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 مقاله پژوهشي

 
  3نوع  ويلبراند فوندر بيماران و ناقلين  vWFميزان بيان ژن 

 Real-time RT PCRبا روش 

 5نيا ، اسكندر اميدي4احمد ، فرزاد بني8، رضا مهديان2، شيرين شهبازي9مهشيد زكياني رودسري
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 يعص ير طبيص جه نقص  و سصاختار    ياست که در نت يدهنده ارث يزين اختلال خونريتر عيشا ،ويلبراند فون يماريب
 vWFتوسص  نن   ،کنصد  يم يدر انعقاد خون باز يفاکتور که نقش اساس نيا. شوديجاد ميا ويلبراند فونفاکتور 

هدف از پژوهش . باشديتوارث اتوزومال مغلوب م ياست که دارا يمارين فرم بيتر ميوخ،  8نوع . شود يکد م
 . بود ويلبراند فون يماريدر افراد مبتلا به ب mRNAان يببر  vWFنن مختلف  يها ونياثر موتاس يبررس ،حاضر
 ها روش مواد و

 ييشناسصا " آنان قصبلا  يهاماران که جهشياز ب يان گروهيافراد مبتلا از م خون نمونهدر يك مطالعه كاربردي، 
شصد و   يجداسصاز  يطص يخصون م   يهصا  ، پلاکصت  vWFان نن يص سطح ب يبه منظور بررس. گرفته شد ،دبوشده 

 يبصصر روReal-time RT PCR  سصص ب بصصا اسصصتزاده از رو  . رفتيصصصورپ پصص  هصصا از آن RNAاسصصتخرا  
 .قرار گرفت يابيمار و ناقل مورد ارزيافراد ب تمام درvWF  ان ننيب ،يپلاکت  cDNAيها نمونه

 ها يافته
گصوپ در  يمصار هموز يبودند، نشان داد که فرد ب 85در اگزون  يمعنيکه واجد جهش ب يا خانوادهافراد  يبررس
مطالعصه در  (. =p 005/0)باشصد  يرا دارا م vWFاز نن  يار کمتريبسان يب ،گوپ خانوادهيسه با افراد هتروزيمقا

، مشخ  کصرد  بودند 90ش واقع در اگزون يرايگاه پيگوپ جايبا جهش هموز يمارانيب يخانواده دوم که دارا
  .ندارد يمار و ناقل تزاوپ معناداريافراد ب در vWFان نن يکه ب

 ينتيجه گير 
ت مشابه يکه از نظر ماه ييهاجهش يقاپ نشان داده حتيت ق. گ ارديم ان ننيهر جهش اثر خاص خود را بر ب

توانصد   ياست که مص  يياز روندها يکي NMDم سيمکان. دان نن داشته باشنيبر ب يتوانند اثراپ مختلزيم ،هستند
 .ب نقش داشته باشديتخر ين انتخاب برايدر ا
 ويلبراند ويلبراند، بيان نن، فاكتور فون بيماري فون :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 

  01/8/01:  تاريخ دريافت
 0/01/01: تاريخ پذيرش 

 
 كارشناس ارشد ژنتيك ـ دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات ـ گروه زيست شناسي ـ تهران ـ ايران -0
 01001-330: ژنتيك ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي PhD: مؤلف مسؤول -1
3- PhD ـ استاديار مركز تحقيقات بيوتكنولوژي ـ انستيتو پاستور ايران ـ تهران ـ ايران پزشكي بيوتكنولوژي 
 پاستور ايران ـ تهران ـ ايرانكارشناس ارشد بيوتكنولوژي ـ مركز تحقيقات بيوتكنولوژي ـ انستيتو  -1
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  مقدمه 
 ،von Willebrand Factor (vWF) لبرانـد  يوونف ـفـاتتور      
اسـت  متنـوع   يبا عملکردهامر و ين بزرگ مولتيک پروتئي

شـود و در  يمتصل م ـ يکس خارج سلوليماتر يته به اجزا
مشـص   . (0)را بر عهـده دارد  ينقش مهم يستم انعقاديس

توچـک و   يهـا ال رگيانـدوتل  يهـا است تـه سـلول   شده
و  سـاخته را  vWFهـا،   انيشـر ها، آئـورت و   رگيبزرگ، مو
در  vWFتـه ژن   دن ـدهينشـان م ـ  ها همطالع. تنند يترشح م
عـلاوه  . شوديان ميب مصتلف يها ال بافتياندوتل يها سلول
 vWF رهي ـذخ يحـاو  زي ـها نال، پلاتتياندوتل يها سلول بر
ــ ــ يم ــيوســه باشــند تــه ب ــيپلاتــت  يســازها شيله پ  يعن

