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 مقاله پژوهشي 

  

  rs66868858و  rs8101606  ،rs10421768های مورفیسمنقش پلی

 کننده به ماژور مراجعهژن هپسیدین در سرباری آهن بیماران مبتلا به تالاسمی 

 فر تهرانظدرمانگاه 
 

 4، مجید شهابي3، فهیمه رنجبر کرماني2، آزیتا آذرکیوان1معصومه یزدی
 

باشند اما تزریق خون دچار آنمي شدید بوده و برای بقا وابسته به تزریق خون منظم مي ،بیماران تالاسمي ماژور
کنندده پپتیدی است که تنظیمشود. هپسیدین پليباعث ایجاد مشکلاتي از قبیل سرباری آهن در این بیماران مي

سایي شده اسدت کده در هایي در ژن کدکننده هپسیدین شنامورفیسملياخیراً پ .باشدآهن مي هومئوستازاصلي 
 rs10421768  ،rs8101606بررسي ارتباط واریانت های  ،ها دخیل هستند. هدف از مطالعهسرباری آهن در بافت

 . بوددر ژن هپسیدین و سرباری آهن در بیماران بتاتالاسمي ماژور  rs66868858و 

سدا   خون بیماران تالاسمي ماژور مربوط به درمانگداه تالاسدمي ر در  نمونه 100، مقطعي در این پژوهش
 High resolution meltها بدا رو  مورفیسمژنومي، ژنوتیپ پلي DNAآوری شد. پس از استخراج جمع 

curve analysis .ن ها معتبرسازی شد. برای ارتبداط بدینتایج ژنوتیپ با تعیین توالي تعدادی از نمونه تعیین شد
دهنده نشدان >p 05/0است اده شدد. مقددار  دوکای ن از آزمونههای سرباری آهای مختلف و شاخصژنوتیپ

 ارتباط معنادار در نظر گرفته شد. 

علاوه ه ( از بیماران دارای سرباری آهن بودند. ب%72ن ر) 72تعداد ،  ≤ng/mL 1000 برمبنای مقدار فریتین سرم
 63( از بیماران مبتلا به سرباری آهن قلبي و %33ن ر) 33تعداد  ،المللي تالاسميمعیارهای فدراسیون بینمطابق 
های مختلف و میزان فریتین، آهن داری بین ژنوتیپاارتباط معن کبدی بودند. هیچ ( دچار سرباری آهن%63ن ر)

 قلب و آهن کبد یافت نشد.

 ،های مورد بررسي و سرباری آهن یافت نشدمورفیسممطالعه ارتباطي بین هر کدام از پليهر چند در این 
ها به صورت یک هاپلوتیپ واحد در سرباری آهن دخالت داشته باشند که نیازمند مورفیسمممکن است این پلي

 بیشتر است. هایهمطالع
 مورفیسمسرباری آهن، پلي ،هپسیدین تالاسمي بتا، 

 
 
 
 
 

 07/10/1400: تاريخ دريافت
 28/04/1401  :تاريخ پذيرش

 ـ تهران ـ ايران مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خوندانشجوی کارشناسی ارشد زيست فناوری پزشکی ـ  -1
 ـ تهران ـ ايران مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون استادـ  خون و هماتولوژی کودکانفوق تخصص  -2
3-  PhD ـ تهران ـ ايران مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خوناستاديار ـ  طب انتقال خون 
مرکز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق های بيولوژيک ـ استاديار فرآورده PhDمؤلف مسئول:  -4

 14665-1157پستی: 
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توزومـال اهـای بيمـاریتـرين تاتالاسمی يکی از رايـ ب    
، بالاتر از %4مغلوب در جهان است. ايران با ميانگين شيوع 

(. شدت تالاسـمی بسـتگی 1( قرار دارد)%1ميانگين جهانی)
های حذف يا غيرفعال شده دارد که دارای انواع به تعداد ژن

اين بيماری بـه  باشد. نوع ماژورمينور، اينترمديا و ماژور می
(. 1، 2سته بـه تزريـخ خـون اسـت)صورت آنمی شديد واب

