
 

 

 

  ٍ ّوکبساى گیستش هشین
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 ضوبسُ صفحِ:  

 ي واقلیه در گلًبیهگاما ژن یپريمًتر واحیه متیلاسیًن الگًی بررسی
 با مقایسه در بالا جىیىی همًگلًبیه با بتا تالاسمی به مبتلا بیماران

 طبیعی افراد
 

 2صّشُ ضجبػی، 1*هحوذ حويذ

 

 
 هقبلِ پظٍّطی

 

  

 آى پشٍهَتشی ًبحیِ هتیلاػیَى الگَی تغییش اػت هشتجظ یثضسگؼبل دس گلَثیي گبهب طى هدذد ثیبى ثب احتوبلاً وِ ػَاهلی اص هقذهِ:

 ثتب ًبللیي ٍ ثیوبساى دس طى ایي ثیبى هیضاى ثب گبهبگلَثیي طى پشٍهَتش هتیلاػیَى الگَی ّوشاّی هیضاى تؼییي هغبلؼِ ایي اص ّذف. اػت

 .اػت تبلاػوی

 تبلاػوی ًبلل ٍ ثیوبس 30 اص خَى ًوًَِ گشفتي اص ثؼذ ؿبّذی اًدبم گشفتِ اػت. –كَست هَسدی ِ دس ایي هغبلؼِ وِ ث سٍش بشسسی:

 تیوبسُ ثیؼَلفیت ػذین ثب DNA ّبی ًوًَِ ػپغ. گشدیذ اًدبم DNA اػتخشاج ًشهبل فشد 30 ٍ ثبلا خٌیٌی ّوَگلَثیي ثب گلَثیي ثتب

 لشاس ثشسػی هَسد Bisulfite sequencing analysis سٍؽ ثِ گبهبگلَثیي طى 1 اگضٍى ٍ پشٍهَتش هحذٍدُ دس CpG خبیگبُ 6 ؿذُ،

ّب ثِ  دادُ ؿذ. اًتخبة گشٍُ دٍ ثیي داس هؼٌی اختلاف هؼٌبی ثِ 05/0 اص ووتش P همذاس. گشدیذ اػتفبدُ t-test آهبسی آصهَى اص. گشفت

 ؿذ. لیٍ تحل ِیتدض SPSS version 16افضاس  ًشم لِیٍػ

 تفبٍت ًشهبل ّبی ًوًَِ ثب همبیؼِ دس ًبللیي ٍ ثیوبساى ّبی ًوًَِ گلَثیي گبهب طى پشٍهَتشی ًبحیِ ثَدى ّبیپَهتیلِ ثشسػی ایي دس ًتبیج:

 هتیلِ ًیوِ ٍضؼیت داسای -162 هَلؼیت ًوًَِ، ػِ دس ػلاٍُ ثِ(. >p 05/0) ؿذ هـبّذُ -162 ٍ 53+،+ 6  خبیگبُ ػِ دس داسی هؼٌی

  .ثَد ًشهبل ٍ ثیوبس ّبی ًوًَِ دیگش اص هتفبٍت ٍاضحی عَس ثِ ٍضؼیت ایي وِ ثَد

 اػت. خٌیٌی ّوَگلَثیي افضایؾ دس ووىی ػبهل احتوبلأ گبهبگلَثیي طى پشٍهَتش ّبیپَهتیلاػیَى گيشی: ًتيجِ

 

 هتیلاػیَى خٌیٌی، ّوَگلَثیي تبلاػوی، ثتب ّبی کليذی: ٍاطُ

 
 بب بتب تبلاسوی بِ هبتلا بيوبساى ٍ ًبقليي دس گلَبيي گبهب طى یپشٍهَتش ًبحيِ هتيلاسيَى الگَی بشسسی .ؿدبػی صّشُ، حویذ هحوذ اسجبع:

 .3524-33(: 2) 29؛ 1400یضد هدلِ ػلوی پظٍّـی داًـگبُ ػلَم پضؿىی ؿْیذ كذٍلی . طبيؼی افشاد بب هقبیسِ دس ببلا جٌيٌی ّوَگلَبيي
 

 

                                                           

 .اناير ،تهران،انستيتو پبستور ايران ،مركس تحقيقبت بيوتكنولوشى ،بخش پسشكى مولكولى -1