دو نقـش   يدارا vWF. (1)است شده ديها تولتيوسيمگاتار
هـا  پلاتـت  يموجب چسبندگ( 0: باشديدر هموستاز م مهم

 8با اتصال به فاتتور ( 1شود يوم ميب به اندوتليدر زمان آس
 ژن. (3)تنـد يآن عمل م ـ يبه عنوان ناقل اختصاص يانعقاد
vWF 1/03 گــاه آن در ترومــوزوميتلــون شــده و جا p 01 
 ـ vWFژن . شده اسـت  ييشناسا  kbحـدود  ،ک ژن بـزرگ ي

 ر تديک ژن تاذب غي. (1)باشدياگزون م 11و شامل  078
در ترومــوزوم  vWFمــرتبب بــه ژن  (Non coding)شــونده
 ـا. است شده ييشناسا 11شماره  متشـکل از  ژن تـاذب  ن ي
 يهمولوژ% 07 يبوده و دارا 31تا  13 از اگزون يژن يتوال

ن يک پروتئي،  vWFه ژن يمحصول اول. باشد يم يبا ژن اصل
 Signal) نشـانه  دي ـک پپتي ـاست تـه از   يدينواسيآم 1803

peptid )11 ـپپت -يپـر  ول شده يتشک يانهيد آمياس   Pre)دي

peptid) بـزرگ متشـکل از    ديک پروپپتي. شوديده ميهم نام
 1111بالغ متشـکل از   vWFک مولکول ينه و يآم دياس 710
د نشـانه  ي ـنـه پپت يد آمين اسيشمارش از اول. نه استيآم دياس

ن بـالغ  يپـروتئ ،  761نـه  يد آمين از اسيبنابرا. شوديشروع م
ن تکـرار  يم ـونـوع د  1 ،ين ـيمناطق مصتلـف پروتئ  .(1)است

،  C1 ،C2  ،B  ،D4   ،A2)تننـد يجـاد م ـ يرا ا cDNAشونده 
A1  ،D3 ،D' ،D2 ، D1 )مصتلـف   يول عملکردهـا ؤته مس ـ

داخـل   يهـا جـه پـردازش  يبـالغ در نت vWF . است يمولکول
هتـروژن   يهـا  د تـه منـتب بـه گـروه    يآيوجود مه ب يسلول
 -مـر يمـولت  يهـا  نيکـوپروتئ ياز گل يا ترشـح يو  يارهيذخ
شـناخته   vWFبـه عنـوان   " مجموعـا  وشود ين ميموديمولت
 .(3، 6)گردند مي

 ،von Willebrand disease(vWD)  ويلبرانـد  فـون  يماريب    
 ـبرابر با حدود  يوعيش . ت داردي ـک درصـد در تـل جمع  ي

 يهـا يزيخـونر : متفاوتنـد  يزيخونر يهاتظاهرات و نشانه
 يموارد. هستندع يشا vWDدر همه موارد  يمصاطـ  يجلد

تغييـر قـاب   )دارنـد، نـوع   vWFدر  يتم ـ يته نقـ  نسـب  
تننــد تــه بــا يجــاد مــيرا ا Frame shift) vWD= خــوانش 

 يدر حـال . روبرو هسـتند  يدهنده متنوع يزيتظاهرات خونر
را باعث  vWD 1نوع , vWFدر ساختار  يفيت يها ته نقصان

, مـاران مبـتلا  يتـر اسـت و ب   ابي ـتم vWD 3نوع . دنشويم
ل عدم يدله ن امر بيد تا متوسب دارند و ايشد يهايزيخونر

  .(6)است يمغلوب وراثت يواسطه الگوه ب vWFحضور 
 يمـار يب 3جهش مجزا در ارتبـا  بـا نـوع     011ش از يب    

  داده شـده  يتشـص  يهـا انواع جهش. شده است ييشناسا
ــدر ا ــارين بي ــش  يم ــامل جه ــاش ــتغ يه ــارچوبيي  ر چ
(Nonsense)ــ ــ ي، ب ــاه پيجا ،(Splice site)يمعن ــگ  شيراي
(Missense) يدگـــر معنـــ و(Null allel) شـــتر يب. اســـت

شـوند  يم يمنته (Null allel)به آلل پوچ يژن يهايناهنجار
 توچـک  يهـا ا توچـک، درج يبزرگ  يهاته توسب حذف

