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مقدمه
) Hemoglobinopathiesهموگلـوبین ( اختلالات 

اند که اثـر  هاي وراثتیترین دسته از ناهنجاريرایج
). با داشتن 1شدیدي بر مرگ و میر جهانی دارند (

% جمعیـــــت ناقـــــل در جهـــــان، 7حـــــدود 
ژنی و هاي تکترین بیماريها شایعهموگلوبینوپاتی

).2ي سلامت جهانی هسـتنند ( از مشکلات عمده
هـاي ارثـی   ترین هموگلوبینوپـاتی شایعها تالاسمی

هـاي  ). تالاسـمی بتـا یکـی از بیمـاري    3اند (جهان
اتوزوم مغلوب بوده کـه در سـطح مولکـولی بسـیار     

ي جهش ایجاد کننده200ناهمگون است. بیش از 
). 5و 4(اسـت این بیماري تاکنون شناسایی شـده 

اي یـا بـه   هاي نقطـه هاي بتا توسط جهشتالاسمی
هـایی کـه در ژن بتـا    تر توسـط حـذف  درصورت نا

گیـرد،  صـورت مـی  11گلوبین بر روي کرومـوزوم  
شوند که این امر منجر به کـاهش سـنتز   ایجاد می

)beta+) یا غیاب (betaoهـاي بتـا گلـوبین    ) زنجیره
کشـور  60). تالاسـمی بتـا در بـیش از    6(شودمی

جهان، از جمله در نواحیمدیترانه، آسیاي مرکـزي،  
جنوب چین و خاورِ دور، کشورهاي در امتداد هند، 

سواحل شمال آفریقا و آمریکاي جنوبی، خاورمیانه 
و به خصوص ایران که بـر روي کمربنـد تالاسـمی    

هاي بتا بـه  ). تالاسمی7است (ترقرار گرفته، شایع
) مـاژور:  1شوند: طور کلی به سه دسته تقسیم می

بتا گلـوبین  ي افراد مبتلا به تالاسمی ماژور زنجیره
خونی شدید داشته و نیاز به کنند، کمرا تولید نمی

هاي غالب ). جدا از فرم8انتقال خون منظم دارند (
نادر، بیماران مبتلا به تالاسمی ماژور بـراي ژنهـاي   
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مقدارونیگلوبگاماژنانیبزانیمباBCL11Aژنسمیمورفیپلارتباطیبررس
اصفهانتیجمعدراینترمدیایتالاسمبتايماریببهمبتلاافراددرFنیهموگلوب

چکیده
از اختلالات وابسـته بـه هموگلـوبین را شـامل     تالاسمی اینترمدیا یک بیماري اتوزوم مغلوب بوده که از نظر بالینی طیفی بسیار گسترده:هدفوزمینه

ایـن  وخامت کلینیکی (بـالینی)  اي برگیرد. سطح بالاي هموگلوبین جنینی تاثیر عمدهبین تالاسمی ماژور و مینور قرار میشود و از نظر شدت بیماريمی
تواننـد در کـاهش شـدت    دهد. عوامل مختلفی درون لوکوس بتا گلـوبین مـی  شدت بیماري را کاهش میHbFکه افزایش تولید به طوري،بیماري دارد

توانند سبب افزایش تولیـد هموگلـوبین   میBCL11Aها در ژن مورفیسمعلائم بالینی بیماران بتا تالاسمی اینترمدیا تاثیرگذار باشند. همچنین برخی پلی
با تالاسمی اینترمدیا است.rs11886868هدف مطالعه حاضر بررسی ارتباط پلی مورفیسم .شوندجنینی و تعدیل فنوتیپ بالینی این بیماران 

با اسـتفاده  BCL11Aژن 2در اینترون rs11886868مورفیسم شایع پلیباشد. در این مطالعه مینگرانجام شده از نوع گذشتهي مطالعهروش کار: 
نیو هموگلـوب هموگلوبین جنینـی زانیمبیمار مبتلا به بتا تالاسمی اینترمدیا تعیین ژنوتیپ شد. 50در میان Tetra-primer ARMS PCRاز روش 

انجام گرفت.SPSS16افزار آماري ها توسط نرمتجزیه و تحلیل داده.گردیدمشخص براي هر بیمار حاصل از الکتروفورز يهادادهيبا مطالعه، کل
بود. افرادي کـه از  g/dl33/19/8و میانگین میزان هموگلوبین کل در آنها g/dl04/322/75میانگین میزان هموگلوبین جنینی در بیماران ها:یافته

هموگلوبین جنینی و هموگلوبین کل بالاتري نسبت به افراد فاقد این جایگاه داشـتند، هرچنـد   ) بودند، میانگین CTمورفیک هتروزیگوت (نظر جایگاه پلی
).51/0و 93/0به ترتیب Pاز لحاظ آماري معنادار نبودند (مقدار هاکه این افزایش

گلوبین جنینـی در بیمـاران مـورد مطالعـه     و افزایش بیان ژن گاما گلوبین و میزان هموCدر این مطالعه ارتباطی بین الل بهبودي بخش نتیجه گیري: 
از لحـاظ  هـا یابد، هرچند این افزایشافزایش میHbو HbFدر جایگاه پلی مورفیسم، مقدار Tمشاهده نشد. به علاوه مشاهده گردید که با حضور الل 

آماري معنادار نبودند.

