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با   TMPRSS6در ژن rs2235324و  rs2111833بررسي ارتباط بين پلي مورفيسم هاي 
 كم خوني فقر آهن در جمعيت ايراني

 3مسعود هوشمند و 2مومنيسيد ، فائزه * 1مريم زارع

  گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه پيام نور، تهران، ايران استاديار،  1
  يست شناسي، دانشگاه پيام نور مركز شهر ري، شهر ري، ايرانگروه زدانشجوي كارشناسي ارشد،  2

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، تهران، ايران ، ژنتيك پزشكيگروه استاد،  3

  29/05/1402: تاريخ پذيرش  11/02/1402: تاريخ دريافت

  چكيده
هاي قرمز خون مشخص مي شود، يكي از مشكلات رايج بهداشت  كم خوني كه با كاهش هموگلوبين و گلبول

اصلي كم خوني  ليلكمبود آهن شديد و يا طولاني باعث كم خوني فقر آهن مي شود كه د. عمومي در جهان است
. ني و التهابي، فاكتورهاي ژنتيكي نيز در بروز آن نقش داردبجز كمبودهاي تغذيه اي و بيمارهاي عفو. مي باشد

مي تواند با افزايش هپسيدين بعنوان هورمون تنظيم كننده آهن، باعث  TMPRSS6جهش و پلي مورفيسم در ژن 
و  rs2111833هدف اين مطالعه بررسي پلي مورفيسم هاي تك نوكلئوتيدي . ايجاد آنمي فقر آهن شود

rs2235324  در ژنTMPRSS6 به  .براي اولين بار در جمعيت بيماران ايراني داراي كم خوني فقر آهن مي باشد
و  DNAسپس استخراج . نمونه خون از بيماران داراي كم خوني فقر آهن و افراد سالم بدست آمد 200اين منظور 

Tetra-ARMS PCR مده محصولات بدست آ. با پرايمرهاي اختصاصي براي هر واريانت انجام گرديد
داراي سه  rs2111833جايگاه  بر اساس نتايج،. الكتروفورز و تعيين توالي شده و نتايج مورد بررسي قرار گرفت

است و اين پلي ) AA(و هموزيگوت جهش يافته ) GG(، هموزيگوت طبيعي )GA(نوع ژنوتيپ هتروزيگوت 
فقط يك ژنوتيپ  rs2235324براي جايگاه . مورفيسم بطور معني داري با كم خوني فقر آهن مرتبط است

ارتباط معني  rs2111833اين يافته ها نشان مي دهد كه پلي مورفيسم . مشاهده شد) TT(هموزيگوت طبيعي 
داري با كم خوني فقر آهن داشته و بنظر مي رسد كه نقش مهمي در بروز اين بيماري در جمعيت ايراني داشته باشد 

 .داري با كم خوني فقر آهن نداردرابطه معني  rs2135324اما پلي مورفيسم 

 TMPRSS6 ،rs2111833 ،rs2235324كم خوني فقر آهن، پلي مورفيسم، ژن  :واژه هاي كليدي

  m_zare@pnu.ac.ir:  ايميل     09122787951: تلفن: نويسنده مسئول* 

  مقدمه
در اثر كاهش هموگلوبين . كاهش هموگلوبين و گلبول هاي قرمز خون شناخته مي شود با يا كم خوني )Anemia(آنمي

كم خوني انواع . در اين بيماري ميزان و حجم گلبول ها قرمز خون كاهش پيدا مي كند. ظرفيت حمل اكسيژن پايين مي آيد
تواند به كم خوني فقر آهن كمبود آهن شديد يا طولاني مدت مي. مي كندمختلفي دارد كه هركدام به دلايل مختلفي بروز 

)Iron deficiency anemia (ميليارد نفر  2/1عنوان يك مشكل رايج بهداشت جهاني شناخته شده و بيش از منجر شود كه ب
هن و يا افزايش نيازهاي آهن عواملي مانند مصرف يا جذب ناكافي آ). 31 و 26(در سراسر جهان را تحت تاثير قرار داده است 
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تواند به توليد هموگلوبين ناكافي و كم شود و ميبا توجه به رشد و از دست دادن آهن ناشي از خونريزي، باعث فقر آهن مي
شيوع كم خوني فقر آهن با سن، جنس، نژاد، رژيم غذايي و عوامل اقتصادي و ). 26 و 11(فقر آهن منجر شود  خوني

ها يك مشكل بهداشت عمومي است كه كودكان و زنان باردار به ويژه در كشورهاي كمبود ريزمغذي. ط استاجتماعي در ارتبا
كودكان قبل از سن مدرسه از كم خوني % 27زنان و % 41كه  در حال توسعه در معرض خطر آن هستند و تخمين زده مي شود

  ). 31و  26 و 18و  11(برند فقر آهن رنج مي

و كاهش فريتين سرم، ) TIBC(ر حالت پيشرفته با كاهش آهن سرم، افزايش ظرفيت تام اتصال آهن كم خوني فقر آهن د
تجويز آهن بصورت خوراكي و يا تزريقي يك روش موثر و ارزان براي درمان كم خوني فقر آهن بوده و ). 10(كند جلوه مي