(Small insertion)ــش ــا، جه ــه يه ــ يانقط ــيب و  يمعن
 . (0)نديآيبه وجود م شيرايگاه پيجا يها جهش
ژن  يهـا  انـد تـه جهـش    گوناگون نشان داده هاي همطالع    

vWF توانند به نق  عملکـرد منجـر    يم يدر سطوح مصتلف
 ـاز ا يک ـيواجـد جهـش پـوچ،     mRNAب يتصر. شوند ن ي
لـل  آتـه بـه    ييها شود جهش يزده م حدس. باشد يموارد م

ر ترجمه توسـب  يشوند، قبل از حضور در مس يپوچ منجر م
ک ي ـجـاد  يروند تا از ا ين مياز ب (Decay)ب يم تصرسيمکان
. ديآ عمله ب يريجلوگ (Truncated protein)ن ناق يپروتئ
مصتلـف ژن   يهـا  جهـش  ينـه بـر رو  ين زميقات در ايتحق

ت ي ـتـوان بـا قطع   يهنوز نم ـن وجود يرفته، با ايصورت پذ
ا ي ـان و ي ـزان بيم يبر رو ين ترد ته هر جهش چه اثرييتع

 . خواهد گذاشت mRNAدوام 
 ياثر دو جهش مصتلـف بـر رو   يمطالعه حاضر به بررس    
لبراند يون وف 3مار نوع يدر دو خانواده ب mRNAان يزان بيم

هـا   ر جهـش يتـاث  يابيق با هدف ارزين تحقيا. پرداخته است
ان ي ـب يبر رو يريت چه از نظر مکان قرارگياز نظر ماهچه 
ن ي ـا يهـا  افتـه ي. رفتـه اسـت  يصـورت پذ  mRNAي داريپا
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مـاران  يپ در بي ـپ و فنوتي ـارتبـا  ژنوت  ييق به شناسايتحق
 ـ يکيبه عنوان . دينما يلبراند تمک ميون وف 3نوع  ن ياز اول
 يتم ـReal-time RT PCR نه، از روش ين زميدر ا ها همطالع
 .استفاده شد Cyber Green يزيآم با رنگ

 
 ها مواد و روش

وارد  يمـاران يب. بـود  كـاربردي  مطالعه انجام شده از نوع    
شـده و   ييشناسـا " آنـان قـبلا   يهـا ته جهش مطالعه شدند
 DNA ين تـوال ييبه صورت تع ها آن پيژنوت اطلاعات تامل
 هـــاي شيو آزمــا ي ني  بــال يتشـــص. دبــو در دســترس  

پس  .(0)شرح داده شده است ز قبلًايماران نيب کيهماتولوژ
مـاران مبـتلا و افـراد مـورد     يخون ب، يت تتبياز تسب رضا

بـه صـورت    تنتـرل  يهـا  به همـراه نمونـه  ها  آن لينظر فام
انجـام گرفـت تـه     يبه صورت يريگنمونه. ه شديتراته تهيس
 11 خـانواده و  در هـر  مـاران يبن و ينـاقل نمونـه از   8 "تاينها

 يجداسـاز  مراحـل  يسـاز  نـه يبه ينمونه از افراد سالم بـرا 
. ه شـد ي ـته Real-time RT PCRو  RNAاسـتصراج  پلاتت، 

 يسابقه اخـتلال انعقـاد   تهي ان افراد سالمياز م افراد تنترل
آنان توسـب   يانعقاد يماريامکان ب .، انتصاب شدندنداشتند

ده يته در چهار چـوب پرسشـنامه اسـتاندارد پرس ـ    يالاتؤس
تـر  يليل ـيم 1/03 ،شياز هر فرد مـورد آزمـا  . ، رد شدشد يم

گرفته شد تـه بـا مـاده ضـد انعقـاد محلـول        يطيخون مح
لوله تا قبـل از  . ب گشتيمولار ترت 1010/1م يترات سديس

 PRP = Platelet Rich)از پلاتـت  يغن يپلاسما يجداساز

Plasma ) ن مرتبـه  يشـد و چنـد   يب نگهـدار يمح يدمادر
 . ب گردديترات ترتيبا س يتکان داده شد تا به آرام

 
  :سازي پلاتت جداسازي و آماده

ــاز     ــق   يجداس ــت طب ــتورالعملپلات ــاي دس ــرا ه ب ي
 زري ـفرا در ي ـحاصـله   PRP. رفتيصورت پـذ  يشگاهيآزما
وارد  ماًيمسـتق ا ي ـ و شـد  يگـراد نگهـدار   يسانت درجه -71

