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  مقدمه

 سرتاسـر  در یوراثت ـ يهـا  يماریب نیتر عیشا از ها ینوپاتیهموگلوب
 نـد. یآ یم وجود هب نیهموگلوب عملکرد در نقص اثر در که است ایدن

 در يا مطالعه در .)1( هستند عیشا رانیا و انهیم خاور در ها يماریب نیا
 شـدند  يبنـد  دسته یبتاتالاسم ناقلین عنوان به افراد درصد 57/5 رانیا
ــاکنون ).2( ــوبین ژن در نقــص 1536 ت  کــه اســت شــده شــناخته گل

 اسـتات  روي بـر  الکتروفورتیـک  حرکـت  بررسـی  بـا  آنها از بسیاري
 ).1( انـد  شـده  ییشناسا )pH=2/6( آگار سیترات و )pH=6/8( سلولز

 ناقــل تیــجمع از درصــد10 حــدود در زیــن مازنــدران اســتان در
 ناقـل  زی ـن درصـد 15 از شیب ـ و یاتالاسـم بت کننـده  جـاد یا يها جهش
 از یمتفـاوت  يهـا  انـت یوار ).4و3( هستند یآلفاتالاسم ژن يها جهش

 ياگـــر )،Iran( ایـــران )،Punjab( پنجـــاب لیـــقب از Dهموگلـــوبین
)Agri،( ــادان ــمن ،(Ibadan) ایبــ ــد ،(Bushman) بوشــ ــاه اولــ   ربــ

Ouled Rabah)،( گرانـــادا (Granada) نیـــث و (Neath) تـــاکنون 

 و )Punjab( پنجـاب  Dهموگلـوبین  تعـداد  نیا از که شدند ییاساشن
ــران ــا در )Iran( ایــ ــزارش رانیــ ــده گــ ــد. شــ ــوبین انــ  Dهموگلــ
 آنجلـس،  لـس  يهـا  نـام  بـا  که  (beta121 (GH4) Glu>Gln)پنجاب

 زی ـن (Oak Ridge) جی ـر اوك و پرتغـال  نـا، یکارول نـورث  کاگو،یش ـ
ــ شــناخته ــاطقی در درصــدي 2 شــیوع داراي ؛شــود یم ــد از من  و هن
 همچنـین  اسـت.  غربی کشورهاي در درصدي یک شیوع و پاکستان
 شـده  گـزارش  نیـز  سـیاه  نـژاد  در و ییاروپـا  اقـوام  در آن از مواردي

 رد کـرده  مهـاجرت ( هنـدي  اقـوام  بـا  نزدیکـی  رابطه افراد این است.
  ).6و5( اند داشته )گذشته

 بــا همــراه گــوتیهموز و گــوتیهتروز درحالــت Dهموگلــوبین
 نیهموگلـوب  از انـت یوار نیا چنانچه یول ست؛ین یخاص ینیبال میعلا

 ؛باشـد  داشـته  وجود S نیهموگلوب با مرکب گوتیهتروز صورت به
  ).5( شود یم شکل یداس یخون کم بروز به منجر

 کـه  داد نشـان  PCR-RFLP روش از اسـتفاده  بـا  مـا  یقبل ـ مطالعه
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ــام ــراد یتم ــه ياف ــتان در ک ــدران اس ــل مازن ــتیوار حام ــ ان  ابپنج
 لی ـقب از نیهموگلـوب  نی ـا يهـا  انتیوار ریسا و اند بوده Dهموگلوبین
 يهـا  پی ـهاپلوت وجود نیا با نشد. افتی استان در رانیا Dهموگلوبین

 نی ـا ).7( اسـت  بـوده  ناشـناخته  استان در پنجاب Dهموگلوبین همراه
 با که نیبتاگلوب یژن مجموعه يها پیهاپلوت ییشناسا منظور به مطالعه

  شد. انجام ؛دارند یوستگیپ پنجاب Dنهموگلوبی
  بررسی روش

ــا ــا افــرادي هــاي خــانواده از نفــر 18 يرو یفیتوصــ مطالعــه نی  ب
  .شد انجام پنجاب Dهموگلوبین

 Dهموگلـوبین  انـت یوار حامـل  نفر 70 نیب از مطالعه مورد نفر 18
 تیرضــا مطالعـه،  در تشـرک  از افـراد  همـه  شـدند.  انتخـاب  پنجـاب 
 شـد.  يبـردار  نمونـه  آنـان  مـادر  و پـدر  و فـراد ا نی ـا از سپس داشتند.

