
          
 مغان ، دانشگاه آزاد اسلامی واحد دا88تابستان ، چهارم شماره اول ، سالشناسی جانوری،  پژوهشی زیست_ علمی  فصلنامه

                                                                     

1  

بررسی جهت  ا و مناطق تنظیمی خوشه ژنی بت ساخت سازه ی ژنی حاوی ژن گاما گلو بین
   HPFH موتاسیونهای موثر در فنوتیپ 

  5، مرتضی کریمی پور 4  ، سیروس زینلی3، حسین خان احمد2، فاطمه جمشیدی1*مریم بی خوف تربتی
  
  چکیده

ــاراندر  ــایی در ژن  بیم ــا حــذف ه  بتاتالاســمی موتاســیون ی
 مـی   HbAگلوبین رخ داده که سبب کاهش یا توقف سـنتز           بتا

 دارای دو زنجیـره ی آلفـا        (HbA)هموگلـوبین بـالغین      .شود
 در حالی .می باشد) α2β2(گلوبین و دو زنجیره ی بتا گلوبین 

دارای دو زنجیره ی آلفا گلوبین (HbF) هموگلوبین جنینی که 
بـه   HbF تغییـر    .اسـت ) α2γ2(و دو زنجیره ی گامـاگلوبین       

HbA     یکی از حالـت  . در هفته های اول زندگی اتفاق می افتد 
های خوش خـیم بیمـاری بتـا تالاسـمی، بـاقی مانـدن ارثـی                

 این بیمـاران میـزان    در  . می باشد ) HPFH(هموگلوبین جنینی   
HbF    مـی مانـد کـه مـی توانـد اثـر         بـاقی    همچنان بالاHbA 

ن ژن گامـا گلـوبین درو     . معیوب را در حمل اکسیژن بپوشـاند      
 LCRخوشه ژنی بتا قرار دارد و تحت کنترل ناحیـه تنظیمـی             

 5شـامل   LCR .باشـد   بتاگلوبین مـی خوشه ژنیدر بالا دست 
 بـه نـام منـاطق       DNaseIمنطقه به شدت حـساس بـه آنـزیم          

HS1-5است  .  
 ایجاد موتاسـیونهای رایـج       شناسایی و  در این تحقیق به منظور    

ه عنـوان کنتـرل     یک سازه ی ژنی ب      HPFHدر بروز فنوتیپ      
 HS4,HS3,HS2 '5  '3که حاویمثبت طراحی و ساخته شد 

 mini LCR نام همراه با بخش های بینابینی به kb 4به اندازه 

   وکتور .قرار گرفت kb2 به اندازه A Gamma    در کنار ژن
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pTZ57T/Aــرای کلونینـ ـ ــصولات   ب ــه ی مح   PCRگ اولی

 نیز به عنوان وکتور ثانویـه بـرای سـاب کلونینـگ             pBGGTو
  .استفاده شدند

  
 ،  هموگلوبین جنینی  ،   گاماگلوبین،  بتاتالاسمی :کلمات کلیدی 

HPFH ،LCR.  
  

 مقدمه
تالاسمی از شایعترین اختلالات تک ژنی در انسان بـوده و در            

ی آلفـا یـا     این بیمـاری نقـص در سـنتز یکـی از زنجیـره هـا              
تالاســمی در نــواحی مدیترانــه ای، . بتــاگلوبین رخ مــی دهــد

خاورمیانه، بخشهایی از آفریقا، هند و شرق گسترش بیـشتری          
زنجیـره  فقـدان تولیـد   کـاهش و یـا   در صورتیکه  ]. 11[د دار

در ایـن حـال       مختـل شـده و     HbAسـنتز    رخ دهد    بتاگلوبین
 (HbA)بـالغین  هموگلوبین ]. 10[  نامیده می شود بتاتالاسمی

دارای دو زنجیره ی آلفا گلوبین و دو زنجیـره ی بتـا گلـوبین               
)α2β2 ( می باشد .HbA     حـاملگی قابـل     10 تا   8 قبل از هفته 

 درصـد   13 تـا    4ردیابی نیست، ولی بعد از ماه سوم حـاملگی          
هموگلـوبین   در حـالی کـه       . اسـت  HbAهموگلوبین از نـوع     

وبین و دو زنجیـره  دارای دو زنجیره ی آلفا گل ـ(HbF) جنینی 
 از اوایل دوره ی رویـانی  HbF .است ) α2γ2(ی گاماگلوبین 