 . شد  RNAمراحل استصراج 
 

  : cDNAو ساخت  RNAاستصراج 
 RNeasy Plus تيبا استفاده از ت RNAمراحل استصراج     

Mini Kit (اژنـكي تـت شرتـساخ) ت ـساخ. دــام شـانج 

cDNA  ازmRNA ها، با اسـتفاده از  دست آمده از پلاتته ب
ساخت شـرتت   ) QuantiTect Reverse Transcriptionت يت

هـاي   دسـتورالعمل تمـام مراحـل طبـق     .شـد انجـام  ( كياژن
 .رفتيصورت پذ يشنهاديپ
 

 : RT- PCR و آغازگرطراحي 
 ، vWFدست آمـده از  ه ب cDNAه مجزا از يدو ناح يبرا    

 -اتصال اگـزون   يرنده نواحيدر برگ ياختصاص آغازگرهاي
 GAPDHز از ژن ي ـبه عنوان تنترل ن. ديگرد ينترون طراحيا

ه ي ـاول يها يجهت بررس cDNAبعد از ساخت  .استفاده شد
 RT-PCRمراحــل ،  Real-time RT PCRو قبــل از انجــام 

درون  :ر انجـام شـد  يبه صورت ز (Conventional) يمعمول
 01تر شامل يکروليم 11 ييبه حجم نها يوپ  مصلوطيهر ت
بيـونر  ) MasterMix Accua Power PCR PreMixتر يکروليم
نـانو   111 ييبا غلظت نها primer Mixتر يکروليم 0، (كرهـ 

. ه شـد يته ng/µL 111 با غلظتcDNA تر يکروليم 1 و مول
. قـرار گرفـت   ترمـال سـايكلر   هـا در دسـتگاه  سپس نمونـه 

در : شـد ر انجـام  ي ـز يزمـان ـ  ييدما مطابق با برنامه ،واتنش
الگـو در   cDNA يسـاز گراد واسرشتيدرجه سانت 01ابتدا 

ر يز يياول و سپس برنامه دما قه در چرخهيدق 3مدت زمان 
 31گراد به مـدت  يدرجه سانت 01: چرخه تکرار شد 11در 
 ـثان 31گراد به مـدت  يدرجه سانت 11ه ، يثان درجـه   71ه و ي
درجـه   71شـامل   يير نهايتکث. هيثان 10گراد به مدت  يسانت
 هـر نمونـه   يهـا واتنش. بودقه يدق 3مدت  يگراد برايسانت

cDNA يژنقطعه هر سه  يبرا vWF1  ،vWF2  وGAPDH، 
 .(0جدول )زمان انجام شد به صورت هم

 
Real-time RT-PCR : 

 به عنـوان ژن هـدف و ژن   vWF2و  vWF1دو قطعه ژن     
GAPDH سپس واتـنش  . به عنوان ژن مرجع انتصاب شدند

Real-time RT-PCR يهاي هدف و مرجـع بـر رو   براي ژن 
 :گرفت ر انجاميمار به صورت زينرمال و افراد ب يهانمونه
 ،سـنگاپور )ياخانـه  06 يهـا تيک از پلـدرون هر چاه    

ــتم،  ــوط( Microamoبيوسيس ــا  يمصل ــم نه ــه حج  11 ييب
 SYBR Green Master Mixتر يماترول 1/01تر شامل يماترول

   با آغـازگر رـر از هـتيکروليم 1/1، (سـ، انگلي مـبيوسيست)
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 (GAPDH)و مرجع( vWF 1,2)هاي هدف مشخصات آغازگرهاي استفاده شده در اين مطالعه براي تكثير ژن: 1جدول 
 

 Amplicon size سكانس نام
vWF-RNA1-F TCTGTGGATTCAGTGGATGCA 81 
vWF-RNA1-R CGTAGCGATCTCCAATTCCAA 
vWF-RNA2-F AGAAACGCTCCTTCTCGATTATTG 81 
vWF-RNA2-R TGTCAAAAAATTCCCCAAGATACAC 
hGAPDH-F ACACCCACTCCTCCACCTTTG 001 
hGAPDH-R TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 

 
بــا cDNA تــر يکروليم 1 و نــانو مــول 111 ييغلظــت نهــا

ــت ــته ng/µL111  غلظ ــدي در  Real-time RT-PCR. ه ش
 Applied ABI 7300 Sequence Detection) دســتگاه