 يدمـا  بـا  زری ـفر در DNA اسـتخراج  زمان تا یطیمح خون يها نمونه
  شد. ينگهدار گراد یسانت درجه 20 يمنها

-فنـل  استاندارد روش از خون يها نمونه از DNA استخراج يبرا
 در Dهموگلـوبین  ونیموتاس ـ وجود ابتدا در د.یگرد استفاده کلروفرم

 يهـا  پی ـهاپلوت یبررس ـ سـپس  رفت.یپذ انجام حامل فرد ادرم و پدر
 صــورت حامــل افــراد خــانواده در Dهموگلــوبین يدارا آلــل همــراه

 Dهموگلـوبین  کننـده  جادیا ونیموتاس وجود ییشناسا يبرا رفت.یپذ
 هکنند محدود میآنز يریکارگ هب با PCR-RFLP روش از نیوالد در

EcoRI ــ مجموعــه يهــا پیــهاپلوت یبررســ يبــرا شــد. اســتفاده  یژن
 منظـور  بـه  PCR-RFLP روش زین خانواده کی ياعضا در نیبتاگلوب
 مورد نیبتاگلوب یژن مجموعه سرتاسر در سمیمورف یپل هفت ییشناسا
  واکــنش از اســتفاده بــا ابتــدا در منظــور نیبــد گرفــت. قــرار دهااســتف
PCR قـرار  آنهـا  يرو مربوطـه  يهـا  سـم یمورف یپل ـ کـه  گاهیجا هفت 
 حجـم  در هـا  گـاه یجا یتمام يبرا PCR واکنش شد. ریتکث ؛اند گرفته

 شـامل  آن دهنـده  لیتشـک  مـواد  و رفتیپذ انجام تریکرولیم 25 یینها

 5/0 مـولر،  یل ـیم 25 میزیمن از تریکرولیم 10X ، 2 بافر تریکرولیم 5/2
ــریکرولیم ــا dNTP از ت ــت ب ــیم10 غلظ ــولار، یل ــریکرولیم 5/0 م  از ت

ــایپرا ــ ، Forwaerd و reverse يمرهـــ ــد کیـــ ــز از واحـــ   میآنـــ
Taq- DNA polymerase .از تریلروکیم 2 نیهمچن بو DNA  یژنـوم 

 ؛داد یم ـ لیتشـک  مقطـر  آب را واکنش دهنده لیتشک مواد یمابق که
 سـاخت  فرمنتـاس  شـرکت  از مـواد  یتمام گرفت. قرار استفاده مورد

  شد. يداریخر یتوانیل کشور
  MJ mini دســـــتگاه از PCR واکـــــنش انجـــــام يبـــــرا

)Bio Rad، برنامـه  در ها واکنش یتمام شد. استفاده کا)یآمر ساخت 
 کلیس ـ 35 گـراد،  یسـانت  درجه 94 يدما در قهیدق 10 شامل یکسانی
 56 يدمـا  در هیثان 45 گراد، یسانت درجه 94 يدما در هیثان 45 شامل(

 در و گـراد)  یسـانت  درجـه  72 يدمـا  در هی ـثان 45 و گراد یسانت درجه
 یتــوال .شــد اجــرا گــراد یســانت درجــه 72 يدمــا در قــهیدق 5 تیــنها
  است. آمده کی جدول در استفاده مورد يمرهایپرا

 از اسـتفاده  بـا  PCR واکـنش  عملکـرد  صـحت  از نانیاطم از پس
 طور به گاهیجا هر يبرا یمیآنز هضم واکنش آگارز، ژل الکتروفورز

ــه ــام جداگان ــذ انج ــم رفت.یپ ــا حج ــنش یینه ــم واک ــیآنز هض   یم
ــریکرولیم 15 ــامل ت ــریکرولیم 5/1 ش ــافر، ت ــریکرولیم 5/0 ب ــز ت  میآن

 بـه  ها نمونه یتمام .بود PCR محصول از تریکرولیم 13 و محدودالاثر
 در و شـدند  انکوبـه  گـراد  یسـانت  درجه 37 يدما در شب کی مدت

 زیآنال UV نور ریز در و شده لود درصد2 آگارز ژل يرو بر بعد روز
 شـد؛  میتقس ـ دوقطعـه  به PCR محصول یتمام که یصورت در شدند.