BCL11A ،HbF ،Tetra-primer ARMS PCRمورفیسم بتا تالاسمی اینترمدیا، پلیها: کلید واژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

18/4/1393تاریخ پذیرش: 28/7/1392تاریخ دریافت: 
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oβ و+β   ــب ــوس مرک ــا هتروزیگ ــوس ی ، هوموزیگ
) مینـور: افـراد مبـتلا بـه ایـن نـوع       2).6هستند (

نـد  اي بتـا مواجـه  زنجیـره تالاسمی با کاهش تولید
)+β عمــدتاً هتروزیگــوس و معمــولاً فاقــد علائــم ،(

) اینترمدیا: این نوع از تالاسـمی  3). 8اند (کلینیکی
) یا Mild homozygousبتا به هوموزیگوس ملایم (
) Mixed heterozygousهتروزیگــوس مرکــب (  

از نظـر  )TI(تالاسمی اینترمـدیا ). 2معروف است (
الاسـمی مـاژور و مینـور بـوده و     حدواسط ت،شدت

از حالت ناقل بدون علامت داراي تنوع بسیار بالایی 
). 9(باشـد مـی شدیداً وابسته به انتقال خون تا نوع

هاي مشـخص داراي علائـم   بیماران با وجود جهش
). 6(باشـند  کلینیکی و شـدت بـروز متفـاوتی مـی    

معمـولاً در اواخـر کـودکی یـا     TIبیماران مبتلا به
هاي پزشکی معرفـی  حتی بزرگسالی جهت مراقبت

شوند. این بیماران کمخونی خفیف تا متوسطی می
شان بـین  دهند و سطح هموگلوبین خوننشان می

g/dl10-7عموماً بـدون نیـاز بـه درمـان     است که
). به طـور  10انتقال خون منظم قابل تحمل است (

توان بـه  سمی اینترمدیا را میکلی دلایل ایجاد تالا
هاي تالاسـمی  ) الل1سه دسته تقسیم بندي نمود: 

بتا؛ مهمترین عامل موثر بر ایجـاد فنوتیـپ بـالینی    
هـاي  باشد، مانند وجـود الـل  تالاسمی اینترمدیا می
هایی که داراي اثـر  ) شاخص2خفیف تالاسمی بتا. 

هاي اضـافی آلفـا هسـتند،    مستقیم بر روي زنجیره
طبیعـی آلفـا یـا    هاي غیـر به ارث رسیدن ژنمانند

ي ژنـی بتـا   هـاي خوشـه  مورفیسـم گاما و یـا پلـی  
) عواملی XmnIGγ .3مورفیسم گلوبین، به ویژه پلی

شـدن مجـدد هموگلـوبین    که سبب افزایش و فعال
Cمانند الـل مینـور   )11(شوند) میHbFجنینی (

ــق  ــه متعل BCL11Aدر ژن rs11886868SNPب

)12(.
ژن 5ي ژنــی بتــا گلــوبین انســان داراي خوشــه

کـه در  )β-δ-Aγ-Gγ-ε-´5-3´عملکردي است، (
تـرین  شوند. از مهمدوران تکوین به ترتیب بیان می

ي ژنـی، ناحیـه کنتـرل    عوامل کنترل ایـن خوشـه  
) اسـت  LCR, Locus Control Regionلوکـوس ( 

ــدود   ــه در ح ــیلون  kb20-6ک ــت ژن اپس بالادس
ي ژنی بتا قرار گرفتـه و داراي پـنج جایگـاه    خوشه

باشـد. ) مـی DNaseI)HS1-5حساس بـه آنـزیم   

ــواحی  ــین ن ــریدهمچن ــوانDNaseIگ ــت عن تح
HS111 وHS1ــه ــت و   ک ــب در بالادس ــه ترتی ب

اند، ي ژنی بتا گلوبین قرار گرفتهدست خوشهپائین
ي ژنی بتا گلوبین تاثیر دارند. در بیان ژنهاي خوشه

مطالعـات انجـام شـده بـر روي وضـعیت      بر اساس 
ي ژنی بتـا گلـوبین در انسـان و    کروموزومی خوشه

کـنش  موش نشان داده شده که این نواحی در هـم 
ي ژنـی بتـا   و ژنهاي خوشهLCRدر HS5با ناحیه 

گلوبین، فرم فعال کروماتین را تشکیل داده و باعث 
ي ژنـی بتـا گلـوبین در    بیان مناسب ژنهاي خوشـه 

). سـوئیچ از  13شـوند ( مکان مناسـب مـی  زمان و 
تولیـد هموگلــوبین جنینـی بــه هموگلـوبین بــالغ،   