Systems CA ، يزمان - ييدما و مطابق با برنامه (بيوسيستم 
-گراد واسرشتيدرجه سانت 01در ابتدا : رفتيانجام پذ ريز

اول  قه در چرخـه يدق 01الگو در مدت زمان  cDNA يساز
 01: چرخه تکـرار شـد   11ر در يز ييو سپس دو برنامه دما

گـراد  يدرجه سـانت  61ه و يثان 01گراد به مدت يدرجه سانت
ک ي ـتامـل، توسـب    يري ـهر مرحلـه تکث . قهيدق 0به مدت 
-يدرجه سـانت  01: ته شامل( Dissociation)کيمرحله تفک
مـدت   يگراد برا يدرجه سانت 61ه، يانث 01مدت  يگراد برا

باشـد  يه ميثان 01مدت  يگراد برايدرجه سانت 01ه، يثان 31
ــه منظــور تجز ــب ــه و تحلي ــي ــه  يل منحن ــتيذوب ادام  .اف

هـر سـه    يبراو  cDNA هر نمونه يدو گانه برا يها واتنش
 Ctن يانگي ـزمـان انجـام شـد و م    ، به صورت هميژنقطعه 

 .هر ژن محاسبه شد يبرا (آستانه چرخه)
 

 ها يافته
فـرد   11در  vWFسازي، ميـزان بيـان ژن    بهينه در مرحله    

-RTابتدا  ،آزمايش يانداز جهت راه. گيري شد اندازه طبيعي

PCR از آن جايي كـه ايـن روش   . معمولي صورت پذيرفت
دقت لازم براي ارزيابي كمي بيان ژن را ندارد و بـه ميـزان   

 Real-time RT PCRنيازمند است، از روش  RNAبالايي از 
اهميـت ايـن   . گيري استفاده شد به عنوان روش اصلي اندازه

اندازي روشي بود كه با مقـادير بسـيار نـاچيز     مطالعه در راه
RNA         پلاكتي نيـز قابـل انجـام باشـد و حجـم مـورد نيـاز
هاي خون افراد بيمار و خانواده آنان به كمتـرين حـد    نمونه

 . ها نشود يابد تا باعث ايجاد مشكل براي آنممكن كاهش 
 در هر خانواده شناسايي شده  كه يوع جهشـاس نـبر اس    

 :بندي شده است بود، نتايب به صورت زير دسته
 

 :معني هاي بي جهش
داراي جهـش  بررسي اثر ايـن نـوع جهـش در خـانواده         

1010 G/T  پدر و مادر ناقل . صورت پذيرفت 31در اگزون
خويشاوند درجـه يـك بـوده و داراي يـك فرزنـد       ،بيماري
از يكي از اعضاي ديگر خانواده كـه علايـم   . باشند بيمار مي
نتـايب نشـان   . گيري انجام شـد  را نداشت، نيز نمونهبيماري 

داد كه فرد هموزيگوت در مقايسه با افراد هتروزيگوت بيان 
 111/1بيان نسـبي  )را داشته است vWFكمتري از ژن بسيار 

و اين امر ( =p 111/1و  111/1 ± 137/1در برابر  106/1 ±
 NMDم سبا مكاني mRNAخود شاهدي بر احتمال تصريب 

(Non sense Mediated mRNA Decay )باشد مي. 
 
  :گاه برشيجا
 = Splice donor site)دهنـده  يشيرايگاه پيجهش در جا    

GT) رنـده يپذ يش ـيرايگـاه پ يو جا(Splice acceptor site = 

AG)راههيش بيرايبه پ ، معمولًا(Aberrant) شـود  يمنجر م ـ .
ا دررفتن يپرش )رمزدار يتواند به حذف تواليند ميآن فريا

ــزون ــ (Exon skipping)(اگ ــداري ــوال يا نگه ــرون يا يت نت
گـاه  يجهـش جا  يدارا ،خانواده دوم مورد مطالعه. نجامدا يب
هـا مشـص     آنReal-time RT PCR ب ينتـا  .بودندش يرايپ

 vWFان ژن ي ـزان بي ـبـر م  ين نـوع جهـش اثـر   ي ـاترد تـه  
 ± 016/1 مـاران و يدر ب 111/1 ± 171/1ي ان نسبيب)نداشته
 نوع جهـش در . باشديان ميب يداراو ژن ( نيدر ناقل 717/1
 افـراد  انيم در .شده بوديي شناسا 0G/A-0001 خانواده نيا