 کـه  یصـورت  در شـد.  داده صیتشـخ  گـاه یجا يبرا +/+ عنوان به فرد
 در و شـد  گزارش -+/ فرد ؛خوردند برش PCR محصولات از یمین

 نظـر  در -/- صـورت  بـه  شخص گاهیجا هر يبرا برش عدم صورت
  شد. گرفته

 دهند یم برش را آن که يمحدودالاثر يها میآنز و گاهیجا هفت

  ها پیهاپلوت انواع یبررس يبرا استفاده مورد يمرهایپرا : 1 جدول
  استفاده مورد مریپرا یتوال  یتوال نام  گاهیجا نام

Hinc II ژن درε  Reverse  5′-AATACTCACAAAGTAGCCAGT -3′  
Forward 5′-ATGATATCCATCTCTCCCATT -3′  

Hind III ژن در Gγ  Reverse  5′-TTGAAAGTCAGCTCTGTGTGT -3′  
Forward 5′-ACATAAAACCCTTTGTGGCTC -3′  

Hind III ژن در Aγ  Reverse  5′-TTGAAAGTCAGCTCTGTGTGT -3′  
Forward 5′-ATAAATGAGGAGCATGCACAC -3′  

Hinc II ژن در βψ5'  Reverse  5′-ACCCTTAGATATTTGCACTAT -3′  
Forward 5′-CAATCAATATCACGTTGCCTA -3′  

Hinc II ژن در βψ3'  Reverse  5′-AGGGAAGTTTGTTTGAGACCT -3′  
Forward 5′-TCCTACAGCAGACAGTCTTTT -3′  

Ava II ژن در β  Reverse  5′-GAGGGTTTGAAGTCCAACTC -3′  
Forward 5′-CCCTTCCTATGACATGAACTTAA -3′  

Bam H1 ژن در β  Reverse  5′-GCCCACATCACCAAGGCAAT-3′  
Forward  5′-GCTCTACGGATGTGTGAGAT-3′  
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 ،Gγ ژن در ε ، Hind IIIژن در Hinc II محـدوالاثر  يها مینزآ شامل
Hind III ژن در Aγ ، Hinc II ژن در βψ5' ، Hinc II ژن در βψ3'، 

Ava II ژن در β و Bam H1 ژن در β بود. نیگلوب  
 نی ـا تک تک برش تیوضع خانواده در یوستگیپ زیآنال یبررس با

 پنجـاب  Dهموگلـوبین  هکنند جادیا ونیموتاس همراه به که ها گاهیجا
  شد. مشخص ؛اند دهیرس ارث به

 يهـا  سـم یمورف یپل ـ و پنجـاب  Dهموگلوبین يدارا آلل یابیرد با
ــوع ؛انــد شــده منتقــل فرزنــد بــه مشــترك طــور بــه کــه آن همــراه  ن
 تینها در شدند. ییشناسا پنجاب Dهموگلوبین همراه يها پیهاپلوت

  د.یگرد بهمحاس Dهموگلوبین با پیهاپلوت هر یوستگیپ درصد
  ها یافته

 یژن ـ مجموعـه  در گـاه یجا هفـت  يبرا مطالعه مورد افراد پیژنوت
 جـدول  در شدند؛ داده برش مشخص يها میآنز توسط که نیبتاگلوب

  است. آمده 2
 گاهیجا و Dهموگلوبین ییشناسا يبرا یمیآنز هضم جینتا ریتصو

 داده نشـان  2و1 يهـا  شـکل  در نیبتـاگلوب  ژن در Ava II میآنز برش
  است. شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  D نیهموگلوب آلل khrg بیماران مولکولی آزمایشات نتایج : 1 شکل
 ؛هتروزیگوت بیماران : 7 و 4 ،1 هاي ستون ؛مثبت کنترل : 3 ستون
 و هموزیگوت بیماران : 6 و 5 هاي ستون ؛یعیطب نمونه : 2 ستون

  ladder 100 bp : 8 ستون
  

 مربوطـه  يها میآنز با هشد ذکر يها گاهیجا یتمام یبررس از پس
 هــا گــاهیجا تــک تــک در یوســتگیپ زیآنــال و مبــتلا افــراد نیوالـد  در