  ).32( شودروز از شروع درمان مشاهده مي 5افزايش شمارش رتيكولوسيت بعد از 

كد مي شود، نقش مهمي   HAMPژن است و توسط ) آمينواسيدي 25( كه يك پپتيد كاتيوني كوچك ) Hepcidin(هپسيدين 
وقتي سطح آهن خون زياد باشد آهن وارد . )20و 14(اين پپتيد اساسا در كبد توليد مي شود . در حفظ تعادل آهن در بدن دارد

هپسيدين سپس در خون گردش نموده و زماني كه آهن بدن . هپسيدين مي شود سلولهاي كبدي شده و باعث افزايش توليد
در واقع هپسيدين با . تا تعادل و هموستاز آهن در بدن حفظ شود زياد باشد، جذب آهن در روده كوچك را متوقف مي كند

هاي د آهن توسط سلولها شده و از اين رو از ورو، سبب تجزيه و تخريب آن)Fpn-1(هاي فروپورتين پيوند به كانال
هورمون اريتروفرون از  از سوي ديگر .)37و  33(كند گوارشي به گردش خون و خروج آهن از ماكروفاژها جلوگيري مي

اين هورمون قادر است كه به سرعت بيان ژن . گرددهاي قرمز هسته دار و در پاسخ به هورمون اريتروپويتين ترشح ميگلبول
و لذا با تنظيم منفي ژن هپسيدين و در نتيجه كاهش سنتز آن، موجب افزايش جذب آهن از هپسيدين را خاموش نموده 

ي آن فراهم شدن آهن كافي براي گردد كه نتيجهدستگاه گوارش و خروج آهن از ماكروفاژها از طريق كانال فروپورتين مي
 ).14(بافت خون ساز است 

هورمورن تنظيم (كه بطور عمده در كبد توليد مي شود، توليد هپسيدين ) Matriptase-2( 2- در اين راستا پروتئين ماتريپتاز
كد مي شود، متعلق به خانواده  TMPRSS6كه توسط ژن  2-ماتريپتاز. را بطور منفي تنظيم مي كند) كننده آهن سيستميك

ده و متعاقبا با برش يك به صورت يك پروآنزيم غيرفعال تك زنجيره اي سنتز شبوده و  IIسرين پروتئازهاي تراغشايي نوع 
يكي از ). 41(اسيد آمينه آرژينيين در ناحيه بين پرودومين و دومين كاتاليتيكي فعال مي شود و به غشا متصل مي ماند 

در حالت طبيعي با شكستن  2- در واقع متريپتاز. متصل به غشا است) HJV(فاكتور هموژولين  2-سوبسترهاي ماتريپتاز
كند و موجب كه نقش مهمي در افزايش بيان هپسيدين دارد، قطع مي BMP-6ي باط آن را با گيرندهپروتئين هموژوولين، ارت

 و 13(كاهش بيان ژن هپسيدين نيز متعاقبا با افزايش جذب آهن از گوارش همراه است . گرددكاهش بيان ژن هپسيدين مي
گردد هاي فروپورتين ميسيدين و تخريب كانالو عدم عملكرد آن، موجب افزايش بيان هپ TMPRSS6لذا جهش در ژن ). 25

براساس . گيرد و باعث ايجاد كم خوني فقر آهن مقاوم به درمان مي شودكه در اين حالت جذب آهن خوراكي صورت نمي
با كم خوني فقر آهن مرتبط  TPMRSS6مطالعات انجام شده وقوع جهش ها و نيز پلي مورفيسم هاي تك نوكلئوتيدي در ژن 

 .)31و  24و  16و  10و  5(د مي باش

ها مورد توجه قرار ها به منظور يافتن ماركرهاي ژنتيكي موثر براي تشخيص و درمان بيماريمورفيسمي پليامروزه مطالعه
جايگزيني يك نوكلوتيد منفرد است كه در يك ) SNP(پلي مورفيسم تك نوكلئوتيدي . )23و  3و  2و  1( گرفته است

به عنوان مثال در يك . جمعيت وجود داشته باشد% 1رخ مي دهد بطوريكه اين تغيير در سطح بيش از  موقعيت خاص در ژنوم
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ممكن است در بيشتر افراد ظاهر شود اما در افراد كمي اين موقعيت توسط  Cموقعيت پايه خاص در ژنوم انسان نوكلئوتيد 
شود كه دو آلل براي اين  اص وجود دارد و گفته ميدر اين موقعيت خ SNPاين بدان معني است كه . اشغال مي شود Aيك 

همچنين شدت . ها باعث تفاوت در حساسيت افراد به طيف گسترده اي از بيماري ها مي شوند SNP. موقعيت وجود دارد
   ).36و  22و  15و  12( بيماري و نحوه واكنش به درمان ها نيز بر اساس واريانت هاي ژنتيكي متفاوت مي باشد

با كم  TMPRSS6هاي شناخته شده ژن  SNPاهميت پلي مورفيسم ها به عنوان ماركرهاي ژنتيكي مفيد و ارتباط با توجه 
در ژن  rs2135324و  rs2111833 مورفيسم هايخوني فقر آهن و نيز اهميت و شيوع اين بيماري، در اين مطالعه پلي

TMPRSS6  براي اولين بار در ايران و به روشTetra-ARMS PCR ر افراد مبتلا به كم خوني فقر آهن مورد بررسي قرار د
  . گرفت

  