مانـدن بـرای زنده شـخص دارای تالاسـمی مـاژور معمـولاً
باشـد و در معـرخ خاـرات نيازمند تزريخ خون منظم می

ناشی از تزريقات مکـرر خـون ماننـد سـرباری آهـن قـرار 
گيرد. آهـن ااـافی بـه صـورت آزاد در پ سـما يـا بـه می

دارای اثر سـو  بـر باشد و صورت رسوب در کبد سمی می
(. تجـويز 3های بدن مانند قلـب و کليـه اسـت)ديگر ارگان

کننده آهن تا حدی به کاهش سرباری آهـن داروهای ش ته
کند اما دارای عوارخ جانبی مخصوص بـه خـود کمک می
 (.4باشند)نيز می
شـود. هموستاز آهن توسط عوامـ  مختلیـی کنتـرل می    

اسـت و توســط ژن  پپتيـدیهپسـيدين يـک هورمـون پلــی
HAMP  دارد کـد شـده و در  قرار 1۹که برروی کروموزوم

 هومئوستازکننده اصلی شود. هپسيدين تنظيمکبد ساخته می
(. ميزان هپسـيدين در بيمـاران تالاسـمی 4، 5باشد)آهن می

اين هورمون سـرکوب  ساختماژور بسيار پايين است زيرا 
(. 5-7شــود)شــده کــه در نهايــت باعــه تجمــ  آهــن مــی

( 1کنـد: هپسيدين از سه طريـخ آهـن خـون را تنظـيم مـی
( توقـف آزاد شـدن آهـن از 2ممانعت جذب آهن از روده 

(. 8ها )( کنترل آهن ذخيره شده در هپاتوسيت3ماکروفاژها 
متـاثر  پسـيدينزيادی نشان داده است که بيان ه هایهماالع

باشـد. مـی HAMPهايی بـر روی ژن مورفيسماز وجود پلی
-.cمورفيسم و همکارانش نشان دادند که وجود پلیپاراجز 

582A>G (. ۹شــود)باعــه کــاهش بيــان ژن هپســيدين می
و همکارانش نيز تائيدکننده نقش ايـن  آندريانی هایهماالع
سم در افزايش آهن کبدی و افزايش ساح سـرمی يمورفپلی

 (.10باشد)آهن می
تاز آهـن با توجه به نقش محوری هپسـيدين در هموسـ    

های تـک نوکلئوتيـدی مورفيسمونيز تاثير کمی و کيیی پلی
در بيـــان ژن، هـــدف از ايـــن ماالعـــه بررســـی ارتبـــا  

 rs66868858و  rs8101606  ،rs10421768 هایمورفيسمپلی
در بيمـاران تالاسـمی مـاژور ژن هپسيدين و سرباری آهـن 
چـه  . اگـربـودهای آهـن کنندهتحت درمان منظم با شـ ته

اي  اين تحقيخ تاثيری در درمان سرباری آهن در بيمـاران نت
هـای ی مکانيسـميتواند در شناسـاولی می نداشتتالاسمی 

 ثر باشد.مؤگذار بر سرباری آهن تاثير
 

ای( و ای)مشـاهدهمداخله غيرمقاعی اين ماالعه از نوع     
مـنظم بـرای بيمار تالاسمی ماژور که به طـور  100 بر روی

دريافت خون به درمانگاه تالاسمی ظیر تهران مراجعه کرده 
 انجام شد. 13۹۹-1400بودند در سال 

هیتـه(،  4تا  2همگی تحت تزريخ منظم خون)با فاصله     
، Exjadکننده)دسـیرال، تحت درمان منظم با داروهای ش ته

سـال  14( بوده و سـن بـالای Exjade، دسیرال/L1ل/دسیرا
 المللـی تالاسـمی. براساس راهنمای فدراسـيون بـينداشتند

(TIFفريتين بالای ) ng/mL 1000  سرم به عنـوان سـرباری
  T2*MRIگرفته شد. آهن قلب و کبـد توسـط  آهن در نظر

بندی شدت سرباری آهن کبد و قلب گيری شد. طبقهاندازه
ايـن پـژوهش توسـط  .(2و  1بود)جـداول جـداول ماابخ 