 .ايران ،تهران ،دانشگبه خوارزمی ،دانشكذه علوم زيستی ،گروه سلولی و مولكولی -2

 1063333611 : صنذوق پستی ، hamid143@yahoo.com :، پست الكترونيكی90122121921 تلفن: نويسنذه مسئول(؛*)
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  ٍ ّوکبسشهحوذ حويذ 
 

 1400 اسدیبْطت، دٍ، ضوبسُ ًْندٍسُ بيست ٍ      هجلِ داًطگبُ ػلَم پضضکی ٍ خذهبت بْذاضتی ـ دسهبًی ضْيذ صذٍقی یضد
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 هقذهِ 

 دٍسُ خٌیٌی دس ًَػی ّوَگلَثیي غبلت  ،خٌیٌی ّوَگلَثیي

 صهبًی ٍ هبًذ هی ثبلی تَلذ اص ثؼذ وَتبّی هذت تٌْب وِ اػت

 افضایؾ ثِ سٍ ثبلغیي ّوَگلَثیي وِ یبثذ، هی وبّؾ آى تَلیذ

 یبفتِ ثبلیٌی ػبصهبى فَایذ خٌیٌی ثبلای ّوَگلَثیي سٍد. همبدیش

 خًَی ون ثیوبسی ٍ تبلاػوی ثتب ثیوبساى دس سا ای گؼتشدُ ٍ

 خٌیٌی ّوَگلَثیي افضایؾ .وٌذ هی ایدبد ؿىل ّبی داػی ػلَل

 ثِ تبلاػوی هشثَط ػلائن وبّؾ ٍ ول َگلَثیيّو افضایؾ ثبػث

 ػَاسم داسًذ ثبلاتشی  خٌیي ّوَگلَثیي وِ گشدد. ثیوبساًی هی

 وِ اػت ایي ػوذُ آى دلیل .دٌّذ هی ًـبى سا تشی ثبلیٌی خفیف

 هخشة تأثیشات حذی تب تَاًذ خٌیٌی هی ّوَگلَثیي تـىیل

 ّبی ىط ؿٌبػبیی (.1) ًوبیذ خجشاى سا ثتبگلَثیي ًبلق تَلیذ

 ٍ خٌیٌی ّوَگلَثیي تَلیذ دس تٌَع ایدبد دس دخیل

 خذیذ دسهبًی ّب اّذاف آى ٍػیلِ جِوْ هَلىَلی ّبی هىبًیؼن

 صهیٌِ ایي دس خذیذ داسٍّبی تَػؼِ ثِ تَاًذ هی ؿَد ؿٌبػبیی

 گؼتشدُ عَس ثِ اهشٍص ثِ تب وِ طًتیىی اپی اتتغییش .وٌذ ووه

اػت.   DNA ػیتَصیي هتیلاػیَى ثَدُ، هغبلؼِ هَسد اًؼبى دس

- S هتیل دٌّذُ اص هتیل گشٍُ یه وٍَالاًؼی افضٍدى ایي ؿبهل

 تَػظ CpG دس ػیتَصیي 1 هَلؼیت وشثي ثِ هتیًَیي آدًَصیل

 DNA methyltransferases ًبم ثِ ّب آًضین اص خبًَادُ یه

(DNMTs)   خبیگبُ  هیلیَى 30 حذٍد دس .(2) ؿَد هیCpG دس 

گیشد.  كَست هی هتیلاػیَى ّب آى دس وِ داسد ٍخَد طًَم ػشاػش

 اػت ّوشاُ سًٍَیؼی ػشوَة ثب ولی عَسثِ  DNAهتیلاػیَى

 گزاسی هبًٌذ حه تخللی ثؼیبس فشایٌذّبی ثب ایي ثش ػلاٍُ

. (3) اػت استجبط دس ًیض  X وشٍهَصٍم ػبصی غیشفؼبل ٍ طًَهی

دس  DNA چٌذیي سٍؽ ثشای چگًَگی ػول هتیلاػیَى

 بى طى پیـٌْبد ؿذُ اػت، دخبلت هؼتمین،خبهَؿی ٍ هْبس ثی

عَس هؼتمین هبًغ  ي سٍؽ اػت وِ عی آى هتیلاػیَى ثِاٍلی