 پـدر  همراه به، بودند برادر و خواهر مار تهياز دو ب خانواده
ــادر و ــل آن م ــه ناق ــگ هــا نمون ـــوالد .شــد انجــام يري ، ني

 از  ب حاصلـيه نتاـخلاص. دـبودن کـي هـدرجخويشاونـد 
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مشابه با افراد کنترل نرمال  يانينشان داده شده است که ب يمعنيجهش ب نيا يگوپ دارايک فرد هتروزي يريتکث ينمودار من ن  (راست :9شکل 
. دارد يکمتر اريبس انيگوپ بيگوپ نشان داده شده است که نسبت به فرد هتروزيمار هموزيک فرد بي (چپ :9که در شکل  يدر صورت. دارد

 . شوديبرابر با صزر در نظر گرفته م باًيتقر انيزان بين ميا
 

تص يح شده و ( GAPDH)ميزان بيان نن نسبت به نن مرجع. ه مورد بررسي در اين مطالعهدر دو خانواد vWFميانگين نسبت بيان نن : 2جدول 
 NMDم سواسطه مكاني ابه تخريب ب mRNAباعث مستعد شدن  85جهش پوچ در اگزون . نرمال گزار  شده است ،در مقايسه با گروه كنترل

 . در فرد هموزيگوپ بيمار نزديك به صزر تعيين شده است mRNAشده و سطح 
 

 PLATELET vWF mRNA 90جهش م ل ويرايش اگزون 
 (=n 2)بيمار (=n 2)حامل (=n 90)نرمال

m∆Ct (vWF-GAPDH) 8/1 ± 1/6 071/1 ± 7/6 11/0 ± 1/7 
m∆∆Ct 1 171/1 ± 1/1 01/1 ± 0 

Mean RATIO 01/1 ± 111/0 01611/1 ± 717/1 171/1 ± 1111/1 
 

 PLATELET vWF mRNA 85معني در اگزون  جهش بي
 (=n 2)بيمار (=n 2)حامل (=n 90)نرمال

m∆Ct (vWF-GAPDH) 0/1 ± 1/6 1/0 ± 1/8 8/0 ± 1/01 
m∆∆Ct 1 3/1 ± 0/1 0/1 ± 6 

Mean RATIO 03/1 ± 111/0 1371/1 ± 111/1 1111/1 ± 106/1 
 

 1مـار و  يفـرد ب  3در  vWFژن  mRNAان ي ـزان بيمحاسبه م
فرد ناقل نسبت به افراد نرمال در هر دو خانواده در جـدول  

 .آمده است 1
 

 بحث
 يبـرا  يتم Real-time RT PCR روش از مطالعه نيا در    

 يروش ـ  تـه  اسـت  دهي ـگرد اسـتفاده  vWF ژن انيب سنجش
 ،بـالا  دقت و تيحساس با و بوده ژن انيب يابيارز در مدآتار
 ـا وجـود  با. سازد يم آشکار زين را انيب تم يهازانيم  در ني

 بـه  و است نوپا روش کي،  vWF ژن انيب يبررس خصوص

 جلـب  خـود  بـه  منظـور  ني ـا يبرا را نيمحقق توجه يتازگ
 .است نموده

 ـ      اني ـب سـنجش  در Real-time RT PCR از اسـتفاده  نياول
 1111 سـال  در همکـاران  وكـر   توسب ويلبراند فون فاتتور
 و يانسـان  يهـا نمونه يرو بر مطالعه نيا البته. گرفت انجام

 انجـام  يسـاز  نـه يبه يسلول يها رده در بلکه نبود مارانيب اي
 mRNA يتم ـ يمقـدارها  يبرا يديجد سنجش ها آن .شد

 يتم ـ PCR سـتم يس از استفاده با يانسان لبرانديوونف فاتتور
 قي ـدق و حيصـح  يريگ اندازه اجازه روش نيا. دادند توسعه
 .(7)دهد يم را ها نمونه در mRNA غلظت

GAPDH vWF-1  
GAPDH vWF-1  
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 خانواده کي يرو بر 0001 سال در همکاران وپيرلينك     
 11 اگـزون  در واقـع  811 تـدون  در ته 0 نوع لبرانديوونف
 انجـام  هـايي  همطالع ـ داشتند، CGG به CAG ينيگزيجا کي

 ينيگزيجـا  بـه  منجـر  يدي ـنوتلئوت تـک  جهـش  نيا. دادند
 ـا. شوديم نيآرژن به نيگلوتام نهيدآمياس  بـا  ابتـدا  گـروه  ني

