبا. باشـد  يم ـ آن ياگزون  دي

 ـ 12 ژن سرتاسـر  در جهـ   مه داشت توجه  vWF ياگزون
  را هـا  اگزون همه در يتوال نييتع امر نيا و است وقوع قاب 
 اگزون 12 يتوال نييتع مه جا آن از .(1، 01)مند يم ياجبار
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 نيا يکيژنت هاي همهالع باشد، يم ريگ وقت و نهيهز پر اريبس
 ،يتـوال  نييتع منار در البته. است شرفتهيپ مند اريبس مارانيب
 -PCRبـه  مـه  اسـت  شـده  استفاده زين يگريد يها روش از

SSCP (Single-strand conformation polymorphism )و 
DHPLC (Denaturing high performance liquid 

chromatography )از  مـدام  هـر  .(0، 01)مرد اشاره توان يم
 بـه  و دارنـد  را خـود  خاص يها تيحدودـم ،اـه روش اين

 گـر يد از. رنـد يگ ينم ـ قـرار  اسـتفاده  مـورد  نيروت ـ صورت
 مهالعـه  مننـد،  يم يبررس را يخاص ينواح تنها مه ها روش
 مــ  ژنــوم در يسرشــت صــورت بــه مــه هســتند داغ نقــاط

 در هـا  آن نيتـر  مشخ  و دارند جه  به  يتما موجودات
 يل ـ در. باشـد  يم TGA به CGA يتوال  يتبد ،يانسان ژنوم
 و يبررس vWF ژن داغ نقهه 00 اروپا، در متعدد هاي همهالع
مهالعـه حارـر   . (06، 07)است شده گزارش جه  نيچند

ــر رو ــ جهــ  يب متمرمــز اســت و دو روش  Q793X يابي
Real-time PCR  وARMS-PCR ن جه  ي  ايتشخ يبرا

و  ييقـدرت شناسـا   ،هر دو روش. مار گرفته شده استه ب
رغـم   يعل ـ .هستندمورد نرر را دارا  يکير ژنتيي  تويتشخ
است، اما  يقيار دقيروش بس Real-time PCRمه روش  نيا

تـر   مقـرون بـه صـرفه    ياز نرر اقتصاد ARMS-PCRروش 
با اسـتفاده از   يقاب  استناد يها جواب و   داده شديتشخ
بـه   ARMS-PCRبا توجه به انجام . ن روش به دست آمديا

 و هـم  يمواد مصـرف  يها نهيامکان هز پلکس، يصورت مولت
اگـر چـه   . شگر وجود دارديآزما ين ماه  امکان خهايچن

پلکـس   يز به صورت مـولت ين Real-time PCRانجام وامن  
ن مهالعــه، بــه هنگــام    يــوجــود دارد امــا در تجربــه ا  

 ـ ييايج گوينتا ،زمان سه قهعه مورد نرر ر هميتکث دسـت  ه ب
رنـ    ييعدم توانا ،ن موروعيا ي  اصلياز دلا يکي. امدين

ر يبه هنگام تکث ها هک قهعيدر تفک SYBR Greenفلورسنت 
 هـاي  هذوب قهع ـ يگر منحن ـيد ياز سو. باشد يزمان م هم

ا چنـد فـاز رخ   ي ـ 2سـتم در  ين سيدر ا bp 011 تر از بزر 
ر يسـا  ين موروع باع  تـداخ  در رسـم منحن ـ  يا. دهد يم

ذوب آن محصول  يک در منحنيمحصولات و وجود چند پ
منتـرل   ن مشک  در مورد قهعه بـزر  يرخ دادن ا. شود يم

bp 202 شـود تـا در صـورت     يشنهاد م ـيلذا پ. مشاهده شد
، در يافــزار فــراهم بــودن بودجــه لازم و امکانــات ســخت

 SYBRفلورسـنت   رن  يبه جا،  Real-time PCRوامن  

Green نشاندار ياختصاص يها از پروب(TaqMan Probes )
 . استفاده شود يا نقهه يها منرور مهالعه جه به 
 

 گيري نتيجه
مــار  ن مهالعــه نشــان داد مــه راهيــج ايدر مجمــوع نتــا    

ران ي ـت اي ـدر جمع Q793Xد بـر جهـ    يبا تام يابي جه 
 ي  مولکـول يمـاران را بـه تشـخ   ين بياز ا يتواند گروه يم

 .ثر واقع شودؤماران مين بيک اينتژبرساند و در مشاوره 
 

 تشكر و قدرداني
 نمودنـد  شـرمت  مهالعـه  اين در صبورانه مه بيماراني از    

 ارتقاي جهت در باشيم توانسته اميدواريم و نماييم مي تشکر
 مـالي  حمايـت  بـا  حارـر  تحقيق. برداريم گامي س متشان
 مه رسيده انجام به مدرس تربيت دانشگاه پژوهشي معاونت
 عمـ   بـه  قـدرداني  اللهـي  فـتح  يعقـوب  دمتر از وسيله بدين
 .آيد مي
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Abstract 
Background and Objectives 

von Willebrand Disease (vWD) type 3 is an inherited disease characterized by severe clinical 

manifestations due to haemostatic abnormalities. Because of the autosomal recessive pattern of 

its inheritance, the disease is more frequent in regions with the high rate of consanguine 

marriages. We have previously demonstrated that despite various mutations of the gene, the 

Q793X mutation in exon 18 is more frequent in Iranian vWD patients. We have developed two 

assays to further  investigate this mutation among Iranian patients. 

 

Materials and Methods 

The Q793X mutation status was studied in 15 vWD type 3 patients and 30 normal individuals 

by ARMS-PCR and real-time PCR assays. Melting curve analysis was performed after each 

real-time PCR experiment. To confirm the results of assays, all amplified gene fragments were 

sequenced. 

 

Results 

Three out of 15 patients were previously diagnosed as having Q793X mutation in homozygote 

status. This was further confirmed by the ARMS-PCR and real-time PCR assays. Interestingly, 

the mutation was also found in 2 other unrelated patients with unknown mutations. 

Heterozygote status for the mutation was not detected in normal controls. 

 

Conclusions 

Q793X mutation in vWF gene is common in Iranian population. However, a particular 

demographic distribution of the mutation was not observed in this study. Both assays 

successfully detected the mutation, although each assay has its own advantages and drawbacks. 

It is up to each laboratory to choose either assay based on their facilities and expertise. 
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