 ؛بودنـد  Dهموگلوبین يدارا که یآلل 18 از آلل 17 که شد مشخص
 هـا  سمیمورف یپل گاهی(جا [+ + - - - - +] پیهاپلوت با یوستگیپ يدارا

 ت.اس ـ معـروف  I پی ـهاپلوت به که بودند راست) به چپ از بیترت به
ــا Dهموگلــوبین همــراه آلــل یوســتگیپ بیــترت نیبــد  I پیــهاپلوت ب

  پی ـهاپلوت بـا  Dهموگلـوبین  يدارا گـر ید آلـل  شـد.  تعیین درصد94
  داد. نشان یوستگیپ [+ + + - + + -]

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  یمیآنز هضم جینتا به مربوط ریتصاو : 2 شکل

  β ژن در Ava II میآنز از استفاده با
 بدون PCR محصول نمونه : 1 تونس راست به چب از بیترت به

 ،3 يها ستون ؛ -+/ يها نمونه : 7 و 4 ،2 يها ستون ؛یمیآنز هضم
  يدینوکلئوت  100 مارکر : 9 ستون و +/+ يها نمونه : 8 و 5 ،4
  

  بحث
 Dهموگلـوبین  واریانـت  عمـده  بخش مطالعه نیا جینتا به توجه با

  .است یگانه منشاء داراي ساري در پنجاب
 از عیشـا  تـه یوار نیچهـارم  عنوان هب عنوان به پنجاب Dهموگلوبین

ــواع ــهیوار ان ــا ت ــوب يه ــر در نیهموگل ــان سرتاس ــت جه ــه اس  در ک
 یباســتان جــاده امتــداد در کــه ییکشــورها و انــهیخاورم هندوســتان،

 از یقسـمت  اگرچه است. یفراوان نیشتریب يدارا ؛اند شده واقع شمیابر
 بـه  ؛بـود  انگلسـتان  رکشـو  مسـتعمره  گذشته در که هندوستان کشور
 ؛شـد  یم ـ شمرده کشورها ریسا در پنجاب Dهموگلوبین منشاء عنوان

 يکشـورها  ای ـ و شـم یابر جـاده  بـا  یارتباط چیه که ایدن از یمناطق در
 شـده  افـت ی نیهموگلـوب  از تـه یوار نیا زین ندنداشت انگلستان مستعمره

 يکشـورها  از ياریبس ـ در پنجـاب  Dهموگلـوبین  تـاکنون  .)5( است
 و متحـده  یعرب ـ امـارات  ،يسـعود  عربسـتان  ه،ی ـترک مثـل  انهیرمخاو
 یجنـوب  يهـا  اسـتان  در زین رانیا در ).8-10( است شده افتی تیکو

 از درصـد  4/1 کـه  يطـور  بـه  .شـود  یم ـ افـت ی وفور به خوزستان مثل
  حــدود در هســتند. Dهموگلــوبین حامــل خوزســتان اســتان تیــجمع

 درصـد 50 در و پنجـاب  Dهموگلـوبین  تهیوار افراد نیا از درصد 50
 زی ـن ما یقبل مطالعه). 11( دارد وجود رانیا Dهموگلوبین تهیوار گرید

 مازنـدران  اسـتان  در Dهموگلـوبین  يدارا افـراد  یتمـام  که داد نشان
  ).7( هستند پنجاب Dهموگلوبین تهیوار يدارا

  نیبتاگلوب یژن مجموعه از گاهیجا هفت در پنجاب D نیهموگلوب با افراد پیژنوت : 2 جدول
  کننده محدود میآنز نوع و برش محل

 پیژنوت
5'-ε 

Hinc II 
Gγ 

Hind III 
Aγ 

Hind III 
5'-ψβ 

Hinc II 
3'-ψβ 

Hinc II 
5'-β 

Ava II 
3'-β 

Bam H1 
+/+ 10  0  0  0  1  13 15 
/+-  7  7  3  6  6  5  3  
-/-  1  11  15  12  10  0  0  