  مواد و روشها
نمونه  100نمونه بيمار مبتلا به كم خوني فقر آهن و  100نمونه شامل  200شاهدي -در اين مطالعه مورد: جمع آوري نمونه

مونه هاي كنترل از آزمايشگاه تابان و طي نمونه هاي بيمار از بيمارستان شهيد رجايي كرج و ن. كنترل مورد بررسي قرار گرفتند
 اهداف پژوهش براي همه افراد شركت كننده توضيح داده شد و. جمع آوري شدند 1398ماهه در تابستان  يك دوره سه

ابتلا بيماران به كم خوني . خونگيري از همه افراد با كسب رضايت از آنها و تكميل و امضاي فرم رضايت آگاهانه انجام شد
شامل سطح ) شمارش كامل گلبولهاي قرمز( CBCو براساس نتايج تست  WHOهن براساس معيارهاي تشخيصي فقر آ

سي سي خون در لوله  5از هر فرد به ميزان . مورد تاييد قرار گرفت ng/ml 15و فرييتن كمتر از  g /dl12هموگلوبين كمتر از 
  . جمع آوري شد EDTAاي حاوي 

پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست ( NIGEBبا استفاده از كيت استخراج  DNAاستخراج : ژنومي DNAاستخراج 
و يا براي استفاده طولاني مدت در  ºC 4استخراج شده در دماي  DNA. و طبق پروتكل مربوطه انجام شد) فناوري، ايران

ºC20 - پس از استخراج . درجه نگهداري گرديدDNA و اين ارزيابي ها با  تعيين غلظت و ميزان خلوص آن ضروري است
انجام % 1روي ژل  DNAو نيز الكتروفورز  ) Nano Drop ND-1000, Thermo Scientific, USA(  دستگاه نانودراپ

  .شد

پرايمر دورني مورد نياز  2پرايمر بيروني و  2پرايمر شامل  4تعداد  Tetra-ARMS PCRبراي انجام تكنيك : طراحي پرايمر
پيشرو دروني Reverse Outer( RO، )معكوس بيروني Forward Outer(FO  ، )رو بيروني پيش( :است كه عبارتند از

Forward Inner(FI  و ) معكوس درونيReverse Inner (RI . براي طراحي پرايمر ابتدا با استفاده از پايگاهSNP  متعلق به
NCBI  هت طراحي دو پرايمر جطه پلي مورفيسم نواحي بالادست و پايين دست نق. نظر بدست آمد موردپلي مورفيسم توالي

FO  وRO طراحي پرايمرهاي . در نظر گرفته شد و انتخاب توالي به صورت دستي انجام شدFI  وRI  هم با در نظر گرفتن
 NEB(New Englandگيرد به صورت دستي و با كمك سايت  اين نكته كه انتهاي هر دو پرايمر نقطه پلي مورفيسم قرار

)://international.neb.com/httpsBiolabs;  ميزان  ،پس از طراحي براي اطمينان از عملكرد اختصاصي پرايمرها .انجام شد
نهايتا پرايمرهاي طراحي شده توسط شركت . انجام شد NCBIا استفاده از پايگاه داده و ب Blast همپوشاني پرايمرها با برنامه

  . مشاهده مي گردد 1دول توالي پرايمرها در ج. سنتز شد) ايران(سينا كلون 
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 rs2235324و  rs2111833در جايگاه هاي  TMPRSS6استفاده براي ژن  توالي پرايمرهاي مورد -1جدول 

 

 rs2111833 rs2235324 
FOCCACTCTACTACCCTATGAGGTG GAGGTCTCCCTCTGTGGGTCACAG

ROGCATAGGCATCAAACCAGAGG AGATTGGGGACTTGGGCTTCCAATGAG

FITTCCTGGCACTGCTCTTCG CTATGCACTGAGGAGGCAGAAGGAG

RIATTGTCTCAACGGCAGCGAT CTGGGTGCACGGCAAACCA 
 

 

 

 Tetra-ARMSاز تكنيك  TMPRSS6پلي مورفيسم هاي مورد نظر در ژن  تعيين ژنوتيپبراي : Tetra-ARMS PCRانجام 

PCR اين تكنيك يك روش مبتني بر . استفاده شدPCR  براي تشخيصSNP پيشرو ( در اين روش طراحي پرايمرها . ي باشددر ژنوم م
با  PCRبه گونه اي  صورت مي گيرد كه بتوان دو واكنش ) RIو  FI( درونيپيشرو و معكوس  و )ROو  FO( بيرونيو معكوس 

و  FO در واقع پرايمرهاي. پرايمر مختص آلل طبيعي و پرايمر مختص آلل جهش يافته را همزمان در يك مخلوط واكنش بررسي نمود
RO  براي هر دو آلل طبيعي و جهش يافته مشترك و به عنوان يك كنترل براي صحت واكنشPCR و پرايمرهاي . بكار مي روندFI  و
RI در روش . بصورت اختصاسي و براي تشخيص نوع آلل طبيعي و يا جهش يافته موجود در جايگاه مورد نظر بكار مي وردTetra-

ARMS PCR ر يك واكنش از هر چهار پرايمر دPCR استفاده مي شود .  