در انتهـاي سـال اول زنـدگیِ پـس از تولـد      عموماً 
شــود. ایــن ترنسفورماســیون بــه دلیــل کامــل مــی

توانـد در  هایی که تعـویض هموگلـوبین مـی   بینش
تنظیم بیان ژن پستانداران پیشـنهاد کنـد، از نظـر    

. از منظر بالینی نیز فهم جزئیات علمی جالب است
ــالاي     ــطوح ب ــون س ــت، چ ــم اس ــوئیچ مه ــن س ای

ي بـالینی  ) بـا یـک دوره  HbFهموگلوبین جنینی (
). 14تر در بیماران تالاسمی بتا همراه است (خفیف

ي سـیس  کننـده این سوئیچ توسط چنـدین عمـل  
)Cis-acting  و تعداد زیادي فاکتور رونویسی کـه (

-پروتئینی عمل مـی مالتیهايبه عنوان کمپلکس
هـایی  ). درمـان 15گیرد (کنند، تحت تاثیر قرار می

شـده را دوبـاره فعـال    گلـوبین خـاموش  -γکه بیان 
تواننـد از یـک سـري مشـکلات ویرانگـرِ      کنند، می

همراه بیماري در بیماران تالاسـمی بتـا جلـوگیري    
ــد ( ــالگی،  14نماین ــس از دو س ــش HbF). پ بخ

) را تشـکیل داده و  Hb(کوچکی از هموگلوبین کل
هـاي بـالغ در افـراد    گلبـول فقط در درصد کمی از 

). اکثــر افــراد بــالغ نرمــال 15ســالم حضــور دارد (
/. درصد مجموع 6شان کمتر از HbFمعمولاً سطح 

درصـد افـراد   1015-چنـد  هـر ؛هموگلوبین است
). افرادي 4دهند (سطوح بالاتري از آن را نشان می

ــیش از   ــه ب ــد5ک ــلول درص ــزایش س ــاي اف Fه

ــد، تحــت HbFهــاي حــاوي (اریتروســیت ) را دارن
عنوان پایداري وراثتی هموگلـوبین جنینـی مـورد    

مطالعـات پیوسـتگی   . )1گیرنـد ( بررسی قـرار مـی  
20-50ژنتیکی سه لوکوس عمـده را کـه مسـئول    

در بیمـاران  HbFدرصد گوناگونیِ شایع در سطوح 
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شناسایی کردند باشند،تالاسمی بتا و بالغ سالم می
تـک  مورفیسـم ). یکی از مهمتـرین آنهـا پلـی   16(

BCL11Aژن 2) در اینتــرون SNPنوکلئوتیــدي (

ي کننـده به عنوان یک تنظـیم BCL11A. باشدمی
. کنـد عمـل مـی  خاموشی بیـان ژن گامـا گلـوبین   

BCL11A   هـاي  در لوکوس بتـا گلـوبین در سـلول
شود و با عناصـر  یافته ساکن میاریتروئیدي تکامل

ــز در     ــال متمرک ــا اتص ــایی ب ــی انته LCRتنظیم

)Hypersensitive site 3   و ناحیه بین ژنـی، بـین (
، بــراي پیکربنــدي δ-globinو Aγ-globinژنهــاي 

). 15شـود ( ي بتا گلوبین همـراه مـی  مجدد خوشه
، 1601p2لوکـوس  بر روي BCL11Aمحصول ژن 

بوده کـه  Multi-zinc fingerیک فاکتور رونویسی 
HbFانیبي اختصاصی مرحلهي کنندهتنظیمیک 

هاي بسـیاري در مـورد   ). مطالعه17کند (را کد می
کـه در  BCL11Aهاي مـرتبط بـا ژن   مورفیسمپلی

ــلول  ــزان س ــیم می ــاي تنظ ــد Fه ــش دارن ، در نق
هـاي مختلـف انجـام شـده اسـت. برخـی       جمعیت

مورفیسـم در  اند کـه یـک پلـی   مطالعات نشان داده
) بـا بیـان   2این ژن (بر روي کرومـوزوم  2اینترون 

). هــدف از ایــن 14گامــا گلــوبین مــرتبط اســت (
مورفیسم تـک  مطالعه، بررسی فراوانی و ارتباط پلی

ــا میــزان بیــان ژن گامــا BCL11Aنوکلئوتیــدي  ب
در افـراد مبـتلا بـه    Fگلوبین و مقدار هموگلـوبین  

هان بیماري بتا تالاسمی اینترمدیا در جمعیت اصـف 
باشد.می

روش کار
ي خونی از بیماران نمونه50ي حاضر در مطالعه

فـوق  کی ـنیکلیبخـش تالاسـم  مراجعه کننده به
در بـین سـال   شهر اصفهانامام رضا (ع)یتخصص
این مورد آزمایش قرار گرفت. 1392و 1391هاي 
بر اساس تشخیص پزشـک معـالج و بـر پایـه     افراد 