 بـه  پلاتـت  يهـا  RNAيرو بـر  RT-PCR روش از استفاده
 .(8)تردنـد  ييشناسـا  را ماريب يمولکول  ينقا الگو، عنوان
ــا آن ــه ه ــدند متوج ــه ش ــاريب ت ــوتيهتروز انم ــوع گ  0 ن
 را جهـش  واجـد  يتـوال  تنها cDNA سطح در ،ويلبراند فون
 يژنوم DNA سطح در هايبررس تهي حال در دهند يم نشان
 نياولــ جــزو قيــتحق نيــا. بــود گــوتيهتروز صــورت بــه

 ـب بـر  هـا جهـش  اثـرات  داد نشـان  تـه  بود يشواهد  ژن اني
 اثـر  ته شد مشص  نيچن هم. باشد متفاوت تاملًا تواند يم
 مشـص   بـا . باشـد  يرقابت توانديم جهش متعاقب ژن انيب

 در او يبنـد  دسـته  ،ماريب مرتب گوتيهتروز تيوضع شدن
 .(8)ديگرد مطرح يماريب 3 نوع
 دي ـجد جهش يرو بر 1110 سال در همکاران وكابررا     
 تـه  vWF ژن در .G>C 1681 C( H 801 p.Q)يمعن ـ دگـر 
 ـا mRNA از ينييپـا  اريبس سطح  دهـد، يم ـ نشـان  را ژن ني

ــه ــد مطالع ــا. تردن ــروه ني ــا گ ــ از اســتفاده ب ــايبررس  يه
 حسـاس  ژل الکتروفورز ،(SSCP)يارشته تک سميمورف يپل
 و يبررس ـ بـه  رنرماليغ يالگوي ابييتوال و(CSGE) يبيترت
يبررس ـ بينتـا . پرداختنـد  mRNA سـطح  در vWF ژن زيآنال
جهـش  يبـرا  مـاران يب تـه  ترد دييتا vWF ژن يکيژنت يها
 G>C 1681( H801p.Q)و  .G>A 1610 C( Q811R)يهــا
C.  گـوت يهتروز دارنـد،  قـرار  11 اگـزون   3' يانتها دركه 

 .(1)هستند مرتب
 عيشـا  جهـش  يبررس ـ بـه  نـه يزم نيا در يگريد طالعهم    
 نيمحقق ـ. پرداخـت  کـا يآمر در C2680Δ يياروپـا  تيجمع
 ـا رسـد ينم ـ نظـر  به ته نکته نيا ذتر ضمن  در جهـش  ني
 ـب از زي ـن يگزارش ـ باشـد،  عيشـا  کايآمر تيجمع  در ژن اني
ــا. داشــتند مارانشــانيب ــه جهــش ني ــ ت ــک حــذف کي  ت

، شود يم خواندن قاب در رييتغ به منجر و است يدينوتلئوت
 مشکل. بود نکرده جاديا ياختلال چيه mRNA انيب سطح در
 افتـادن  ري ـگ بـا  و ترجمه از بعد ماريب نيا در آمده وجوده ب

  و ياندوپلاسم هشبك لـداخ در لبرانديوونف فاتتور نيپروتئ

 .(0)شد داده  يتشص خون، انيجر به آن شدن آزاد عدم
 0 نـوع  يدارا ياخـانواده  يرو بر زين يگريد يبررس در    
 يهـا يبررس ـ. گرفـت  صـورت  يامطالعـه ،  vWD يمـار يب
-0131 جهـش  يبـرا  مـاران يب تـه  سـاخت  انينما يکيژنت
3C>A ــوال در ــاهيجا يت ــرش گ ــدهيپذ ب ــرونيا رن  از 03 نت
 تـه  شـدند  ادآوري گروه نيا. هستند گوتيهموز،   vWFژن
 در شوديم طبيعي vWF ترجمه به منجر طبيعي mRNA تنها
 ريتـاث  تحـت  تـه  افتـه ي جهـش  گريد يها mRNA ته يحال

NMD بـه . تننـد يم ـ جاديا دهيبر يهانيپروتئ نگرفتند، قرار 
 افتهي جهش يهاmRNA در( Decay)حذف سميمکان علاوه
 مشـاهده  زودرس خاتمه يهاتدون حضور در خصوص به
 .(01)شوديم