 FOاول محصول حاصل از تكثير قطعه بين پرايمرهاي : منجر به تشكيل سه نوع محصول مي شود Tetra-ARMS PCRانجام واكنش 
 اين محصول به. كه اين قطعه تكثيرشده در هر دو توالي جهش يافته و طبيعي مشاهده مي گردد و داراي بيشترين طول باند است ROو 

و سوم محصول حاصل از  ROو  FIدوم محصول حاصل از تكثير قطعه بين پرايمرهاي . بكار مي رود PCRعنوان كنترلي براي صحت 
آلل براساس نتايج اين تكنيك، ژنوم ديپلوئيد انسان مي تواند در هر جايگاه موردنظر داراي دو . RIو  FOتكثير قطعه بين پرايمرهاي 

  . هش يافته، و يا يك آلل طبيعي و يك آلل جهش يافته باشدطبيعي،  يا دو آلل ج

مخلوط آماده  ميكروليتر شامل پنج ميكروليتر از 10در يك ميكروتيوپ و در حجم نهايي  PCRبراي هر جايگاه، مخلوط واكنش 
)Master mix 2X( )يك ميكروليتر از )سيناكلون، ايران ،DNA  ،مرها به همراه دو ميكروليتر آب ميكروليتر از هركدام از پراي 5/0الگو

قرار گرفته و ) BioRad, USA(متعاقبا مخلوط واكنش در دستگاه ترموسايكلر . آماده سازي شد) سيناكلون، ايران(عاري از نوكلئاز 
به  يك سيكل براي واسرشتگي اوليه :ايل دمايي به اين صورت بوده استشرايط و پروف. تحت شرايط اختصاصي انجام شد PCRواكنش 

ثانيه در دماي  45و  ºC 60ثانيه در دماي  ºC 95 ،30ثانيه در دماي  30سيكل تكثير شامل  32، سپس  ºC 95دقيقه در دماي  10مدت 
ºC 72 و يك سيكل نهايي در دماي ،ºC 72  سپس براي بررسي نتايج، الكتروفورز محصولات بدست آمده بر روي ژل . دقيقه 10به مدت

 .مشاهده گرديد ماورا بنفش استفاده از دستگاه ژل داك و زير نوربا  ،ده و پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايدانجام ش  %5/1آگارز 

براي يك  PCRبراي اطمينان از اختصاصي بودن پرايمرها و نتايج بدست آمده، تعيين توالي محصولات : PCRتوالي يابي محصولات 
و توالي هاي بدست ) شركت تكاپو زيست، ايران(گروه هاي كنترل و بيمار انجام شد نمونه هتروزيگوت و يك نمونه هموزيگوت از 

نوكلئوتيد نشان داده  4رنگ متفاوت براي  4به صورت پيك هايي با  DNAدر نتايج بدست آمده، توالي . آمده، مورد بررسي قرار گرفتند
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ك و يا دو پيك همپوشان در جايگاه مورد نظر صورت تشخيص حالت هموزيگوت و يا هتروزيگوت، براساس وجود يك پي. مي شوند
  .مي گيرد

در اين مطالعه فراواني هر يك از پلي مورفيسم ها . انجام شد SPSSتحليل آماري نتايج بدست آمده با استفاده از نرم افزار : آناليز آماري
وزيگوت و هموزيگوت در دو گروه بيمار و كنترل چگونگي وقوع دو پلي مورفيسم در سه حالت نرمال ، هتر. و ژنوتيپ آنها محاسبه شد

با ضريب ) OR(نسبت شانس  .داري مقايسه شدمورد بررسي قرار گرفته و با سطح معني Chi Square (x2) دوبا استفاده از آزمون خي 
براي قبول يا . تخمين زده شدبه عنوان شاخص ارتباط پلي مورفيسم هاي ژن موردنظر با استعداد ابتلا به كم خوني فقر آهن % 95اطمينان 

  ).P > 05/0(  نظر گرفته شد به عنوان اختلاف آماري معنادار در 05/0كمتر از  Pرد اين ارتباط ارزش 

  

  نتايج

نشان  TMPRSS6 (rs2111833)جايگاه  پلي مورفيسم براي Tetra-ARMS PCR روش بدست آمده در محصولات الكتروفورز
شكل (قرار مي گيرند ) AA(و هموزيگوت جهش يافته ) GG(، هموزيگوت طبيعي )GA(هتروزيگوت داده است كه افراد در سه دسته 

با پرايمر (  bp 421، يك باند )ROو  FOبا پرايمرهاي (  bp 684افراد هتروزيگوت داراي سه محصول مي باشند شامل يك باند ). 1
كه نشاندهنده وجود ) RIو  FOبا پرايمرهاي (  bp 301باند  مي باشد و يك Aكه نشاندهنده وجود آلل جهش يافته ) ROو  FIهاي 

 bp، و يك باند )ROو  FOبا پرايمرهاي (  bp 684داراي يك باند ) GG(همچنين افراد هموزيگوت طبيعي . مي باشد Gآلل طبيعي 
 bpنيز علاوه بر وجود باند ) AA(در افراد هموزيگوت جهش يافته . مي باشند Gمربوط به آلل طبيعي ) RIو  FOبا پرايمرهاي (  301
  .وجود دارد Aمربوط به آلل جهش يافته ) ROو  FIبا پرايمر هاي (  bp 421، فقط يك باند )ROو  FOبا پرايمرهاي (  684

  