معیارهایی مانند عدم نیاز یا نیاز پراکنده به تزریـق  
خــون و میــانگین ســطح هموگلــوبین خــون بــین 

g/dl10-7   .شناسایی و مورد بررسی قـرار گرفتنـد
حاصـل از  يهادادهيبا مطالعهHbو HbFزانیم

ــورز  ــدهدر(درج شــده الکتروف ــر بي پرون ــاریه ) م
از بیمـاران  نامه . پس از اخذ رضایتدیگردمشخص 

يلیتر نمونـه میلی5و رعایت موارد اخلاقی، مقدار 

هاي حـاوي  به داخل لولهاز هر بیمار گرفته و خون
ــاد  ــه شــد. EDTAضــد انعق ــومی DNAریخت ژن

هاي خون با استفاده از روش استاندارد نمکی نمونه
اي ) استخراج و پس از تعیین غلظت و بـر 18میلر (

نگهـداري  -ºC20انجام مراحـل بعـدي، در دمـاي    
شد. براي طراحی آغازگرهاي مورد نیاز براي انجـام  

هـدف بـا   SNP، توالی نواحی مجاور PCRواکنش 
واقع در پایگـاه  dbSNPمراجعه به بانک اطلاعاتی 

ــی  ، ov/SNPhttp://www.ncbi.nlm.nih.gاینترنت
ــتفاده از    ــا اس ــب ب ــاي مناس ــتخراج و آغازگره اس

هـا  افزار طراحی گردید. تجزیه و تحلیل آغـازگر نرم
بــراي مــواردي مثــل Oligo 7توســط نــرم افــزار 

و سایر مـوارد  Tmتشکیل دوپلکس و سنجاق سر، 
انجام گرفت. همچنـین آغازگرهـاي طراحـی شـده     

BLAST)Basic Localســــرویس توســــط 

Alignment Search Tool ــایت ــود در س ) موج
NCBI،داراي همولوژي در ژنوم براي یافتن نواحی

ــابی شــدند.  مــورد نظــر توســط SNPانســان ارزی
پرایمرهــاي اختصاصــی الــل بــا توجــه بــه آخــرین 

پرایمــر و مکمــل محــل 3´نوکلئوتیــد در انتهــاي 
SNP،با استفاده از روشTetra-primer ARMS

PCR.در این تکنیک بـه چهـار   تعیین ژنوتیپ شد
DNAاز ي بزرگ پرایمر براي تکثیر ژنی یک قطعه

ي قطعـه 2کنتـرل) و  ي(قطعـه SNPالگو حـاوي  
ها نیـاز  کوچکتر نمایانگر هر یک از دو محصول الل

شـدند  ها به نحوي طراحی ). پرایمر1است (جدول 
متفاوت هاياللی در اندازهيکه قطعات تکثیر شده

حاصل گردند و بتوانند توسط آگاروز ژل الکتروفورز 
. براي افـزایش اختصاصـیت واکـنش،    متمایز شوند

3´علاوه بر اولین عـدم جفـت شـدگی در انتهـاي     
پرایمرهــاي اختصاصــی داخلــی، یــک عــدم جفــت 
شدگی اضافی نیز عمداً در موقعیت سوم از انتهـاي  

جـاد  هر یک از دو پرایمر اختصاصـی داخلـی ای  3´
ــراي تکثیــر ویــژه19شــد ( قطعــات اطــراف ي). ب

اي پلیمـراز  مورفیسم مورد نظر، واکنش زنجیرهپلی
)PCR ــم ــر 25) در حجـ ــامل میکرولیتـ 200شـ

10X PCR ،5/1میکرولیتر بـافر  DNA ،3نانوگرم 
ــر  ــیdNTP10میکرولیت ــولار، میل ــر1م میکرولیت

MgCl250از پرایمرهاي کومولیپ5/1، مولارمیلی
ــی (  ــت داخل ــارجی و رف IF ،(1و ORبرگشــت خ
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ــت داخلــی (    ــول از پرایمــر برگش /. IR ،(5پیکوم
/. OF( ،4(پیکومـــول از پرایمـــر رفـــت خـــارجی

ــزیم2میکرولیتــر ( TaqمــرازیپلDNAواحــد) آن

(ترموسایکلر مـدل  PCRسیناژن) توسط دستگاه (
دمایی -ي زمانیاپندورف، آلمان) انجام شد. برنامه

بــه صــورت زیــر بدســت آمــد: PCRبهینــه بــراي 
3بـه مــدت  ºC95ي ذوب آغـازین شــامل  مرحلـه 
تکرار دمایی بـا دناتوراسـیون در   30سپس دقیقه، 
ثانیه در دمـاي  45ثانیه، 30به مدت ºC95دماي 

ºC57 براي اتصال آغازگرها، دماي تکثیرºC72 به
دقیقـه در دمـاي   10ثانیـه و در نهایـت   55مدت 

ºC72 جهــت تکثیــر نهــایی انتخــاب شــد. ســپس
بـه مـدت   1بر روي ژل آگـاروز % PCRمحصولات 

ولت، الکتروفورز شـدند و در  80دقیقه با ولتاژ 40
UVنهایت باندهاي تفکیک شده توسـط دسـتگاه   

Gel Documentation  مشاهده و مورد آنالیز قـرار
بــــراي CCدر افــــراد هموزیگــــوت گرفتنــــد.