آموزشی و پژوهشی طب انتقـال  عالی سسهؤکميته اخ ق م
از همه  تصويب شد و IR.TMI.REC.1399.019با کد  خون

 نامه کتبی اخذ شد.بيماران راايت
 

 آناليز مولکولی:
 12، بــا  EDTAليتــر از خــون گرفتــه شــده بــا ميلــی 3    
ـــافر ليزکننـــدهليتـــر ميلی  mM 150 EDTA  ،mM 10)از ب

NaHCO3  ،mM 1 NH4CL )دقيقه  10به مدت و  و ـمخل
سانتريیيوژ شد. محلول رويی دور ريختـه  g 3000× با دور

طبيعـی های سیيد دو مرتبه با محلـول شد و رسوب گلبول
گلبـول سـیيد  mL 2/0ژنومی از  DNAسالين شسته شدند. 

)تايوان( طبخ دستورالعم  کيت اسـتخرا   GeneAllبا کيت 
 و rs8101606  ،rs10421768 هایمورفيسـمشد. بـرای پلـی

rs66868858 های اختصاصی طراحی شـد و توسـط آغازگر
 . (3)جدول شد ساختهشرکت سينا کلون 

هـای نمونـه بـا واکـنش 10مورفيسم تعداد برای هر پلی    
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 بندی بیماران بر اساس میزان آهن کبدی: تقسیم1جدو  
 

 
 طبیعي

ms* 3/6>  
 خ یف

ms 3/6-8/2 
 متوسط

ms 7/2-4/1 
 شدید

ms 4/1<  
 خیلي شدید

ms 0/1< 

 0 8 32 23 37 فراوانی)تعداد(

 0/0 8/7 4/31 5/22 3/36 درصد

 با مقدار آهن بافت نسبت معکوس دارد. ms (millisecond)ميزان   T2 MRI* در 
 

 بندی بیماران بر اساس میزان آهن قلبي : تقسیم2جدو  
 

 
 طبیعي

ms* 20>  
 خ یف

ms 14-20 
 متوسط

ms 10-14 
 شدید

ms 10<  
 خیلي شدید

ms 0/5< 

 - 6 10 17 67 فراوانی )تعداد(

 - ۹/5 8/۹ 7/16 7/65 درصد

 با مقدار آهن بافت نسبت معکوس دارد. ms (millisecond)ميزان   T2 MRI* در 
 

  HRMبرای تعیین توالي و نیز  PCRهای : خصوصیات آغازگرهای مورد است اده در واکنش3جدو  
 

 آغازگر
 سکانس
(5’-3’) 

 درجه حرارت

(˚C) 

 درصد بازهای

GC 
 (%) 

 طو 
(nt) 

668-F AAGAGGCAAAATGTGCAAGGG 
5۹ 

48 
110 

668-R GACTGCAGTGCCTTCATTCCT 52 

810-F CTTCGTCTTGGAGGGTGAGAGAT 
61 

52 
100 

810-R AGTCCCACCATCTCCTCTTGTT 50 

104-F TTCCAGTTACCAGAGCCACAT 
61 

48 
104 

104-R GAACACTAGATAGCCCTGAGCA 50 

 

PCR  نتيـک ژتکثير و جهت تعيين توالی به شـرکت کـدون
هـا بـا . تعيين ژنوتيـ  نمونـه(Sanger method)ارسال شد 

انجام  High resolution melt curve analysis (HRM)روش 
و بـا  µL 20ی يدر حجم نهـا PCRهای گرديد. ابتدا واکنش

کيـاژنHRM (Type- it HRM  ،)مـيک   µL 10استیاده از 
 DNAاز  ng 20ها و نيز آغازگرهر کدام از  µM 7/0غلظت 

 ۹6دقيقـه در  10ی متشک  از يژنومی انجام شد. چرخه دما
 ۹5ثانيـه در  10شام   چرخه 40و سپ   گرادسانتی درجه

گراد بـود. درجـه سـانتی 60ثانيه در  30گراد و درجه سانتی
 10 گرادسـانتی درجه ۹5نيز به صورت  HRMهای واکنش
 گرادسـانتی درجـه 70ثانيـه و  5 گرادسانتی درجه 40ثانيه، 