  
 1چاهك . TMPRSS6 (rs2111833)جايگاه  براي پلي مورفيسم Tetra-ARMS PCR در روش PCR الكتروفورز محصولنتايج  - 1شكل 
  .نمونه كنترل منفي 5فرد هموزيگوت جهش يافته و چاهك  3فرد هوزيگوت طبيعي، چاهك  2هتروزيگوت، چاهك نمونه 

  

داراي دو پيك نوكلئوتيدي  rs2111833نشان داده است كه فرد هتروزيگوت در جايگاه  PCRنتايج تعيين توالي محصولات 
  ). 2شكل (مي باشد  Gو  Aاست كه نشاندهنده وجود هر دو آلل 
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، رنگ آبي Aرنگ سبز نشاندهنده نوكلئوتيد ). AG(در حالت هتروزيگوت  TMPRSS6 (rs2111833)نتايج تعيين توالي پلي مورفيسم   -2شكل 
مربوط (و پيك سياه  )Aمربوط به نوكلئوتيد (در جايگاه مورد نظر دو پيك سبز . است Tو رنگ قرمز نوكلئوتيد  Gئوتيد رنگ سياه نوكل ،Cنوكلئوتيد 

  .مشاهده مي شود) Gبه نوكلئوتيد 

بدست آمده نشان داده است كه همه  محصولات نيز الكتروفورز TMPRSS6 (rs2235324)در مورد پلي مورفيسم جايگاه 
) TT(در افراد هموزيگوت طبيعي . مي باشند) TT(داراي ژنوتيپ هموزيگوت طبيعي در اين جايگاه افراد بيمار و نيز كنترل 

مشاهده  Tمربوط به آلل طبيعي ) RIو  FOبا پرايمرهاي (  bp 248و يك باند ) ROو  FOبا پرايمرهاي (  bp 376يك باند 
  ).3شكل (نيز مشاهده نشد  ROو  FIشد و محصول پرايمرهاي 
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بيمار نمونه فرد  2و  1چاهك . TMPRSS6 (rs2235324)براي پلي مورفيسم  Tetra-ARMS PCRنتايج الكتروفورز محصولات  -3شكل 
  كنترل منفي 7نمونه فرد كنترل سالم با ژنوتيپ هموزيگوت طبيعي، چاهك  5تا  3هموزيگوت طبيعي، چاهك 

  

نشان داده است كه جايگاه موردنظر داراي يك پيك  PCRتعيين توالي محصولات نيز  rs2235324در مورد جايگاه 
مي باشد  rs2235324در جايگاه ) TT(وزيگوت طبيعي است كه نشاندهنده ژنوتيپ هم Tنوكلئوتيدي مربوط به نوكلئوتيد 

  ). 4شكل (

  

رنگ سياه  ،C، رنگ آبي نوكلئوتيد Aرنگ سبز نشاندهنده نوكلئوتيد . TMPRSS6 (rs2235324)نتايج تعيين توالي پلي مورفيسم  -4شكل 
مشاهده مي شود كه نشاندهنده ژنوتيپ  Tه نوكلئوتيد در جايگاه مورد نظر يك پيك قرمز مربوط ب. است Tو رنگ قرمز نوكلئوتيد  Gئوتيد نوكل

  .است TTهموزيگوت طبيعي 

  

در جمعيت مورد مطالعه  G، نشان دادده است كه فراواني آلل طبيعي rs2111833آناليز آللي در رابطه با پلي مورفيسم جايگاه 
داشتن آلل ) Odds Ratio(نسبت شانس . استمربوط به گروه بيمار بوده % 5/45مربوط به گروه كنترل و % 5/49بوده كه % 95
G  (و خطر نسبي ) 806/78تا  217/1از % (95با ضريب اطمينان  791/9در جمعيت مورد مطالعه برابر Relative Risk ( بروز

با ضريب  192/0و در جمعيت سالم ) 423/2تا  457/1از % (95با ضريب اطمينان  879/1كم خوني فقر آهن در جمعيت بيمار 
در معرض خطر كمتري براي ابتلا به كم خوني  Gمي باشد كه نشان مي دهد افراد سالم داري آلل ) 238/1تا  30/0از (مينان اط

( عدم بروز كم خوني فقر آهن ارتباط دارد بطور معني داري با  Gبراساس آزمون پيرسون كاي دو، آلل  .فقر آهن قرار دارند
٠٠٩/٠=p( ) 2جدول(.   
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% 32مربوط به گروه كنترل و % 8بوده كه % 40براي اين پلي مورفيسم در جمعيت مورد مطالعه  Aيافته  فراواني آلل جهش
كمتر از آلل % ( 95با ضريب اطمينان  107/0در جمعيت برابر با  Aنسبت شانس داشتن آلل . مربوط به گروه بيمار بوده است

G (مي % 95با ضريب اطمينان  50/3و در جمعيت سالم  375/0 بوده و خطر نسبي بروز كم خوني فقر آهن در جمعيت بيمار
همچنين نتايج نشان . ريسك بالاتري براي ابتلا به كم خوني فقر آهن دارند Aباشد كه نشان مي دهد افراد سالم داراي آلل 

  . )2جدول ( )p≤0.001(و بروز كم خوني فقر آهن وجود دارد  Aداده اند كه رابطه معني داري بين آلل 

  

  

  
  دو گروه بيمار و كنترل روز بيماري دربو ارتباط آن با خطر  TMPRSS6 (rs2111833)فراواني آللي در جايگاه  -2جدول 