ــی ــم پل ــار  BCL11Aمورفیس ــه انتظ ــانطور ک ، هم
ــی ــول  م ــا ط ــدهایی ب ــت بان bp431و bp280رف

، بانـدهایی  TTمشاهده گردید. در افراد هموزیگوت 
گـردد و  مشاهده میbp431و bp195يبه اندازه

، عـلاوه بـر بانـد کنتـرل     CTدر افراد هتروزیگـوت  
bp431  ــد ــر دو بانـ ــل bp195و bp280، هـ قابـ

مشاهده است. پس از تعیین ژنوتیـپ افـراد بیمـار،    
ل همراهی بین بیماري و ژنوتیپ بـا نسـبت احتمـا   

محاسبه گردیـد. بـه   )Odd Ratioیا OR(فزاینده 
منظـور بررسـی اخـتلاف فراوانـی توزیـع ژنـوتیپی       
موجــود در گــروه هــاي مجــزاي مــورد مطالعــه، از 
آزمون کاي دو استفاده شد. در تمـامی محاسـبات   

از نظر آماري معنـا دار در  p>05/0سطح احتمال 
نظر گرفته شد. براي آنالیز آماري نتایج از نرم افزار 

SPSS استفاده شد.16نسخه

هایافته
مورفیســـم شـــایع ، پلــی ي حاضـــردر مطالعــه 
rs11886868 در ژنBCL11A ــراي ــاط ب ــا ارتب ب

، Fمیزان بیان ژن گاما گلوبین و مقدار هموگلوبین 
فرد مبـتلا بـه بیمـاري بتـا تالاسـمی      50انیمدر 

ــتفاده از روش   ــا اسـ ــدیا بـ Tetra-primerاینترمـ

ARMS PCR  ــد (شــکل ــپ ش ــین ژنوتی ). 1تعی
ــاران شــامل  ــرد (%25بیم ) 50زن (%25) و 50م

سـال و بـا   55تا 5ي سنی بیماران از بودند. دامنه
بیمار در 22سال بود. 02/126/26میانگین سنی 

گیري مورد طحال برداري قرار گرفتـه  نمونههنگام 
نفر مونـث بودنـد. سـه    8نفر مذکر و 14بودند که 

بیمار اظهـار داشـتند کـه تـاکنون خـون دریافـت       
در افــراد مــذکر HbFانــد. میــانگین میــزان نکـرده 

rs11886868مورفیسم در تعیین ژنوتیپ پلیPCRي محصول انضمام دماي واسرشت و اندازهه توالی آغازگرهاي طراحی شده ب-1جدول 

PCRاندازه محصول Tm)5→′3′توالی نوکلئوتیدي (آغازگر
FO آغازگر رفت الل)G(CAAAACCTTTTCTGTGTTCTCG5/56280bp

RI آغازگر برگشت الل)G(ATCGTCTTTTGTGTTTAATTTCGTC5/56
RO آغازگر برگشت الل)A(ACGTCCACCAGTCTAGAAAG3/57195bp

FI آغازگر رفت الل)A(AGAATCATTCTGCTCTGGGA3/55
خط مشخص شده است.با زیرشدگیعدم جفتباشد). محل ایجاد میROو FOجفت باز و حاصل همکاري پرایمرهاي 431(باند کنترل مثبت شامل 

Tetra-primer ARMSمحصـولات الکتروفـورز  نمـایش  -1شـکل  
PCR % ــاروز ــر روي ژل آگ ــراي 1ب ــیب ــدي پل ــک نوکلئوتی ــم ت مورفیس

rs11886868 ژنBCL11A بیمار بتا تالاسمی اینترمـدیا. اولـین   2در
)، دومین سـتون  CC)Mix PCRستون از سمت چپ یک فرد هموزیگوت 

یـک فـرد هتروزیگـوت    5و 4، 3هـاي  بازي و ستونجفتM (100مارکر (
CT)PCR از بـین  هـا بطـور تصـادفی   دهنـد. نمونـه  معمولی) را نشان مـی

اندهاي بیمار انتخاب شدهنمونه
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g/dl71/322/72و در افــــراد مونــــثg/dl86
/328/77    و میانگین سـطح هموگلـوبین کـل در

و در افــراد مونــث  g/dl40/10/9افــراد مــذکر  
g/dl26/17/8    بود. پـس از ژنوتایپینـگ مشـخص

نفـر داراي  45، بیمار مـورد مطالعـه  50شد که از 
نفــر داراي ژنوتیــپ 5و CTژنوتیــپ هتروزیگــوت 