گراد ســانتیدرجــه  ۹7ثانيــه بــود و پــ  از آن دمــا تــا  60
بـار  25افزايش يافته و در هـر درجـه شـدت فلوروسـنت 

 Rocheبـا دسـتگاه  HRMو  PCRهـای قرائت شد. واکنش

Lightcycler 96  انجام گرفت. نتاي  ژنوتيـ  هـر نمونـه از
های تعيين توالی شـده ائت شد. نمونهروی منحنی ذوب قر
 استیاده شدند. HRMبه عنوان تائيد نتاي  

 
 :آماری آناليز
انـد داشته طبيعینتاي  حاصله برای متغيرهايی که توزي      

( و  mean ± SDبه صورت ميـانگين و انحـراف اسـتاندارد)
انـد بـه صـورت نداشـته طبيعـیبرای متغيرهايی که توزي  
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بيـان شـد. IQR (Interquartile Range )شاخص پراکنـدگی 
اسـتیاده  chi-square testبرای مقايسـه متغيرهـای کيیـی از 

داری درنظـر ابـه عنـوان اخـت ف معنـ >p 05/0 شد. مقدار
افـزار ها از نـرمگرفته شد. برای تجزيه و تحلي  آماری داده

SPSS (23 version ).استیاده شد 

نیــر از بيمــاران تالاســمی مــاژور وارد  100در مجمــوع     
، و بر اساس فريتين سـرم TIFیراهنماماالعه شدند. ماابخ 

آهـن  MRIنتاي   آهن بودند. یسربار یدارا مارانبي از 72%
بيمـاران بـود کـه  %33دهنده سـرباری آهـن در قلب نشـان

  %8/۹بيمـاران  شـديد،  %۹/5شدت سرباری عبارت بود از: 

 MRIبيماران خیيف. طبـخ نتـاي   %7/16بيماران متوسط و 
بيماران سـرباری آهـن داشـتند کـه  %63دی در مجموع ـکب
ــار % 8/7 ــديد،ابيم ــاران متوســط و  %4/31 ن ش  %5/22بيم

نتــاي  تعيــين ژنوتيــ   بيمــاران ســرباری خیيــف داشــتند.
گونـه . هيچ(4)جدول آمده اسـت ها در جدولمورفيسمپلی

ن هـهای مورد بررسی و سرباری آمورفيسمارتباطی بين پلی
هده نشد. برای هـر قلب و کبد و نيز مقدار فريتين سرم مشا

آل  مينـور  محاسبه تعداد آل  اصلی در مقاب  مجموع تعداد
 p-valueااافه تعداد هتروزيگوت قرار داده شد. مقـادير ه ب

ترها در جدول نمايش داده شـده برای هر کدام از اين پارام
در شـک   HRMهای منحنی ذوب واکنش. (5)جدول است

 (.2و  1نمايش داده شده است)اشکال 
 

 های مورد بررسيمورفیسمها برای پلي: فراواني ژنوتیپ4جدو  
 

 درصد فراواني ژنوتیپ 

rs10421768 

AA 38 38 

AG 56 56 

GG 6 6 

rs66868858 

CC 42 42 

CG 53 53 

GG 5 5 

rs8101606 

AA 33 33 

AC 63 63 

CC 4 4 

 
 های سرباری آهنها و شاخصمورفیسمجهت تعیین ارتباط بین پلي chi-squared: نتایج آزمون 5جدو  

 

 آهن قلبي آهن کبدی فریتین سرم 

 rs10421768مورفيسم پلی

AA   در مقابAG+GG 
2/0 p= 1/0 p= 06/0 p= 

 rs66868858مورفيسم پلی

CC   در مقابCG+GG 
52/0 p= 45/0 p= 78/0 p= 

 rs8101606مورفيسم پلی

AA   در مقابAC+CC 
36/0 p= 47/0 p= 62/0 p= 

 به عنوان معنادار در نظر گرفته شد. 05/0کمتر از  p-valueمقدار  
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و رنگ  AAرنگ قرمز بیانگر ژنوتیپ  ،AGدهنده ژنوتیپ . رنگ آبي نشانrs10421768مربوط به  normalized melting curveمنحني  :1شکل 