  

9       8       7       6        5      4      3       2       1 
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 معمـولاً  گـوت یهموز تیوضـع  در Dهموگلـوبین  حامـل  شخص
 کیتیهمول یخون کم رینظ ییها نشانه يموارد در و است میعلا بدون
 نـوزادان  شـود.  یم ـ مشـاهده  طحال متوسط تا فیخف یبزرگ ف،یخف

 ،یتالاسـم بتا / گـوت یهتروز Dهموگلـوبین  بـا  تولـد  از پـس  ماه شش
 متوسـط  تا فیخف کیتیهمول یخون کم ای بوده میعلا بدون توانند یم

 Sنیهموگلـوب  همـراه  بـه  Dهموگلـوبین  همزمان توارث باشند. داشته
 تـوارث  مشـابه  کـه  شـود  یم ـ شـکل  یداس ـ یخـون  کـم  جادیا به منجر

ــوب ــوب ،E نیهموگل ــوب و C نیهموگل ــرآهن و O-Arab نیهموگل  فق
  ).5( است S نیهموگلوب با همراه
 همراه يها پیهاپلوت ییشناسا يبرا همکاران و یمیرح مطالعه در

 زا استفاده با حامل فرد 22 يرو رانیا غرب در پنجاب Dهموگلوبین
 در پنجــاب Dهموگلـوبین  يدارا آلـل  ،خــانواده در یوسـتگ یپ زیآنـال 
 I پی ـهاپلوت عنـوان  بـه  کـه  [+ + - - - - +] پی ـهاپلوت بـا  افراد یتمام

 نی ـا یوسـتگ یپ زانیم بیترت نیبد شت.دا یوستگیپ ؛شود یم شناخته
  ).12( دش گزارش درصدI 100 پیهاپلوت با آلل

ــه آلــل 17 شــده یبررســ آلــل 18 از حاضــر مطالعــه در  همــراه ب
 يدارا آلـل  یوسـتگ یپ و بود دهیرس ارث به [+ + - - - - +] پیهاپلوت

 مـا  مطالعـه  شـد.  نییتع درصد94 شده ذکر پیهاپلوت با Dهموگلوبین
 در حامـل  افـراد  اکثـر  در Dهموگلـوبین  يدارا آلل که دهد یم نشان

 یمشـترک  منشـا  احتمـالاً  رانی ـا نیکردنش يها استان و مازندران استان
 و کی ـمکز يکشـورها  در پنجـاب  Dهموگلوبین با يافراد اند. داشته

 شـده  ذکـر  پیهاپلوت يدارا که اند شده دایپ زین هلند و کیبلژ ا،یتالیا
  ).14و13و5( بودند
 یجنـوب  يهـا  استان در همکاران و انیاوری مطالعه در وجود نیا با

 5/67 در پنجـاب  Dهموگلـوبین  انـت یوار ،هرمزگان) و (فارس رانیا
 شـت. دا یوسـتگ یپ [+ + - - - - +] پی ـهاپلوت با حامل افراد از رصدد

 ،[+ – – – – – +] پی ـهاپلوت با موارد از درصد 5/17 در که یدرحال
 از درصـد 5 در و [+ + + – – + –] پیهاپلوت با موارد از درصد10 در

 يالگـو  و داد نشـان  یوسـتگ یپ [+ + + + – + –] پی ـهاپلوت بـا  افـراد 
 ).5( دی ـگرد مطـرح  رانی ـا در پنجـاب  Dموگلـوبین ه منشاء چندگانه

 گانـه ی يالگـو  که )12( همکاران و یمیرح مطالعه به ما مطالعه جینتا
  است. تر کینزد ؛سازد یم مطرح Dهموگلوبین منشاء يبرا را

 یژن ـ مجموعـه  يها پیهاپلوت هند، شرق در شده انجام همطالع در
 ارث بـه  نجـاب پ Dهموگلـوبین  يدارا آلـل  همـراه  بـه  کـه  نیبتاگلوب