 سميمکان اـيآ ته نيا دانستن منظور به گر،يد يقيتحق در    

NMD  ژن يهاجهش در vWF يرو بـر  نـه،  اي دارد حضور 
 بـه . دادنـد  انجـام  يامطالعـه  شاونديخو ريغ ييايتاليا فرد 3

 و 08-10 اگـزون  cDNA د،ي ـجد جهش اثر يابيارز منظور
 محصـولات  يابي ـ يتـوال  و شد ريتکث PCR توسب 11-10

PCR از باعـث  ،پـردازش  گاهيجا ديجد جهش ته داد نشان 
 premature translation)بــه منجــر 11 اگــزون رفــتن نيبــ

termination codons )PTC هـا داده. شـود يم 10 اگزون در 
 يمحتمل ـ ري ـغ طور به vWF دهيبر يهانيپروتئ ته داد نشان
-يم ـ ديتول رد،يگيم صورت mRNA بيتصر ته طور همان
 يبرا NMD تيحساس ته تردند اثبات ها آن علاوه به شوند
 نيچن هم. است PTC تيموقع به وابسته vWF يها سيرونو
 از PTC تننـده  يمعرف يها جهش از يبرخ ته تردند شنهاديپ

 يبرا هدف عنوان به ژن آن اگر يحت تننديم فرار بيتصر

NMD (00)شود شناخته.  
 يها نه ته تنها جهشين زميدر هم يديجد مطالعه نسبتاً    
 يابي ـقـرار داده بـود، در ارز   يگاه برش را مـورد بررس ـ يجا

mRNA هـاي  همشـابه مطالع ـ  يجيبه نتـا  يو پلاتت يتيلکوس 
ته هر جهش اثر خاص خود  ين معنيبد. افتيگر دست يد

ر ييبه صورت تغ ير حتين تاثيا. گذاشته است mRNAرا بر 
مطالعـه  . (01)ز بـوده اسـت  ي ـن يواع حذف اگزونبرش و ان
 سـالم  هـا  آن نفر هفت ل تهيفام سه يبررس با يگريجامع د
 به تمـک  يمنحن ريز هيناح نيبا تصم ين توالييدر تع ،بودند
 ن سه يا. نمودند يريگ لل را اندازهآان هر ـيافزار، نسبت ب نرم
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 ز بر يها ن آن ها را داشتند ته اثر از جهش يانواعخانواده هم 
 .(03)متفاوت بود mRNA يرو
 

 گيري نتيجه
 اثـر  جهـش  هـر  تـه  گرفـت  جـه ينت توان يم مجموع در    

 از ته ييهاجهش يحت. گذارديم ژن انيب بر را خود خاص
 ـب بـر  يمصتلف ـ اثرات تواننديم هستند مشابه تيماه نظر  اني

 ـا در چگونـه  جهش هر ته نيا. باشند داشته ژن  نـد يآفر ني
 .دارد ازين يتر گسترده يهايبررس به تند يم يباز نقش
 

 تشكروقدرداني

وسيله از معاون پژوهشي دانشگاه تربيـت مـدرس،    دينب    
اللهـي تشـكر و قـدرداني     جناب آقـاي دكتـر يعقـوب فـتح    

 . گردد مي
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Abstract 
Background and Objectives 

von Willebrand Disease (vWD) is the most common inherited haemorrhagic abnormality. The 

disease is caused by deficiency of von Willebrand Factor (vWF). vWF is encoded by vWF gene 

and vWD type3 is the severest form of the disease inherited in autosomal recessive pattern. In 

the present study, the impact of various vWF gene mutations on mRNA expression was 

investigated in vWD patients.  

 

Materials and Methods 

Blood samples were obtained from vWD patients with known mutations to determine the vWF 

gene expression level. Peripheral blood platletes were isolated and the total RNA was 

extracted. To evaluate the vWD gene expression of patients and carriers, the quantitative real-

time PCR of the platelet cDNAs was performed. 

 

Results 

Patients in families with the nonsense mutation in exon 35 showed significantly lower levels of 

vWF mRNA compared to the hetrozygote carriers of the mutation and normal controls 

(p=0.005). However, there was no significant difference between vWF mRNA levels in 

patients and carriers in the other families who had splice site mutation in exon 10 (p=0.288). 

The impact of the mutation on the protein synthesis and function has yet to be investigated. 

 

Conclusions 

Each mutation in vWF gene has its particular impact on the gene expression. It has been shown 

that even mutations of the same type may have different effects on mRNA expression. 

Evaluation of cDNA is not applicable in the cases in which the mRNA is affected by NMD 

pathway. 
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