 ؿَد. ّبی سًٍَیؼی ٍ فبوتَسّبی اتلبل هی وٌٌذُ ـؼتي فؼبلً

وَثگش اختلبكی ّبی ػشدٍهیي سٍؽ پیـٌْبدی، ٍخَد فبوتَس

ٍضؼیت  تغییش دلیل  اػت. سٍؽ دیگش غیشفؼبل ؿذى طى ثِ

ٍاػغِ  حبلت ثبص ٍ فؼبل ثِ ثؼتِ ٍ غیش فؼبل ثِ وشٍهبتیي اص

 وِ دّذ هی ًـبى هغبلؼبت. (4) اػت DNAهتیلاػیَى 

 طى دسػَئیچ هْوی ًمؾ پشٍهَتش دس CpG هٌبعك هتیلاػیَى

 تَػظ گبهبگلَثیي ثیبى هدذد فؼبل ؿذى دس ٍ ثتبگلَثیي ثِ گبهب

 عی دس (5) وٌذ هی ایفب تشاًؼفشاصّب هتیل DNA ّبی ثبصداسًذُ

 پشٍهَتش دس CpG ّبی خبیگبُ ثتبگلَثیي طًی خَؿِ ّبی طى ثیبى

 ایي ّب طى خبهَؽ ؿذى ثب ِوحبلیدس ثبؿٌذ هی غیشهتیلِ ّب طى

  CpG هتیلاػیَى. (3) داسًذ ؿذى هتیلِ ثِ توبیل ّب خبیگبُ

 ثشداسی ًؼخِ آغبصگش ووپلىغ ثشای تـىیل هبًؼی اػت هوىي

 پیـگیشی وشٍهبتیي ٍضؼیت تغییش اص غیشهؼتمین عَسثِ ٍ ثَدُ

 تـىیل سٍی اثشی هتیلاػیَى وِ دّذهی ؿَاّذ ًـبى . وٌذ

 ؿًَذُ هتلل ّبیپشٍتئیي ؿذُ هتیلِ DNA اهب ًذاسد ًَولئَصٍم

 وشدُ ثشّوىٌؾ اػتیلاص دی ّیؼتَى ثب وِ فشاخَاًذُ سا ثِ هتیل

 هوىي هتیلِ CpG ًبحیِ .(6) داسد ًمؾ وشٍهبتیي تغییشات دس ٍ

 اتلبل دس هؼتمین دخبلت عشیك اص سًٍَیؼی، هْبس ثشای اػت

 Stageاع  ّبیپشٍتئیي ثب اتلبل عشیك اص یب ٍ سًٍَیؼی فبوتَس

Selector Protein (SSP)  دس تغییش  ٍاػغِثِ یب ٍ وٌذ ػول 

 .(7) گشدد هبًغ سًٍَیؼی آى ؿذى فـشدُ ٍ وشٍهبتیي ػبختبس

 عجیؼی ّبیػلَل دس گبهبگلَثیي طى ؿذى فؼبل وِ حمیمت ایي

 ثب تٌگبتٌگ استجبط دس خًَی ّبی ػلَل تَلیذوٌٌذُ

 ًمغِ ثبلادػت ثبص خفت دُ دس CpG ػبیت ّیپَهتیلاػیَى

 اتلبل هحل ػبیت اػت ایي ؿذُ هـخق سًٍَیؼی اػت، ؿشٍع

 خولِ اص خبكی سًٍَیؼی فبوتَسّبی هتیلاػیَى ثِ ٍاثؼتِ

 َتشپشٍه سٍی هغبلؼبت دس .(8)اػت   SSP ووپلىغ پشٍتئیٌی

 ثیبى هیضاى وِ اػت ؿذُ هـخق گلَثیي ًیض ثتب ٍ گبهب ّبی طى

 هؼٌب ایي ثِ داسد هؼىَع ساثغِ  پشٍهَتشؿبى هتیلاػیَى ثب ّب آى

 ّیپَهتیلِ گبهبگلَثیي پشٍهَتش خٌیي خًَی ّبی ػلَل دس وِ

 خبیی تب ؿَد هی هتیلِ ثیـتش ٍ ثیـتش خٌیي سؿذ عی دس ٍ اػت

. دس ایي (9) ؿَد هی ّبیپشهتیلِ ثبلغیي خًَی ّبی دس ػلَل وِ

هغبلؼِ هیضاى ّوشاّی الگَی هتیلاػیَى پشٍهَتش طى 

 ثب ثتب تبلاػوی ثِ هجتلا ثیوبساىًبللیي ٍ  دسگبهبگلَثیي 

هَسد ثشسػی  عجیؼی افشاد ثب همبیؼِ دس ثبلا خٌیٌی ّوَگلَثیي

 لشاس گشفت.