 خطر نسبي )درصد(تعداد  نمونه آلل 
)Relative Risk(  

  نسبت شانس آلل
)Odd Ratio(  

p-Value  

  G  

  بيمار

  كنترل

  كل

)5/45(%91 

)5/49  (%99  

)95  (%190  

879/1 

192/0  

791/9  009/0  

  A 

  بيمار 

  كنترل

  كل

)32(%64 

       )8  (%16  

       )40  (%80  

 375/0 

5/3  

107/0  000/0  

  

  

% 42بوده كه % 60در جمعيت مورد مطالعه  GGنشان داده است فراواني ژنوتيپ  rs2111833نتايج آناليز ژنوتيپي جايگاه 
و عدم بروز  GGبراساس نتايج، رابطه معني داري بين ژنوتيپ . گروه بيمار مي باشدمربوط به % 18مربوط به گروه كنترل و 

% 5/7بوده كه شامل % 35در جمعيت  GAهمچنين فراواني ژنوتيپ هتروزيگوت  ).p≤0.001(كم خوني فقر آهن وجود دارد 
بطور معني داري با بروز كم  GAپ نتايج بدست آمده نشان داده اند كه ژنوتي. گروه بيمار بوده است% 5/27گروه كنترل و 

گروه % 5/4مربوط به گروه كنترل و /.% 5بوده كه % 5داراي فراواني نيز  AAژنوتيپ ). p≤0.001(خوني فقر آهن مرتبط است 
( و بيماري كم خوني فقر آهن وجود دارد  AAمعني داري بين ژنوتيپ ارتباط بيمار مي باشد و براساس آناليزهاي آماري، 

٠٠٩/٠=p) ( 3جدول.(  
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  در دو گروه بيمار و كنترلو رابطه آن با خطر بروز بيماري  TMPRSS6 (rs2111833) فراواني پلي مورفيسم - 3جدول 

TMPRSS6 (rs2111833) 
  

 P-Value                  كل                    بيمار                         كنترل                 ژنوتيپ ها                                            

 000/0            120%)  60(                 84%)  42(                 36%)  18)             (درصد(تعداد                GGژنوتيپ 

 000/0             70%)  35(                 15%)  5/7(              55%)  5/27)            (درصد(تعداد                 GAژنوتيپ 

   009/0              10%)  5(                   1%)  5/0(                  9%)  5/4)            (درصد(تعداد                 AAژنوتيپ 

               200%)  100(                100%)  100(             100%)  100)           (درصد(تعداد كل                          

  

  

مشاهده شده است و همه افراد  Tبا توجه به اينكه در هر دو گروه بيمار و كنترل فقط آلل  نيز rs2235324در مورد جايگاه 
بررسي آماري  .ستهاي آماري و تعيين سطح معني داري قابل انجام نبوده اآناليزبوده اند،  AAمورد مطالعه داراي ژنوتيپ 

افراد گروه % 44و % 56مرد بوده كه بترتيب  44زن و  56افراد مورد مطالعه از نظر جنسيت نشان داده است، گروه كنترل شامل 
براساس نتايج رابطه معني داري بين . مرد بوده است 53%) 53(زن و 47%) 47(گروه بيمار نيز شامل . را تشكيل داده اند

  ).p=203/0. ( بيماري وجود نداردجنسيت افراد و بروز 

  

  بحث 
د آهن وضعيتي است كه در آن ميزان آهن جريان خون بسيار كم مي شود و اگر بمدت طولاني ادامه يابد مي تواند كم كمبو 

كمبود آهن به عنوان ). 26(خوني فقر آهن را ايجاد نمايد كه يكي از مشكلات رايج بهداشت جهاني در همه جوامع است 
. ن عامل كم خوني در سراسر جهان شناخته مي شود و كم خوني ناشي از آن اثر قابل توجهي در زندگي افراد مبتلا داردمهمتري

ضعف، خستگي، . كم خوني فقر آهن مزمن و غالبا بدون علامت است و بنابراين ممكن است اغلب تشخيص داده نشود
است كه به دليل كاهش اكسيژن رساني به بافتهاي بدن و دشواري در تمركز و بهره وري ضعيف از علائم غيراختصاصي 

كمبود آهن باعث كاهش عملكرد شناختي و تاخير در رشد ذهني و  همچنين .كاهش فعاليت آنزيمهاي حاوي آهن رخ مي دهد
رم كمبود آهن بطور معمول ناشي از رژيم غذايي ناكافي، از دست دادن خون بدليل ك .)26و  11( حركتي كودكان مي شود

از دست  دادن خون ( هاي روده اي، برخي عادات غذايي مانند رژيم گياهخواري و عدم مصرف گوشت و شرايط پاتولوژيك 
  ). 17(مي باشد ) جذب ءمزمن و يا سو

بدن انسان براي . و تكثير سلولي بسيار مهم است DNAآهن براي عملكردهاي بيولوژيكي از جمله تنفس، توليد انرژي، سنتز 
آهن از چندين طريق تكامل يافته است ازجمله مي توان به بازيافت آهن پس از تجزيه گلبول قرمز و نگه داشتن آهن ذخيره 