 .باشدمي GGزرد معرف ژنوتیپ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

و  AA هموزیگوس، قرمز  AG گوسیزتروه یهانمونه شگرینما ي. رنگ آبrs10421768مارکر  یبرا normalized melting peak يمنحن :2شکل 
 است.کار رفته ه ب GG گوسیهموز یهانمونه یزرد برا

 

بتا تالاسمی ماژور شديدترين فـرم تالاسـمی اسـت کـه     
دو ژن سازنده زنجيره بتا وجود دارد و ميـزان  جهش در هر

چـه تزريـخ  ها در حدود صیر است. اگـرتوليد اين زنجيره
رشـد طبيعـی  های اول زندگی موجـبمکرر خون در سال

ای اسـت کـه در فرد خواهد شد اما ااافه بار آهن عاراـه
 کننده، موجب هـای ش تـهاده از درمانـدم استیـصورت ع

 .(3، 4های بعد خواهد شد)در سال اخت لات جدی
هپسيدين پروتئينی است که در تنظـيم هوموسـتاز آهـن     

کند. به طور کلی، اين هورمون با بدن نقش مهمی را ايیا می

AA 

GG 
AG 

GG AG 

AA 
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چنـين هـای دئودنـوم و همکاهش جذب آهن از انتروسيت
 ن را ـح آهـا، ساـاژهـازی آن از ماکروفـت از آزادسـممانع

زيـادی  هایههای اخير ماالعسال (. در4، 6دهد)کاهش می
هـا ( در ژن(SNPهای تک نوکلئوتيدیمورفيسمبر روی پلی
ها ممکن است پاتوژن نباشـند است اين واريانت انجام شده
توانند تغييراتی را بر روی ساختمان پروتئين و ميـزان اما می

  .بيان آن اعمال کنند
،  rs8101606 هـایدر اين تحقيخ ارتبـا  ميـان واريانت    

rs10421768  ،rs66868858  که از فراوانی نسبتاً زيـادی در
جمعيت سیيد برخوردار هستند، با سرباری آهـن بـا روش 

HRM .و همکـاران  پرازرتپـورن مورد ماالعه قرار گرفت
نيــز بــرای تشــخيص بيمــاری آلیــا تالاســمی و حــذف ژن 

هـای ايـن بتاتالاسمی از اين روش استیاده کردند. از مزيت
توان به ساده بودن، قدرت تشخيص و دقـت بـالا روش می

اشاره کرد. نياز نداشتن به مراح   DNAحتی در مقادير کم 
نيز باعه افـزايش سـرعت و کـاهش احتمـال  PCRبعد از 

 (.11شود )لودگی میآ
 
 :rs10421768 واريانت 

ايـن واريانـت را در  Gقبلی تاثير آلـ   هایهنتاي  ماالع    
دهد، که ايـن کـاهش در کاهش بيان ژن هپسيدين نشان می

و  پـاراجز نهايت منجر به افزايش آهن پ سما خواهد شـد.
 را ايـن ژن E-BOXدر   A>Gمورفيسـمتـاثير پلی همکاران

هـای مورد بررسی قرار داد که باعه کـاهش اتصـال فاکتور
، 13شـود)رونويسی و در نتيجه کاهش بيان هپسـيدين مـی

(. نتاي  به دست آمـده در ماالعـه مـا ارتبـاطی بـين 8، 12
مورفيسم و سرباری آهن کبـدی و نيـز های اين پلیژنوتي 

 دهد.ميزان فريتين سرم را نشان نمی
 

 :rs66868858 و rs8101606 واريانت
ها در سـاح دنيـا ای بر روی اين واريانتتاکنون ماالعه    

بالای آن  صورت نگرفته است ولی با توجه به فراوانی نسبتاً
   حائز اهميت و قاب  بررسی هستند. در ماالعـه  ،در جمعيت