 سٍش بشسسی

بّذی ؿ -كَست هَسد  دس هغبلؼِ حبضش، وِ ثِ: ّب ًوًَِ

ؿشوت وٌٌذگبى دس ایي هغبلؼِ )صى ٍ هشد( ًدبم گشفتِ اػت. ا

وٌٌذگبى ثِ  ػبل اص هشاخؼِ 50ػبل ٍ حذاوثش  2ثب حذالل 

آصهبیـگبُ طًتیه ًشگغ اَّاص ٍ اًؼتیتَ پبػتَس ایشاى اًتخبة 
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 بشسسی الگَی هتيلاسيَى ًبحيِ پشٍهَتشی طى گبهب گلَبيي
 

… ّبی ایشاى ضيَع چبقی دس داًطجَیبى دختش داًطگبُ  

 

 1400 اسدیبْطت، دٍ، ضوبسُ ًْندٍسُ بيست ٍ      دسهبًی ضْيذ صذٍقی یضد هجلِ داًطگبُ ػلَم پضضکی ٍ خذهبت بْذاضتی ـ
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 اًتخبة گشدیذ. ّوؼبى ٍ خٌغ هَسد ٍ ؿبّذ ػي ًظش اص ؿذًذ.

 30 ،بل ٍ ثیوبساى تبلاػویًبهِ اص افشاد ًشه پغ اص اخز سضبیت

ثیوبس تبلاػوی هبطٍس ٍ تبلاػوی هیٌَس ّوشاُ ثب ّوَگلَثیي 

ػٌَاى افشاد  فشد ػبلن ثِ 30دسكذ( ٍ  98الی  2/3خٌیٌی ثبلا )

 ثتب ًفش  15 ؿذُ ثشسػی ًفش 30 هیبى وٌتشل اًتخبة ؿذًذ. دس

گیشی  ثَدًذ.  ًوًَِ هبطٍس ثتب تبلاػوی ًفش 15 هیٌَس ٍ تبلاػوی

ثیي  ؿٌبػی ٍ الىتشٍفَسص ّوَگلَثیي اص ّبی خَى اػبع دادُ ثش

 تؼذاد هَسگبى سٍؽ اص اػتفبدُ ثب ًوًَِ حدن ثیوبساى اًدبم ؿذ.

 الی 2/3) ثبلا خٌیٌی ّوَگلَثیي ثب افشاد ًوًَِ 30) ًوًَِ 60

 ثِ ٍسٍد هؼیبسّبی. گشدیذ تؼییي( ؿبّذ ًوًَِ 30 ٍ( دسكذ 98

 ثبلاتش ّب آى خٌیي ّوَگلَثیي وِ ثَدًذ افشادی ّب ًوًَِ هغبلؼِ

 هؼیبسّبی. ثَدًذ گلَثیي ثتب تبلاػوی ًبلل یب هجتلا ٍ دسكذ 2/3

 داافش وِ ثَدًذ ّبیی ًوًَِ ؿبهل ؿبّذ گشٍُ دس هغبلؼِ ثِ ٍسٍد

 ّوَگلَثیي ٍ ثَدُ گلَثیي ثتب طى دس هَتبػیَى گًَِ ّش فبلذ

 كَست ثِ هغبلؼِ ایي. اػت تش پبییي دسكذ 1 اص ّب آى خٌیٌی

 هـخلبت وِ عَسی ثِ، هَاصیي وبهل سػبیت ثب ٍ هحشهبًِ وبهلاً

 اختلبسی وذ ثب ٍ ًبؿٌبختِ هغبلؼِ هَسد ّبی ًوًَِ فشدی

 ثَدًذ. ؿذُ گزاسی ػلاهت

 DNAاستخشاج 

ّبی حبٍی  لیتش دس لَلِ هیلی دًٍوًَِ خَى دس حذٍد  

ثِ سٍؽ  DNAآٍسی گشدیذ ٍ اػتخشاج  خوغ EDTAضذاًؼمبد 

Salting Out ثشای خَاًذى اص دػتگبُ ًبًَدساح  .اًدبم گشفت

 .اػتفبدُ گشدیذ  لیتش ثش حؼت هیىشٍگشم ثش هیلی DNAغلظت 

 ّب طشاحی آغبصگش

گبهب  ٍ Gγ گلَثیي گبهب  ّبیطى پشٍهَتشی ًَاحی تىثیش ثشای 

 آغبصگشّبی هغبلؼِ هَسد خوؼیت ّبیًوًَِ دس  Aγگلَثیي 

 Gene Runner version افضاس شمً اص اػتفبدُ ثب هؼىَع ٍ پیـشٍ

4.0.9.2 beta  ٍ Methprimer  ثشاػبع تَالی ٍAcc. No: 