نمــودار درصــد 2بودنــد. شــکل CCهوموزیگــوت 
دهد. فراوانی فراوانی این توزیع ژنوتیپی را نشان می

و فراوانی الـل  55در بیماران مورد مطالعه %Cالل 
T% ،45 2محاسبه گردید (جدول.(

شود توزیع مشاهده می3همانطور که در جدول 
ــی  ــوتیپی پل ــم ژن ــروه rs11886868مورفیس در گ

ــدارد     ــاداري ن ــاوت معن ــار تف ــان بیم ــردان و زن م

)63p=./(ي عــدم دهنــدهکــه ایــن موضــوع نشــان
مورفیسم با جنسـیت در  ارتباط توزیع ژنوتیپی پلی

باشد.بیماران مبتلا به تالاسمی اینترمدیا می
حســــب بــــرHbFو Hbمیــــانگین درصــــد 

محاسبه شد. افرادي که از BCL11Aمورفیسم پلی
) بودنـد،  CTمورفیک هتروزیگوت (نظر جایگاه پلی

بالاتري نسبت به افـراد فاقـد   HbFو Hbمیانگین 
از لحاظ هااین جایگاه داشتند، هر چند این افزایش

بـالاتر از  P، ارزش 4آماري معنادار نبودند (جدول 
0,05.(

گیريبحث و نتیجه
فراهم آوردن درمان مناسـب بـراي بیمـاران بتـا     

در گروه بیماران بتا تالاسمی اینترمدیاBCL11Aژن C/Tمورفیسم نمایش درصد فراوانی ژنوتیپ پلی- 2شکل 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

TT

CC

CT

در بیماران تالاسمی اینترمدیاي مورد بررسیBCL11Aمورفیسم فراوانی ژنوتیپی و اللی پلی-2جدول 
درصد بیمارانتعداد بیمارانBCL11Aمورفیسم پلی

CC5%10
CT45%90
TT0___
فراوانی در افراد بیمارهاالل
C55
T45

در مردان و زنان بیمار مبتلا به بتا تالاسمی اینترمدیاrs11886868مورفیسم فراوانی ژنوتیپی پلی-3جدول 
pORزنان بیمارمردان بیمارهاژنوتیپ

درصدتعداددرصدتعداد
CC31228

63./56/1 CT22882392
TT0___0___

2525مجموع
مرجع در نظر گرفته شده استCCژنوتیپ ORدر محاسبات مربوط به 
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تالاسمی اینترمدیا به دلیـل گونـاگونی فنـوتیپی و    
ناهمگونی ژنتیکی این بیماران هنـوز یـک چـالش    

بینی وخامت کلینیکـی  بزرگ بوده و بنابراین پیش
ــوتیپی  ــات ژن ــی را از روي اطلاع ــوار م ــد. دش کن

هاي بتا تنـوع قابـل تـوجهی را در شـدت     تالاسمی
دهند و یکی از فاکتورهاي بهبـود  ماري نشان میبی

بخش در این مورد، توانایی ذاتی تولید هموگلوبین 
جنینی است. با افزایش بیـان هموگلـوبین جنینـی    

هاي غیر توان زنجیرهگلوبین، میحاصل از بیان گاما
متصل آلفا و عدم تعادل ایجاد شده را که منجر بـه  

اریتروپویزیس طبیعی وهاي غیررسوب هموگلوبین
)Erythropoiesis؛ شود، خنثی نمود) غیر موثر می

، وخامت تالاسـمی بتـا را   HbFبنابراین مقدار زیاد 
توسط افزایش سـطح هموگلـوبین و کـاهش عـدم     

و سمیت متعاقبش کـاهش  β/αهاي تعادل زنجیره
دهد. تعیین مارکرهـایی بـراي افتـراق بیمـاران     می

همراه با افزایش هموگلوبین oβتالاسمی اینترمدیا 
جنینــی از بیمــاران تالاســمی مــاژور در زمــان     

زیرا بـا انتخـاب   ؛ تشخیص بسیار حائز اهمیت است
تـوان از عـوارض افـزایش    روش درمانی مناسب می

ي تزریـق زودرس و مسـتمر   میزان آهن در نتیجـه 
خون در بیماران تالاسمی اینترمـدیا و یـا عـوارض    

موقـع و مسـتمر خـون در    ناشی از عدم دریافت به
). در 13بیماران تالاسمی مـاژور جلـوگیري کـرد (   

سالیان اخیر مشخص شده کـه متغیرهـاي خـونی    
توسط ساختار ژنتیکی بیمـاران تحـت تـاثیر قـرار     

هاي همبستگی ژنتیکـی چنـدین   گیرند. مطالعهمی
SNP را که با تنوع در بیان هموگلوبین جنینی در

باشـند،  مـرتبط مـی  خارج از لوکـوس بتـا گلـوبین    
شناســایی نمــوده کــه بــراي کــاهش بــروز شــدت 

