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	دريافت مقاله: 24/6/84، پذيرش مقاله: 19/9/84

	( مقدمه: وجود همزمان دو ناهنجاري مختلف در يك ژن، هتروزيگوسيتي دو گانه نام دارد. يكي از معمول ترين انواع اين هتروزيگوسيتي ،همراهي تالاسمي و بيماري سلول داسي شكل است كه تالاسمي سلول داسي شكل ناميده مي شود. هدف از انجام اين طرح جستجوي انواع هموگلوبينوپاتيها در بيماران تالاسمي ماژور استان لرستان بوده است.

	( مواد و روش ها: در اين مطالعه سرشماري 65 بيمار تالاسمي ماژور استان لرستان داراي پرونده و مراجعه كننده به بيمارستان شهيد مدني خرم آباد به همراه والدينشان تحت آزمايشات CBC و الكتروفورز هموگلوبين قرار گرفتند. نمونه  DNA بيماراني كه والدينشان داراي هموگلوبينوپاتي  بودند، جهت پي گيري امكان ابتلا به هتروزيگوسيتي دو گانه با استفاده از پرايمرهاي مخصوص جهش هاي ژني ، توسط روش PCR مورد آزمايش قرار گرفت.

	( يافته ها: از ميان 65 بيمار تالاسمي ماژور، والدين دو تن از آنان داراي هموگلوبين S بودند. بنابراين احتمال ابتلاي فرزندان  آنان به هتروزيگوسيتي دو گانه تالاسمي بتا و هموگلوبين S وجود داشت. در بررسيهاي ژنتيك، جهش هاي شناخته شده اين ژن در هر دو كروموزوم شماره 11 حامل ژن بتا گلوبين بيماران وجود نداشت.

	( نتيجه گيري: از مجموع 65 بيمار تالاسمي ماژور استان لرستان، دو بيمار مبتلا به هتروزيگوسيتي دو گانه تالاسمي بتا و هموگلوبين S بودند. با توجه به اين موضوع  انجام مطالعات بيشتر به خصوص در زمينه هاي ژنتيك براي بيماران تالاسمي  و والدين آنان  ضروري است.

	واژه هاي كليدي: بتا تالاسمي ماژور، هتروزيگوسيتي دو گانه، هموگلوبين PCR-S، الكتروفورز هموگلوبين


مقدمه

داشتن همزمان دو ناهنجاري مختلف بر روي يك ژن، هتروزيگوسيتي دو گانه نام دارد. يكي از معمولترين انواع اين هتروزيگوسيتي ،همراهي تالاسمي و بيماري سلول داسي شكل است كه تالاسمي سلول داسي شكل1 ناميده مي شود. به عبارت ديگر بيمار به طور همزمان مبتلا به تالاسمي و بيماري  سلول داسي شكل مي باشد. تالاسمي ها شامل گروهي ناهمگون از اختلالات ارثي سنتز هموگلوبين مي باشند كه عمدتاً در افرادي از تبار مديترانه اي ، آفريقايي و آسيايي رخ مي دهند (1). 

ويژگي معمول اين اختلالات ،‌مختل شدن توليد زنجيره هاي پلي پپتيدي هموگلوبين است. در تالاسمي بتا ، به علت جهش هاي ژن بتا ، توليد اين زنجيره  دچار اختلال مي شود (2). 
بيش از 180 جهش مختلف بعنوان عامل تالاسمي بتا شناسايي شده اند و تقريباً 20 جهش علت 80 % از كل آلل هاي تالاسمي بتا در مردم دنيا محسوب مي شوند (3).

بيماري سلول داسي شكل معروف ترين هموگلوبينوپاتي2 است كه در اثر ايجاد هموگلوبين S3 به وجود مي آيد. جايگزيني تيميدين به جاي آدنين در كدون مربوط به اسيد گلوتاميك و استخلاف والين به جاي اسيد گلوتاميك در اسيد آمينه شماره 6 زنجيره بتا ( كه به صورت ( 2(2 6 Glu-- -> val نمايش داده مي‌شود) علت بروز اين هموگلوبين ناهنجار است(4).لازم به ذكر است كه  هموگلوبينوپاتي ها در اثر جهشهاي نقطه اي در ژن گلوبين و در نتيجه تعويض يك اسيد آمينه در ساختار گلوبين ، ايجاد مي شوند (5).

در بيماري هموگلوبين S هموزيگوت ، هموگلوبينA1  وجود ندارد و مقادير هموگلوبينهاي مختلف در اين افراد به اين شرح است: 20-1%Hbf=4، 80%Hbs>5 و 4-2%HbA26 (6). در بيماري هموگلوبين S هتروزيگوت 60-50%HbA17، 
45-15%Hbs= و Hbf و HbA2 طبيعي يا كمي افزايش دارند (7).