.  قابل مشاهده است و سنتز آن به طور سریع افزایش می یابـد            
 درصـد   90به طوری کـه در هفتـه هـشتم حـاملگی، حـداقل              

هموگلوبین از این نـوع مـی باشـد و درطـی دوران جنینـی و                
 در  HbA به   HbFغییر  ت.  نوزادی به شکل غالب باقی می ماند      

 HbFهفته های اول زندگی اتفاق می افتد به طوری که مقدار            
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 درصد کل هموگلـوبین     3تا ششمین ماه پس از تولد به حدود         
 درصد مـی    2کاهش می یابد و پس از یک سالگی به کمتر از            

ــا هنگــام " معمــولا بتاتالاســمیشــروع اخــتلال]. 6[رســد  ت
 گاما یعنی چند ماه پـس از        جایگزینی تولید گلوبین بتا به جای     

  . تولد آشکار نیست
یکی از حالت های خوش خیم بیماری بتا تالاسمی، باقی مانـدن            

این بیماران قادر بـه     . می باشد ) HPFH(ارثی هموگلوبین جنینی    
ادامه حیات هستند زیرا ژن گاما بعد از تولد فعال بـاقی مانـده و               

  HbAی توانـد اثـر       در آنها همچنان بالا می ماند که م        HbFمیزان
  ].10و 12[معیوب را در حمل اکسیژن بپوشاند 

در این تحقیق به منظوربررسی موتاسیون هـایی کـه در القـای             
مجدد  ژن گاما گلوبین موثر هستند ، یـک سـازه ی ژنـی بـه                 
عنوان کنترل مثبت طراحی و ساخته شد که حـاوی ژن سـالم             

هـدف   . است LCRگاما گلوبین وقسمتی از منطقه ی تنظیمی        
از این طراحی آن است که بتوان در آینده با ایجـاد موتاسـیون              
هایی در ایـن سـازه ی ژنـی  کـه احتمـال مـی رود در بـروز                    

 اثر موتاسیونهای گزارش شده را      " موثرند اولا  HPFHفنوتیپ  
 از این سازه به     "درافزایش  بیان گاما گلوبین تائید کرد و نهایتا        

  .  تفاده کردمنظور ژن درمانی بتاتالاسمی اس
، )Aγ(، گامـا آلانـین      (δ)، دلتـا    (β)در انسان گلوبین های بتـا       

 جزء خانواده ژنهای خوشه (ε) و اپسیلون (Gγ)گاما گلایسین 
 کیلوبـاز   60ژنی گلوبین هستند و در ناحیه ای به طول تقریبـاً            

توالی ژنی خـانواده    .  قرار دارند  11در بازوی کوتاه کروموزوم     
ناحیـه  : احی تنظیمـی اختـصاصی از قبیـل       بتاگلوبین شامل نـو   

ــوس  ــرل لوک ــان  (LCR)کنت ــده بی ــزایش دهن ــای اف  و توالیه
)Enhancer (منطقـه  . نیز می باشدLCR) Locus Control 

Region    ( به وسعت kb 15   دارای یکسری نـواحی بـسیار 
 HS بـه نـام    DNaseI به آنـزیم (Hypersensitive)حساس 

.  مـی باشـند    HS5 و   HS1، HS2، HS3، HS4بوده و شـامل   
LCR در فاصله  kb20-6  ژن اپـسیلون  5 انتهـای َ بالا دسـت 

بیـان خوشـه ی      باز شدن کرومـاتین و       LCR. قرارگرفته است 

در مراحـل مختلـف     بتا از جمله بیـان ژن گامـاگلوبین را          ژنی  
  ].  8 و4،5 [کنترل می کندجنینی و بعد از تولد 

 لوغ به ترتیب زنجیـره   در طول رشد و تکامل از دوران جنینی تا ب

εسپس،  γ    و در مراحل انتهایی جنینی و تمـام دوران بعـد از تولـد 
 آگـاهی از مکانیـسم هـای    ]. 5و8[ جایگزین می شـود   β زنجیره

مولکولی روشن شدن ژن گاما گلوبین در دوران جنینی مـی توانـد             
راهکاری برای افزایش بیان ژن گاماگلوبین در بیماران بتاتالاسمی و          

ژوهش ها نشان داده بروز موتاسیون      پ .درمانی این بیماری باشد   ژن  
 HPFHهایی در بخش تنظیمی ژن گاما گلوبین با  ایجاد فنوتیـپ            