اما از آنجا كه مقادير بيش از حد آهن مي تواند سمي باشد جذب آن . درصورت عدم وجود مكانيسم دفع آن اشاره كرد
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از  طريق بازيافت ) ميلي گرم در روز 25(آهن مورد نياز روزانه ميلي گرم در روز محدود مي شود و بيشتر  2تا  1بصورت 
دو مكانيسم آخر توسط هورمون . توسط ماكروفاژها كه فاگوسيتوز گلبولهاي  قرمز پير را انجام مي دهند، تامين مي شود

 آن جلوگيري مي هپسيدين كنترل مي شود كه آهن بدن را در محدوده طبيعي حفظ مي كند و از كمبود آهن و مقدار اضافي
 .براي هموستاز نرمال آهن سيستميك در انسان ضروري است TMPRSS6تحقيقات نشان داده اند كه ژن  ).14 و 11(كند 

در  2-ماتريپتاز. از مهمترين علل ژنتيكي اين بيماري است مي شود 2-جهش در اين ژن كه موجب اختلال در سنتز ماتريپتاز
لذا وقوع جهش و عدم . پسيدين شده و در نتيجه جذب آهن خوراكي انجام مي شودباعث كاهش بيان ژن هحالت طبيعي 

با توجه به اهميت اين بيماري بويژه . عملكرد محصول اين ژن مي تواند باعث عدم جذب آهن گوارشي و كمبود آهن گردد
   .)31(در دوران كودكي، تشخيص و درمان سريع آن ضروري  است 

 داراي دارند، خاص هاي آلل سري يك مورفيسم، پلي داراي هاي جايگاه در كه افرادي كه اند داده نشان همبستگي مطالعات
 افراد خطر سطح تعيين و ها مورفيسم پلي اين يافتن .)36 و 23 و 22 و 15( هستند فنوتيپ يك به ابتلا براي بالاتري ريسك
 پلي بين ارتباط زمينه در زيادي تحقيقات نيز امروزه و شود پرداخته آن به بيشتر بايد كه است مهمي بسيار موضوع ،آن داراي

هاي مولكولي متفاوتي براي بررسي تكنيك .)2 و 1( است انجام حال در مختلف هاي بيماري بروز خطر با ژني هاي مورفيسم
 پلي ودوج تشخيص براي PCR بر مبتني روش يك PCR ARMS-Tetra تكنيك. گيردها مورد استفاده قرار ميمورفيسمپلي

كه مزايايي از قبيل تكرار پذيري بالا، هزينه پايين، عدم نياز به  باشد مي ژنوم در )SNP( نوكلئوتيدي تك هاي مورفيسم
اين تكنيك نيازي به تعيين توالي نداشته و تنها با استفاده از الكتروفورز محصولات، . تكنولوژي بالا و آناليز آسان نتايج دارد

 ).30و  23(ابل تشخيص است انواع ژنوتيپ افراد ق

و ارتباط آن با كم خوني فقر آهن با  TMPRSS6در ژن  rs2235324و  rs2111833در اين مطالعه پلي مورفيسم هاي 
براساس نتايج اين مطالعه، در  .قرارگرفته است در جمعيت ايراني مورد بررسي Tetra-ARMS PCRاستفاده از تكنيك 

، هتروزيگوت )GG(و نيز ژنوتيپ هاي هموزيگوت طبيعي Aو آلل جهش يافته  Gعي وجود آلل طبي rs2111833جايگاه 
)GA (در جايگاه . و هموزيگوت جهش يافته شناسايي شده استrs2235324  نيز فقط آلل طبيعيT  و ژنوتيپ هموزيگوت

ود ژنوتيپ هاي وج rs2111833در رابطه با جايگاه  2018و همكاران نيز در سال  Batar. مشاهده شد) TT(طبيعي 
و همكاران با مطالعه  Piaoهمچنين  ).8(هموزيگوت طبيعي، هتروزيگوت و هموزيگوت جهش يافته را شناسايي نمودند 

در اين جايگاه وجود دارد و نيز پلي مورفيسم اين  AAو  GG ،GAروي زنان باردار چيني نشان دادند كه ژنوتيپ هاي 
  ).35(كم خوني  فقر آهن مرتبط است  جايگاه با كاهش سطح فريتين سرم و بروز

ارتباط معني داري با بروز كم خوني فقر آهن  rs2111833در جايگاه  Aنتايج مطالعه حاضر نشان داده است كه وجود آلل 
و همكاران در جمعيتي از كشور تركيه نشان داده است كه پلي مورفيسم  Batarدر اين رابطه، مطالعه انجام شده توسط . دارد
در حاليكه نتايج ). 8(جايگاه و وجود واريانت هاي مختلف آن رابطه معني داري با بيماري كم خوني فقر آهن ندارد اين 

با بروز كم  rs2111833راستا با نتايج مطالعه حاضر بوده و نشان داده است كه پلي مورفيسم و همكاران هم  piaoمطالعه 
. ده احتمالا به دليل تنوع ژنتيكي در جمعيت هاي مختلف مي باشدتفاوت در نتايج گزارش ش). 35(خوني مرتبط است 

و همكاران بر اساس مشاهدات مربوط به شيوع بالاتر آنمي در جمعيتهاي آسيايي و آفريقايي  Gichohi-Wainainaبطوريكه 
در يك مطالعه مروري  و يا ميزان كمتر غلظت هموگلوبين در جمعيت آمريكايي هاي آفريقايي تبار در مقايسه با قفقازي ها،