در هتروزيگوسيتي دو گانه تالاسمي بتا و هموگلوبين S  ميزان Hbs ، بيش از هموگلوبين A1 است و كم خوني و يافته هاي باليني از خفيف تا شديد متغيرند و همراه با تظاهراتي شبيه كم خوني سلول داسي شكل ( Hbss ) هستند. اما بر خلاف Hbss ، طحال در اين بيماران بزرگ باقي مي ماند(8). به علت مقادير بالاي Hbs ، اين بيماران مي بايست از قرار گرفتن در شرايط هيپوكسي پرهيز نمايند، لذا از اين بابت با بيماري تالاسمي هموزيگوت تفاوت دارند و در نتيجه تشخيص اينگونه اختلالات حائز اهميت مي باشد(9). هدف از انجام اين طرح جستجوي انواع هموگلوبينوپاتيها در بيماران تالاسمي ماژور استان لرستان بوده است.
مواد و روش ها

65 بيمار تالاسمي ماژور استان لرستان كه از شهرهاي مختلف استان جهت تزريق خون به بيمارستان شهيد مدني خرم آباد مراجعه نموده  و داراي پرونده بودند به همراه والدينشان ، به روش سرشماري مورد مطالعه قرار گرفتند . 

براي والدين بيماران تالاسمي ماژور پس از نمونه گيري و تهيه خون حاوي ضد انعقاد EDTA8، آزمايشات CBC9 و الكتروفورز هموگلوبين به روش استات سلولز انجام شد (10) . جهت شمارش سلول و تعيين انديكسهاي RBC ، دستگاه سل كانتر Sysmex مدل 1000 K ساخت كشور ژاپن مورد استفاده قرار گرفت.

در الكتروفورز هموگلوبين ، وجود يا عدم وجود هموگلوبينهاي غير طبيعي (هموگلوبينوپاتي) و همچنين مقادير(درصد) موگلوبينهاي مختلف بيماران مورد ارزيابي قرار گرفت . علاوه بر الكتروفورز ، درصد انواع هموگلوبينهاي مختلف به دست آمده نيز توسط روش هاي شيميايي و كروماتوگرافي ستوني تائيد شد(11)  . 
در مواردي كه والدين بيماران داراي هموگلوبينوپاتي بودند، جهت تائيد حضور توام ژن بتا تالاسمي با هموگلوبينوپاتي مربوطه ، نمونه هاي بيماران توسط روش PCR1 و با استفاده از پرايمرهاي مخصوص جهش هاي ژن بتا تالاسمي (12) مورد بررسي قرار گرفتند. ده ميلي‌ليتر نمونه خون حاوي EDTA از بيماران تهيه شده و DNA نمونه ها توسط روش پروتيناز K تخليص شد (13)؛ سپس جهت بررسي وجود جهش هاي ژن بتا ، DNA بيماران ، تكثير شده و از نظر وجود يا عدم وجود جهش مورد مطالعه قرار مي گرفت. از روشهاي آمار توصيفي جهت مقياس و توصيف اطلاعات استفاده شد.

يافته ها

پس از انجام آزمايش CBC و الكتروفورز هموگلوبين از والدين بيماران تالاسمي ماژور نتايج زير بدست آمد:

در 95 % موارد شمارش گلبولهاي قرمز بيماران بيش از 1012× 5.5 در ليتر2  ، در 90 % موارد حجم متوسط گلبولهاي قرمز كمتر از 70 فمتوليتر3 و در 98 % موارد ميزان هموگلوبين A2 بيشتر از 3.5% بود4.
لازم به ذكر است از آنجاييكه بيماران مورد مطالعه ، همگي فرزندان تالاسمي ماژور داشتند ، مسلماً ژن جهش يافته بتا را دارا بودند . بنابراين مقادير MCV, RBC و HbA2 آنان از اهميت تشخيص بالايي در اين تحقيق برخوردار نبود . از اين رو در مواردي كه HbA2 كمتر از 3.5 درصد و يا RBC كمتر از 1012× 5.5 در ليتر بود ، ضرورتي بر تائيد قطعي و بررسي مواردي چون ميزان ذخيره آهن كه اثر قابل توجهي بر اين انديكسها دارد ،وجود نداشت. آنچه كه در درجه اول اهميت قرار داشت و ما نيز در پي آن بوديم ، وجود هموگلوبين هاي غير طبيعي يا هموگلوبينوپاتي در والدين بيماران بود .
 در والدين دو تن از بيماران تالاسمي ماژور نتايج زير حاصل شد:

جدول شماره 1ـ مقايسه نتايج به دست آمده از والدين دو بيمار مورد مطالعه
	
	پدر
	مادر

	RBC((1012/Liter)
	52/5
	95/4

	MCV(femtolitre)
	9/78
	83

	HbA2%
	5/7
	5/3

	HbSُ%
	42
	5/32

	HbA1%
	5/63
	54


	
	پدر
	مادر

	RBC((1012/Liter)
	50/5
	90/4

	MCV(femtolitre)
	4/78
	80

	HbA2%
	2/7
	5/3

	HbSُ%
	40
	9/31

	HbA1%
	5/65
	56


با توجه به نتيجه جدول شماره يك ملاحظه مي گردد كه والدين دو تن از بيماران داراي هموگلوبين S مي باشند. وجود  هموگلوبين A1 نشان دهنده اين است كه بيماران از نظر ژن S هتروزيگوت مي باشند .