 ]. 6[باعث افزایش بیان ژن گاما گلوبین می شود

  
   کارمواد و روش

  :DNAاستخراج 
به روش رسوب   انسان سالم    ژنومیک از خون     DNAتخلیص  

  میلـی لیتـر خـون    5 از مقـدار  (Salting Out)دهی با نمـک  
    DNA. انجـام شـد  % EDTA 10 همراه بـا  نـیم میلـی لیتـر     

استخراج شده توسط الکتروفـورز روی ژل آگـارز یـا توسـط             
  ]. 10[ دستگاه اسپکتروفتومتر تعیین غلظت گردید

  :طراحی سازه ی ژنی
 کـارایی    در این مرحله پس از مطالعـه و بررسـی وکتورهـا و            

بـا اسـتفاده از نـرم       آینده ، طرح نهایی سازه ژنی        ژنی در    سازه
اجـزای تـشکیل دهنـده و    . ترسـیم شـد  Gene runner افزار 

  :عبارتست ازترتیب قرار گیری آن ها 
Gamma HS4, HS3, HS2, A 

وپرایمـر   HS4-F  از پرایمر جلـوبر برای ساخت سازه ی ژنی
 ، از پرایمر جلـوبر HS4  جهت تکثیر قطعه-R HS4معکوس 

HS3-Fپرایمر معکوسو  HS3-R جهت تکثیر قطعه HS3 و 
 بـرای   HS2-Rو پرایمر معکـوس   HS2-F از پرایمر جلوبر 

پرایمرهـای   همچنـین  ]. 1[ اسـتفاده شـد   HS2 تکثیـر قطعـه  
AGamma-F  وAGamma-Rه  بـــرای تکثیـــر قطعـــA 

Gamma طراحی شد.  
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پرایمرهای مورد نیاز دارای جایگاه بـرش آنزیمـی مناسـب در         
  ).1جدول  ( شدندBLASTتمامی پرایمرها  بوده و 5′انتهای 

  

  
، HS4 توالی پرایمرهای جلوبر و معکوس برای تکپیر قطعات : 1جدول 

HS3 ، HS2 و  A Gamma)4(  
  

  :PCRشرایط 
 و بـا  ی زیـر  برای هر قطعه بـر اسـاس برنامـه   PCR  واکنش 

 High Fidelity Expand DNAاســـتفاده از کیـــت 

Polymerase) Roche درجـه   94: ]10[  شـد  انجـام ) ان، آلم 
 94 سیکل بعدی در هر سیکل       10 ، دقیقه 5سانتیگراد به مدت    

 68 ثانیـه و     45 درجـه بـه مـدت        60 - ثانیه 20درجه به مدت    
 درجه برای   94 سیکل بعدی    20 دقیقه سپس    2درجه به مدت    

 2 درجـه بـه مـدت        68 ثانیه و    30 درجه به مدت     60 ثانیه   20
 ثانیه اضافه شد سـپس      20سیکل آن   دقیقه به طوری که در هر       

 درجه طویل شدن نهایی انجـام خواهـد    68 دقیقه در دمای     10
ــت ــارز PCRمحــصولات . گرف ــا 2/1 روی ژل آگ  درصــد ب

اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شده و با اسـتفاده از اشـعه مـاورا            
باندهای مورد نظر از روی ژل بریـده و بـا           . بنفش مشاهده شد  

طبق ) آلمان  ،Qiagen( ازژل DNA استفاده از کیت تخلیص
  .پروتکل کیت تخلیص شد

  :کلونینگ
 E.Coli همه پلاسمیدها با روش ترانسفورمیشن در بـاکتری  

 و بر اساس دستورالعمل اسـتاندارد مربوطـه         ′Top10Fسویه    

-LB بـرای رشـد بـاکتری هـا از محـیط      .  ]10[تکثیر شدند 

broth )Merck،میلـی لیتـر    میکروگرم بر 100حاوی )  آلمان
کلیه دستکاری های مولکولی از قبیل      . آمپی سیلین استفاده شد   
ــمید و  ــیص پلاس ــشهای  DNA،T/Aتخل ــگ و واکن  کلونین

آنزیمی بر اساس دستورالعمل شرکتهای سـازنده کیـت انجـام           
 T4 DNA  همه آنزیم های آندونوکلئاز با اثر محـدود و . شد

 ه از شـرکت  لیگاز و پرایمرهای استفاده شـده در ایـن مطالع ـ  

بـرای کلـون کـردن کلیـه ی     . تهیه شده اسـت ) ایران سیناژن،(
 �pTZ57R) Fermentas وکتـور    T/A از   PCRمحصولات  

سپس ساب کلونینگ قطعات در وکتـور  . استفاده شد ) لیتوانی
pBGGT )     ثبـــت شـــده در بانـــک ژن تحـــت شناســـه