اند. دار شناخته شدهکلینیکی بیماري تالاسمی معنا
در ناحیـه  rs11886868تـوان بـه   از این موارد می

اشاره کرد کـه در افـزایش   BCL11Aاینترونی ژن 
هـا  . بررسی)1بیان هموگلوبین جنینی نقش دارد (

کـه بـا   BCL11Aمشخص کردند کـه ژنـوتیپی از   

باشد، با کـاهش  در ارتباط میHbFافزایش سطوح 
). مطالعـات انجـام   16همراه است (BCL11Aبیان 

گویاي این اسـت کـه  BCL11Aگرفته بر روي ژن 
نوکلئوتیـدي (بـه خصـوص    هاي تـک مورفیسمپلی

rs11886868ــه ــازي در 14اي ) در ناحیــ کیلوبــ
در ارتبـاط  HbFقویاً با سـطوح  این ژن،2اینترون 

). بر اسـاس مطالعـاتی کـه تـاکنون     20باشند (می
ــی  ــار م ــده، انتظ ــام ش ــل  انج ــان ال ــه می Cرود ک

و rs11886868مورفیسـم تـک نوکلئوتیـدي   پلـی 
در بیماران تالاسمی اینترمدیا ارتباط HbFافزایش 

به طـور  SNPاین Cوجود داشته باشد. الل مینور 
افزایش HbFمشخص در افراد ساردینین با سطوح 

واریانــت Cدر ارتبــاط بــود. همچنــین الــل یافتــه 
BCL11A   ــطوح ــزایش س ــب اف ــه موج در HbFب

بیماران کمخونی داسی شـکل نیـز گـزارش شـده     
سـال  ي یـودا و همکـاران در   ). در مطالعـه 9است (
ــه   2010 ــد کـ ــزارش گردیـ در rs11886868گـ

جمعیت ساردینین مبتلا بـه تالاسـمی بـا افـزایش     
HbF)35-10P< ــاط ــی) در ارتبـ ــد (مـ ). 21باشـ

ــی  ــین در بررس ــاران و   همچن ــین و همک ــاي ت ه
ــی  ــاران، پلـ ــره و همکـ ــور لتـ ــم همینطـ مورفیسـ

rs11886868   در ارتباط معناداري با کـاهش بـروز
شدت کلینیکی بیماري تالاسمی از طریق افـزایش  

HbF) ــد ــزارش گردیـ ــا ؛ )1گـ ــهامـ ي در مطالعـ
بـر روي  2013نیشابوري و همکاران کـه در سـال   

بیمـار مبـتلا بــه تالاسـمی در ایـران صــورت     100
ــت ــودي  ، گرف ــل بهب ــی ال ــش فراوان ــراي Cبخ ب

rs11886868يدینوکلئوتمورفیسم تک پلی C/T)

ــپ   ،BCL11Aژن  ــا فنوتی ــاران ب ــاً در بیم مشخص
بـالا  HbFتر یـا در افـراد نرمـال بـا سـطوح      ملایم

مورفیسم تـک  براي پلیCمرتبط نبود. فراوانی الل 
در BCL11Aژن rs11886868نوکلئوتیـــــــدي 

و 5/55ي آنهـا % بیماران تالاسـمی مـورد مطالعـه   
). در مطالعــات 22بــود (T%5/45فراوانــی الــل  

Sankaran مشخص شد 2008و همکاران در سال

BCL11Aمورفیسم حسب پلیبرHbFوHbمیانگین و انحراف معیار درصد -4جدول 
CTCCpمتغیر

Hb(g/dl)38/19/849./4/851./
HbF(g/dl)71/304/7589/489/7393./
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sh-RNAو si-RNAتوسط BCL11Aدان که ناك

شـود  میگلوبین جنینی mRNAسبب القاي زیاد 
). در بیماران تالاسمی اینترمـدیا اروپـایی نیـز    18(

نشان داده شد که این پلـی مورفیسـم بـا افـزایش     
ي اما در مطالعه؛ )23در ارتباط است (HbFسطح 

بـر روي  2011هاشمی گرجی و همکاران در سال 
بیمار تالاسمی ماژور در ایران، ارتباط معناداري 50

هموگلـوبین  مورفیسـم مـذکور و افـزایش   بین پلی
ایـن نتـایج متفـاوت در    ). 1جنینی مشاهده نشـد ( 

توانـد ناشـی از تـاثیر متقابـل     مطالعات مختلف می
چندین فاکتور ژنتیکی و غیر ژنتیکی بر روي سنتز 

. در باشــدHbFگامــا گلــوبین و میــزان يزنجیــره
، 2009و همکـاران در سـال   Galanelloي مطالعه

نقـش  HbFدر تنظـیم  BCL11Aگزارش شد کـه  
در مورفیسم تـک نوکلئوتیـدي  پلیCداشته و الل 

ایـن ژن بـه طـور انتخـابی در بیمـاران      2اینترون 
تالاسمی اینترمدیا بروز و بـه طـور چشـمگیري بـا     