 از دو بيمار تالاسمي ماژوري كه والدين آنان داراي هموگلوبينS بود ، جهت بررسي وجود جهش ژن بتا آزمايش PCR صورت گرفت؛ اما جهش شناخته شده اي در هر دو كروموزوم آنان وجود نداشت و ژنوتيپ بيماران به صورت  ناشناخته/ناشناخته5 به دست آمد .  
بحث

پس از انجام آزمايشات و بررسي نتايج ، مشخص شد كه والدين دو تن از بيماران تالاسمي ماژور استان ، داراي هموگلوبين  Sمي باشند. مطالعات مشابه از جمله در تركيه شيوع نسبتا بالاي هتروزيگوسيتي دو گانه  تالاسمي بتا و هموگلوبين S را نشان مي‌دهند (14).  با توجه به نتايج به دست آمده  كه هر دو والد داراي هموگلوبين A1 نيز بودند، بنا براين واضح بود كه والدين از نظر وجود ژن S در حالت هتروزيگوت قرار داشته و فقط يكي از كروموزومهاي  آنان حاوي ژن S است.

با توجه به اين مسئله دو احتمال وجود داشت . اول اينكه والدين ممكن است فقط داراي ژن S بوده و  فاقد ژن جهش يافته بتا تالاسمي باشند كه در اين صورت فرزندان آنان فقط مبتلا به بيماري هموگلوبين S بوده و به اشتباه تالاسمي ماژور تشخيص داده شده بودند. احتمال دوم اينكه والدين، هر دو ژن S و ژن بتا تالاسمي را دارا بودند كه در اين صورت براي فرزندان آنان دو حالت ممكن است به وجود آيد .

با توجه به ژنوتيپ والدين (  S/(thalassemia ) فرزندان آنان ممكن است داراي ژنوتيپ به احتمال 25  درصد    (thalassemia /(thalassemia ( بتا تالاسمي ماژور ) و يا به احتمال 50 درصد S/(thalassemia ( تالاسمي به همراه سلول داسي شكل ) و به احتمال 25درصد S/S ( بيماري هموگلوبين S هموزيگوت ) باشند . 
حال سوال مطرح شده اين است كه آيا اين بيماران داراي ژن بتا سالم هستند يا اينكه ژن بتاي آنان داراي جهش تالاسمي است . به عبارتي آيا بيماران ، بيماران هتروزيگوت S هستند يا به بيماري هتروزيگوت بتا تالاسمي سلول داسي شكل مبتلا مي باشند . به منظور پاسخ به اين سوال بيماران از نظر وجود جهش ژن بتا مورد آزمايش ژنتيك توسط روش PCR قرار گرفتند اما جهش شناخته شده اي در هر دو كروموزوم حاصل نشد. باز هم دو احتمال مطرح است . 1- ژن بتا تالاسمي وجود دارد اما توالي آن ناشناخته است 2- ژن بتا تالاسمي اصلاً وجود ندارد و بيماران مبتلا به تالاسمي نمي باشند. پاسخ به اين سوال را تا حدود زيادي مي توان از روي شدت كم خوني و علايم باليني مشخص نمود.

اگر بيمار فاقد ژن بتا تالاسمي باشد و فقط بيماري هتروزيگوس هموگلوبين S داشته باشد ، ميزان هموگلوبين A1 به حدي است (60 – 50%) كه بيمار معمولاً نيازي به تزريق خون نخواهد داشت(15). اما بيماران مورد مطالعه ما نيازمند تزريق خون بودند بنابراين به احتمال قوي ، اين بيماران داراي ژن جهش يافته بتا نيز بودند و در واقع مبتلا به بيماري هتروزيگوت بتا تالاسمي سلول داسي شكل بوده و مي بايست از قرار گرفتن در معرض شرايطي كه  استرس هيپوكسي را به دنبال دارد، بپرهيزند.

نتيجه گيري 

تعدادي از  بيماران تالاسمي ماژور كشور ممكن است علاوه بر تالاسمي داراي ناهنجاريهاي مختلف ديگري نيز در ژنهاي سازنده گلوبين خود باشند . لذا انجام مطالعات بيشتر به خصوص در زمينه هاي ژنتيك براي اين بيماران و والدين آنان  اجتناب ناپذير مي باشد.
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1 βthalassemia  / Hbs


2. Hemoglobinopathy 


3. HbS


4. Fetal hemoglobin


5. S hemoglobin


6. Adult 2 hemoglobin


7. Adult 1 hemoglobin


8. Ethylene Diamine  Tetra Acetic acid 


9. Complete Blood Count





1. Polymerase Chain Reaction 


2. RBC > 5.5 ( 1012 /liter


3. MCV < 70 femtoliter


4. HbA2 >3.5 %


5. unknown/unknown