با شاخص هاي وضعيت آهن  rs2111833از جمله جايگاه  TMPRSS6نشان دادند كه تفاوتهاي بين نژادي در واريانت هاي 
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به عنوان آلل حداقلي در جمعيت Tكمترين ميزان فراواني آلل  rs2111833و كم خوني مرتبط است بطوريكه در جايگاه 
است ولي فراواني آن در جمعيتهاي قفقازي، آسيايي و آمريكايي هاي آفريقايي %) 20( 2/0ر آمريكاي لاتين كمتر بوده و براب

  ).19(است %) 47(47/0تبار بالاتر بوده و بويژه در جمعيت قفقازي 

اين  هاي اين ژن در جمعيت هاي مختلف مشاهده نمودند پلي مورفيسم SNPو همكاران با بررسي  McLarenهمچنين 
همچنين ). 29(آسيايي بشدت با سطوح سرمي آهن و ظرفيت اتصال به آهن ترانسفرين مرتبط است  جايگاه در جمعيت

با  rs2111833ساله عربستان سعودي انجام شده، نشان داده است كه پلي مورفيسم  18-25مطالعه اي كه در جمعيت دختران 
برخي مطالعات نيز نشان داده اند كه پلي ). 4(ندارد  پارامترهاي خوني، ميزان آهن و نيز كم خوني فقر آهن ارتباط معني داري

  ). 21(مورفيسم اين جايگاه  با خطر بروز سرطان پستان مرتبط است 

و همكاران با مطالعه بر روي زنان غيرباردار مبتلا به كم خوني نشان دادند كه پلي  Leeنيز  rs2235324در مورد جايگاه 
و ) MCVميزان هموگلوبين، سطح ترانسفرين اشباع و ميزان (با فاكتورهاي خوني  مورفيسم اين جايگاه ارتباط معني داري

و همكاران نيز وجود اين پلي مورفيسم و ارتباط آن را با كم خوني در زنان  Sato). 27(بيماري كم خوني فقر آهن ندارد 
و همكاران نشان  Tanakaام شده توسط مطالعه انج). 38( ژاپني مبتلا به كم خوني فقر آهن مقاوم به درمان گزارش نمودند

و همكاران نيز با تعيين  Beutlerهمچنين ). 39(داد كه پلي مورفيسم اين جايگاه با كاهش سطح آهن سرمي مرتبط است 
براي بررسي پلي مورفيسم هاي آن در جمعيت افراد اروپايي، نشان دادند كه پلي مورفيسم جايگاه  TMPRSS6توالي ژن 

rs2235324  9(كم خوني فقر آهن مرتبط است با .(Jallow  و همكاران نيز ضمن مطالعه روي پلي مورفيسم هاي شايع ژن
TMPRSS6 نشان دادند كه پلي مورفيسم ،rs2235324  با پارامترهاي وضعيت آهن در جمعيت افراد سالم گامبيا رابطه معني
بيماران توسط  با سرطان پستان و كاهش بقاي rs2235324 از سوي ديگر ارتباط بين پلي مورفيسم جايگاه). 24(داري ندارد 

  ).40(محققين نشان داده شده است 

در جمعيت استان  TMPRSS6ژن  rs855791و  rs4820268در ايران تنها يك مطالعه بر روي پلي مورفيسم جايگاه هاي 
در  GGنشان داده است كه وجود ژنوتيپ  انجام گرديد، RFLPمطالعه كه با استفاده از روش  نتايج اين. كردستان انجام شد

به لازم ). 28و  7(دارد با كم خوني فقر آهن  ارتباط معني داري rs855791در جايگاه  TTو ژنوتيپ  rs4820268جايگاه 
مي  TMPRSS6به عنوان شايع ترين پلي مورفيسم هاي  rs855791و  rs4820268جايگاه هاي ذكر است كه پلي مورفيسم 

 .)34و  31و  24و  6(دارند باط معني داري با كم خوني فقر آهن باشند كه ارت
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Abstract   

The anemia which is recognized by a decrease in hemoglobin and red blood 
cells is a common global health problem. Severe or prolonged iron deficiency 
can lead to iron deficiency anemia (IDA), the main cause of Iron deficiency. 
Apart from the lack of nutrients, infections and inflammatory diseases genetic 
factors can also be involved in IDA. TMPRSS6 gene mutations and 
polymorphism can result in iron deficiency anemia (IDA) and cause an 
increased iron-regulatory hormone, and hepcidin. This study aimed to 
investigate single nucleotide polymorphisms rs2111833 and rs2235324 in the 
TMPRSS6 gene for the first time in Iranian patients with IDA and healthy 
individuals. To do this study, 200 blood samples were collected from IDA 
patients. Then DNA was extracted, and Tetra-Arms PCR was performed using 
specific primers for each variant. The PCR products were electrophoresed and 
sequenced, and the results were analyzed. According to the results, there were 
three heterozygous (GA), wild homozygous (GG) and mutated homozygous 
(AA) genotypes for rs2111833 and this polymorphism was significantly 
associated with iron deficiency anemia. Only the wild-type homozygous (TT) 
genotype was observed for rs2235324. These results show that rs2111833 
polymorphism is significantly correlated with iron deficiency anemia and 
seems to play a major role in iron deficiency anemia risk in Iranian patients. 
However, the rs2235324 variant was not significantly associated with this 
disease. 
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