 خـانواده  9 در شـد.  یبررس شاوندیرخویغ خانواده 11 يرو رسند؛ یم
 پنجـاب  Dهموگلوبین کننده جادیا ونیموتاس يدارا آلل درصد) 76(

 دو در و بـود  دهیرس ـ ارث به [+ + - - - - +] عیشا پیهاپلوت همراه به
 [+ + - - - - -] پی ـهاپلوت بـا  مربوطـه  آلل درصد) 24( گرید خانواده

 شـده  گـزارش  صـورت  نی ـا بـه  یوسـتگ یپ بار نیاول يبرا بود. مراهه
 مطالعـه  با سهیمقا در )15( همکاران و Patel مطالعه جینتا ).15( است

 پنجـاب  Dهموگلـوبین  يدارا افـراد  اعظم قسمت که دهد یم نشان ما
 نـادر  يها پیهاپلوت و هستند یکسانی منشاء يدارا تیجمع دو هر در

 يدارا تی ـجمع دو هـر  در پنجـاب  Dگلوبینهمو همراه شده مشاهده
  است. یمتفاوت یکیژنت منشاء
 پنجاب Dهموگلوبین آلل همراه به حاضر مطالعه در وجود نیا با

 کـه  شـد  مشـاهده  یمازنـدران  فرد کی در [+ + + - + + -] پیهاپلوت
 بـه  لازم است. نشده گزارش Dهموگلوبین همراه به رانیا در تاکنون

 بـه  و جداگانـه  طـور  به لندیتا و هیترک در پیتهاپلو نیا که است ذکر
 پیهاپلوت نیا البته ).17و16( است شده گزارش Dهموگلوبین همراه

 شـده  گـزارش  همکـاران  و یم ـیرح مطالعـه  در یع ـیطب آلل همراه به
  ).12( است

 بار نیاول يبرا [+ + + - + - -] نادر پیهاپلوت زین هیترک کشور در
 [+ + + - + + -] نـادر  پیهاپلوت نندما که )18( شد گزارش جهان در
 ای ـ و باشـند  داشته متفاوت یکیژنت منشاء توانند یم مازندران استان در
  باشند. آمده وجود به یژن یینوآرا مانند ییها سمیمکان اثر در

  گیري نتیجه
 Dهموگلوبین واریانت عمده بخش که داد نشان مطالعه نیا جینتا

 نـادر  هاپلوتیـپ  احتمـالاً  اسـت.  یگانـه  منشاء داراي ساري در پنجاب
 هایی مکانیسم اثر در یا و داشته متفاوتی ژنتیکی منشاء یا شده مشاهده

  است. آمده وجود به ژنی نوترکیبی قبیل از
 قدردانی و تشکر

 )91-111 (شــماره مصــوب یقــاتیتحق طــرح حاصــل مقالــه نیــا
 و بـود  مازندران یپزشک علوم شگاهدان يآور فن و قاتیتحق معاونت

 د.یرس انجام به محترم معاونت آن یمال تیحما با
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 ________________________________________________________________________________________________________________________________  
Abstract 
Background and Objective: Hemoglobin D-Punjab is one of the variant of hemoglobin caused by a 
mutation on position 121 of beta globin gene which is frequent in India, Pakistan and Iran. Heterozygote 
form of this variant is mainly asymptomatic while in combination with hemoglobin S, severe form of 
anemia occure. This study was carried out to determine the beta globin gene haplotypes associated with 
hemoglobin D-Punjab in Northern Iran. 

Methods: This descriptive study was carried out on families of 18 individuals whom were carriers of 
hemoglobin D-Punjab in Sari in Northern Iran. Genomic DNA was extracted from peripheral blood 
samples using Phenol-chloroform standard protocol. In order to identify different haplotypes associated 
with hemoglobin D-Punjab, PCR-RFLP method and family linkage analysis were used. 

Results: In 17 subjects hemoglobin D-Punjab was linked to [+ - - - - + +] haplotype and in one case 
association with [- + + - + + +] haplotype was observed. 

Conclusion: The hemoglobin D-Punjab alleles have mainly unicentric origin and [- + + - + + +] rare 
haplotype may have different genetic origin or is created as a result of gene recombination. 

Keywords: Hemoglobin D-Punjab, Haplotype, PCR-RFLP, Iran 
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