DQ384617 (کلیــه مراحــل کلونینــگ و ســاب . انجــام شــد
تعیـین تـوالی    در برخی مـوارد بـا       آنزیمی و   کلونینگ با هضم    

  .تائید گردید
  

  نتایج
، طـرح نهـایی سـازه ی ژنـی بـه ترتیـب زیـر                هدر این مطالع ـ  

و نیـز   HS4-HS3-HS2-A Gamma  :  مـشخص گردیـد  
    :به ترتیب زیر مشخص شددهنده های برش  ترتیب آنزیم

.NheI-MluI-BglII-AgeI-SalI    وکتورpTZ57T/A  برای 
 pBGGT انتخـاب شـد و      PCRولیه ی محصولات    کلونینگ ا 

. نیز به عنوان وکتور ثانویه برای سـاب کلونینـگ کاندیـد شـد             
 A و  HS4 ، HS3،HS2 قطعـه ی  PCR نتیجـه ی  1شـکل 

Gamma   شرایط انجام    .دهد   را نشان میPCR      ابتدا بـا آنـزیم 
Taq       بهینه و سپس با کیت Expand        قطعـات سـازه ی ژنـی ،

  . تکثیر شد

1             2          3           4           5  
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  . کل قطعات سازه باپرایمرهای هر قطعهPCR: 1شکل

قطعه 2000 bp( ،  -3(  HS3قطعه  1450 bp ،-2) ( HS2قطعه ی 1-
HS4)430 bp ( ،-4  1 مارکرkbقطعه  -5 وA Gamma) 2000bp(  

 
 پس ازتکثیر بـا     چهار قطعه تشکیل دهنده سازه ژنی     هر یک از    

کلونینـگ  . کلون شدند   pTZ57T/A در وکتور    PCR روش  
های قرار داده شده در دو انتهای         ش آنالیز آنزیمی با آنزیم    با رو 

تعیـین تـوالی بـا آغازگرهـای جلـوبر و           .  قطعات تاییـد شـد    
.   نیز صحت انجام ساخت سازه را تایید نمـود          M13معکوس  

 را نشان pT-HS2 و pT- A Gamma هضم آنزیمی  2شکل 
  . را نشان می دهدهضم آنزیمی سازه نهایی 3 و شکل می دهد

  
   .pT-HS2 و pT- A Gamma هضم آنزیمی  :2شکل 

  قطعه (SaI l  و Age I های  با آنزیمpT- A Gammaهضم آنزیمی 1-   
bp  2000  و قطعهbp   2700   پلاسـمید  2- ،).ایجـاد مـی شـود pT- A 

Gamma  ، -3 هضم آنزیمی pT-HS2  هـای   بـا آنـزیمI Age و Bgl II 
-pT پلاسـمید  4-  .)اد می شـود  ایجbp 2700 و قطعه  bp 1450قطعه (

HS2 ،5- 1 مارکرkb  

  
  .هضم آنزیمی سازه نهایی : 3شکل

 و قطعه 2000bpقطعه    ( Sal I و Age Iهضم آنزیمی سازه نهایی  با  1- 
6580bpهضم آنزیمی 3- پلاسمید سازه نهایی 2 ,4- ، .) ایجاد می شود 

 ایجاد می 6580bp و قطعه 2000bpقطعه  ( BglII وMluI سازه نهایی با  
  1kbمارکر  5-، .)شود
  

  بحث
ــایی در ژن    ــا حــذف ه ــاران بتاتالاســمی موتاســیون ی در بیم

 مـی   HbAبتاگلوبین رخ داده که سبب کاهش یا توقف سـنتز           
 در حال حاضر پیوند مغز اسـتخوان قطعـی تـرین روش             .شود

اما ایـن روش بـه دلیـل در    . درمانی برای این بیماران می باشد    
 اهداکنندگان مناسب و داشتن عوارضـی ماننـد         دسترس نبودن 

واکنشهای ایمونولوژیک میزبان بر علیه سـلولهای پیونـد شـده      
 از  دیگـر یکـی  ]. 4[در عمل با مشکلات زیادی مواجه است 

روش های درمـان ایـن بیمـاران القـای مجـدد بیـان ژن گامـا             
گلوبین به کمک داروهای شـیمیایی ماننـد هیدروکـسی اوره ،            

می باشـد کـه در      ... تیرات، همین، اریترو پوئتین و      مشتقات بو 
  سـبب ژن گاما گلوبینافزایش بیان . دوران جنینی فعال است