=p(افزایش تولید هموگلوبین جنینی همراه اسـت  
حاضـر فراوانـی   ي). در مطالعه12() 05/2˟5-10

بود و بین این 55در بیماران مورد مطالعه %Cالل 
و افـزایش  BCL11Aالل در جایگاه پلی مورفیسـم  

HbF   ــین ــد. چن ــاهده نش ــاداري مش ــاط معن ارتب
ي توانـد بـه دلیـل تفـاوت در زمینـه     اي مـی نتیجه

ــا ســایر جمعیــت  هــا در ژنتیــک جمعیــت ایــران ب
مطالعات باشد. یکی دیگر از دلایل می توانـد عـدم   

قبل یا بعـد از درمـان   HbFوجود نتایج الکتروفورز 
يبیماران و در نتیجـه امکـان محاسـبه   يدر کلیه

این متغیر در تعداد اندکی از بیماران باشد.
ارتبـاط  ،این مطالعـه بـراي اولـین بـار در ایـران     

ــی ــمِ ژن پلـ ــزایش  BCL11Aمورفیسـ ــا افـ را بـ
هموگلوبین جنینی و هموگلوبین کـل در بیمـاران   

تالاسمی اینترمدیا مورد بررسی قرار داده است. بتا 
ــی و    ــوبین جنین ــزایش هموگل ــه اف ــن مطالع در ای

در Tهموگلــوبین کــل در افــرادي کــه داراي الــل 
مورفیسم بودنـد، بیشـتر از افـرادي کـه     جایگاه پلی
هـر چنـد ایـن    بودنـد مشـاهده شـد   Cداراي الـل  

افزایش از نظر آماري معنادار نبود. شناخت عواملی 
هموگلــوبین جنینــیکــه موجــب فعالیــت مجــدد 

توان به عنوان یـک  مهم بوده و از آن می،شوندمی
ــا    ــراي بیمــاري تالاســمی بت ــانی ب اســتراتژي درم

گـردد جهـت کـاهش    استفاده نمود. پیشـنهاد مـی  
ي نتـایج،  گیري و افزایش اعتبار آمـار خطاي نمونه

مورفیسم با بتا تالاسـمی اینترمـدیا   ارتباط این پلی
در جمعیتی بزرگتر شامل نمونه هایی از تمام مردم 
ایـــران بررســـی شـــود. همچنـــین ســـایر پلـــی  

هاي دخیل در تعدیل فنوتیپ بیماري نیز مورفیسم
بررسی گردند.

تقدیر و تشکر
و تحصـیلات تکمیلـی   هـاي پژوهشـی   از معاونت

هــاي مــالی و اصــفهان بــه خــاطر کمــکدانشــگاه 
پرسـنل محتـرم   تجهیزات و همچنین از همکـاري 

امـام رضـا   یفوق تخصص ـکینیکلیبخش تالاسم
هـا و فـراهم   اصفهان بـراي جمـع آوري نمونـه   (ع)
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Study of association between BCL11A gene polymorphism and amount of
gamma globin gene expression and hemoglobin F level in patients with beta

thalassemia intermedia disease in Isfahan population
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of Sciences, University of Isfahan, Isfahan, Iran (* Corresponding author). mbashi@sci.ui.ac.ir
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Abstract
Background: A Thalassemia intermedium is an autosomal recessive disease that from
clinical and also genotypic view contains a very heterogeneous group of hemoglobinopathies
and severity of disease is placed between thalassemia major and minor. High levels of fetal
hemoglobin have a major impact on the severity of this disease, so that increased production
of HbF, reduces these verities of disease. Many factors both within and outside of the beta-
globin locus, including some polymorphisms in BCL11A gene, can increase the production
of fetal hemoglobin and modify the clinical symptoms of beta-thalassemia intermedia
patients.
Methods: This research is a retrospective study. In this study, common polymorphism
rs11886868 in intron 2 of BCL11A gene using Tetra-primer ARMS PCR method was
genotyped among 50 patients with beta thalassemia intermedia disease. The values of fetal
and total hemoglobin were determined by study of electrophoresis data for each patient. Data
were analyzed using independent-samples t test, paired-samples t-test and Chi-square
statistical method through SPSS v.16.
Results: Genotyping study of BCL11A polymorphism showed that a total of 45 patients were
heterozygous (CT) and 5 were homozygous (CC) in polymorphic site. Average levels of fetal
and total hemoglobin in patients were 75.2±32.04g/dl and 8.9±1.33g/dl, respectively. People
who were heterozygote (CT) in polymorphic site, had a higher average of fetal and total
hemoglobin in comparison with patients without this status, however, this increase was not
statistically significant (p-values were 0.93 and 0.51, respectively).
Conclusion: Our data showed that in the presence of T allele in polymorphic site, the values
of HbF and Hb would be increased. However, that increase was not statistically significant.

Keywords: Beta thalassemia intermedia, BCL11A polymorphism, HbF, Tetra-primer ARMS
PCR
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