 و همکـاران بـر روی يکـی از  آنـدريانی مشابهی که توسط

 بيمـاران تالاسـمی مـاژوردر HAMPهای ژن مورفيسـمپلی
مورفيسم با سرباری آهن کبدی و انجام شد، وجود اين پلی

افزايش ساح سرمی فريتين در بيمارانی که بـه طـور مـنظم 
که در حالی در .(10زدايی ندارند، ارتبا  داشت)درمان آهن

هـا ماالعه ما تمامی بيمـاران درمـان مـنظم داشـتند. نمودار
کبــدی در حرــور موتانــت ايــن افــزايش آهــن ســرمی و 

ــا  هــا را نشــان میواريانت دهنــد امــا در ماالعــه مــا ارتب
 ها پيدا نشد. معناداری ميان آن

هـای روی جهش بـر و همکـاران ای که آلت در ماالعه    
مشاهده  ،در بيماری هموکروماتوزي  انجام داد HAMPژن 

زمــان جهــش در ايـــن ژن و ژن کــرد کــه حرــور هم
ــوولين د ــهموج ــه ر ب ــاری م ــن بيم ــدن اي ــود آم ثر ؤوج

 (.14هستند)

 یآن نقش مهمـ سميدر هموستاز آهن و متابول نيديهپس    
ــايرا ا ــدیم ی ــروتئين کن ــد پ ــر چن ــد ه ــای ديگــری مانن ه

آن دخيـ  فروپورتين، اريتروفـرون و هموجـوولين نيـز در 
هـای مختلـف در هـر کـدام از ايـن هستند. وجود واريانت

 چـه اگـرگـذار باشـد. تواند بر هموستاز آهن تاثيرها میژن
هــای مــورد ماالعــه در ايــن مورفيســمارتبــاطی بــرای پلــی

ها به صورت است نقش آن پژوهش يافت نشد لکن ممکن
بـه صـورت  و هيناح نی ايهاسميمورفیپلتجميعی با ساير 

تـر جـام  هایهمنـد ماالعـهاپلوتي  باشد که درک آن نياز
 باشد.می

نامـه دوره کارشناسـی ارشـد اين تحقيخ مواـوع پايـان    
سسـه مـؤفناوری پزشکی است و هزينـه آن توسـط زيست

مين شـده أعالی آموزشی و پژوهشی طـب انتقـال خـون تـ
 است.
نويسندگان از کارکنان درمانگاه تالاسمی جهت همکاری     

آوری اط عـات و نمونـه بيمـاران کمـال صميمانه در جم 
 تشکر را دارند.
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The role of rs10421768, rs66868858 and 8101606  

polymorphisms in hepcidin gene and iron overload  

in β-thalassemia patients 
 

Yazdi M.1, Azarkeivan A.1, Ranjbar Kermani F.1, Shahabi M.1 
 

1Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine, Tehran, 

Iran 
 

 

Abstract 
Background and Objectives 

Patients with β-thalassemia major are dependent on regular blood transfusion. Iron overload is 

the main complication of transfusion which damages vital organs. Hepcidin, a peptide 

hormone, is the key element of body iron hemostasis. Single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) within the hepcidin gene alter its function and thereby iron status. The aim of this study 

was to determine the association of three SNPs of rs10421768, rs8101606 and rs66868858 

with iron overload in thalassemia patients. 

 

Materials and Methods 

In  this cross-sectional study, one hundred thalassemia patients were recruited. Patient clinical 

and laboratory data including serum ferritin, liver and heart iron deposition were collected 

from their files. SNPs genotypes were determined by high resolution melt curve analysis. 

Association between genotypes and iron overload markers was estimated by chi-square test 

considering p < 0.05 as statistically significant. 

 

Results 

Based on serum ferritin > 1000 ng/mL, 72% of patients were iron overloaded and 33% and 

63% had abnormal heart and liver iron, respectively. Statistical analysis revealed no relation 

between SNPs genotype and iron overload. 

 

Conclusions   

Although we could not find any signification relation, it is probable that the effect of these 

polymorphisms on iron overload applied through a specific haplotype consisting of several 

SNPs. 

 

Key words: beta-Thalassemia, Hepcidin, Iron Overload, Polymorphism 
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