 معیوب HbA جایگزین  شده کهاین بیماراندر  HbFافزایش تولید
ولی اثرات جـانبی متعـدد ایـن     ]. 3[ می گرددبرای حمل اکسیژن 

  .می کندداروها استفاده طولانی مدت از آن ها را محدود 
در برخی از بیماران بتا تالاسمی که از نوع         مطالعات نشان داده    

HPFH        زیرا  . هستند هموگلوبین جنینی به طور ارثی بالا است 
 در  بیان ژن گاماگلوبین به دلیل بروز موتاسیونهایی در آن و یـا           

فعال باقی مانده و     نیز همچنان     از تولد  نواحی تنظیمی آن، پس   

      1          2          3           
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  معیـوب را  HbAالا می ماند بنابراین اثر  در آنها ب   HbF میزان
 و شدت بیمـاری را کـاهش مـی          در حمل اکسیژن می پوشاند    

 تاکنون برخی از این موتاسیون ها شـناخته شـده و   ]. 2[دهد 
تحقیقات بیشتر در راسـتای شناسـایی سـایر موتاسـیون هـای             

 بر این اساس در صورتیکه بتـوان موتاسـیون   .مرتبط ادامه دارد  
را پـس از شناسـایی بـا روشـهای      HPFHبیمـاران   های رایج   

مولکولی در ژن گاماگلوبین ایجاد کرده، به گونه ای که میـزان            
افزایش یابد می توان با انتقال این سـازه ژنـی بـه      HbFتولید

سلولهای بنیادی خونساز بیماران بتاتالاسمی، گـامی در جهـت     
  . ژن درمانی این بیماران برداشت

ن خوشه ژنی بتا قرار دارد و تحت کنتـرل      ژن گاما گلوبین درو   
بـه   بتـاگلوبین    خوشه ژنـی  در بالا دست     LCRناحیه تنظیمی   

 منطقـه بـه شـدت    5شـامل   LCR .باشـد   مـی kb 15 وسعت
اتـصال  .  اسـت  HS به نـام منـاطق       DNaseIحساس به آنزیم    

ــاطق   ــه من ــصر کــه  LCR از HSفاکتورهــای رونویــسی ب عن
می باشـد،   ه ارتیروئیدی   های رد   تنظیمی اختصاصی برای سلول   

بدین ترتیب عناصـر    . شود   تسهیل باز شدن کروماتین می     سبب
شـوند     مـی  سـبب  و   یافتهتنظیمی به ژن گاما گلوبین دسترسی       

 مانع اعمال اثرات مکانی LCR. این ژن در سطح بالا بیان شود  
کروماتین بر ژن گاما گلوبین و خاموش شدن ژن انتقال یافتـه            

ن عنصر باعـث افـزایش بیـان ژن تحـت      هم چنین ای.گردد  می
با توجه به ظرفیت محـدود وکتورهـا   ]. 8[ دشو کنترل خود می

 در  HSقـرار دادن قطعـات کامـل        در انتقال سازه هـای ژنـی،        
تـوان در کنـار ژن        باشد بنابراین، می    پذیر نمی   داخل آنها  امکان   

 Core کامـل قـسمتی از عناصـر         LCRگاماگلوبین بـه جـای      
 برای بیـان گامـاگلوبین ضـروری هـستند را            که LCRمینیمال  

ــرد  ــتفاده ک ــر  .اس ــات ، Core (core element)عناص قطع
مربوط بـه    LCR فعالیت    عمده  بخش  هستند که  HSکوچکتر  

مطالعات نشان داده که توالی هـای موجـود در           . آنها می باشند  
بـرای فعالیـت و     نیـز   هـا   HS از   Coreهای     بین بخش  فواصل

بر ایـن اسـاس در ایـن    ]. 11[ ند ضروری هستLCRعملکرد 
 ـ  HS4,HS3,HS2 '5 '3  تحقیق یـک کاسـت    kb 4ه انـدازه  ب

  طراحی شد  mini LCR به عنوان همراه با بخش های بینابینی
این سـازه بـه عنـوان    . قرار گرفت A Gamma که در کنار ژن
 ایجـاد موتاسـیونهای رایـج در     جهت شناسـایی و   کنترل مثبت   

س انتقال آن به سـلولهای بنیـادی         و سپ  HPFHبروز فنوتیپ     
، HbFبیان کافی   در صورت   کاربرد دارد تا    رده ی اریتروییدی    

 اسـتفاده بتاتالاسمی مـاژور    از آن در جهت ژن درمانی بیماران        
  .گردد
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