U01317.1 دػت آٍسدى تَالی  ثؼذ اص ثِؿذ. دس اثتذا  عشاحی

تَالی وبًَست ؿذ. دی   Methprimer، ثِ ووه اكلی

هـخق ؿذ. آغبصگشّب عَسی عشاحی  CpGّبی  ًَولئَتیذ

حیِ ثبلادػت ٍ ئَتیذ دس ًبًَول 300ّبی حذٍد   CpGؿذًذ وِ 

ّبی َثیي سا پَؿؾ دٌّذ. تَالی آغبصگشگل اگضٍى اٍل طى گبهب

  آهذُ اػت. 1عشاحی ؿذُ دس خذٍل 

 ٍ تؼييي تَالی PCR، ٍاکٌص DNA  سَلفيت بی سذین  تيوبس

 وبًَستیب  دآهیٌِ سا ػیتَصیي تَاًذ هی ػَلفیت ثی ػذین

 تبثیش  تحت سا هتیلِ ػیتَصیي اهب وٌذ، تجذیل یَساػیل ثِ ٍ ًوبیذ

 EZ DNAهٌظَس اًدبم ایي سٍؽ اص ویت  وِ ثِ .ّذد ًوی لشاس

Methylation-Lightning™  اػتفبدُ ؿذ. ػپغ ٍاوٌؾPCR 

اًدبم  2خْت تىثیش ًَاحی اًتخبثی ثشاػبع ثشًبهِ خذٍل 

% الىتشٍفَسص ؿذ. 5/1ثش سٍی طل آگبسص  PCRهحلَل  .گشدیذ

ٍخَد ثبًذ غیش   یٌبى اص ػذمپغ اص اتوبم الىتشٍفَسص ٍ اعو

خْت اًدبم تؼییي تَالی  μl 25ّب دس حدن  اختلبكی ًوًَِ

اسػبل ؿذ. آغبصگشی وِ ثشای تؼییي تَالی اػتفبدُ ؿذ ّوبى 

وبس  ِ دس تىثیش لغؼبت هَسد هغبلؼِ ثِآغبصگش هؼىَػی ثَد و

 سفتِ ثَد.

  تَالی تؼييي ًوَداس تفسيش

 ّبیافضاسًشم اص اػتفبدُ ثب سا ؿذُ تَالی تؼییي ًوًَِ ّبی 

Chromas  ٍABI Sequence Scanner   هَسد ثشسػی لشاس

 ثشای ثشسػی Chromas ثشًبهِ اص اثتذا تحمیك ایي دس .گشفتٌذ

 ّب پیه استفبع آٍسدى دػت ثِ ثشای ، ؿذ اػتفبدُ ّبتَالی اخوبلی

 ABI Sequence افضاسًشم اص دسكذ هتیلاػیَى هحبػجِ خْت

Scanner  دسكذ ثب هتٌبػت ّبپیه ػبیض ًؼجت .ؿذ دُاػتفب 

 ػغح ثٌبثشایي هتیلِ ّؼتٌذ وِ اػت ػیتَصیٌی ثبصّبی ولی

فشهَل  عشیك اص تىثیشی لغؼِ دسٍى CpG خبیگبُ ّش هتیلاػیَى

(C/(C+T)*100)  ُهتیلاػیَى . دسكذ(10, 11) ؿذ گیشی اًذاص 

 ّوِ هتیلاػیَى دسكذ هیبًگیي ووه ثب ًیض تىثیشی لغؼِ ول

 صهبى دس فشهَل فَق وِ اػت روش ثِ لاصم .دػت آهذثِ ّبیگبُخب

 ثب ّب ًوًَِ وِ كَستی دس ٍ داسد پیـشٍ وبسثشد پشایوش اص اػتفبدُ

 اص ثبیذ ثبؿٌذ ؿذُ تَالی تؼییي هؼىَع پشایوش

  .(1) ؿىل وشد اػتفبدُ  (G/(G+A)*100)فشهَل
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  ٍ ّوکبسشهحوذ حويذ 
 

 تىثیشی گبهبگلَثیي، ػبیض ٍ هحل لغؼِ طى تٌظیوی یًَاح تىثیش آغبصگشّبی عشاحی ؿذُ ثشای تَالی :1خذٍل 

 اًذاصُ هحصَل ضوبسُ ًَکلئَتيذ (c°)ًقطِ رٍة  ’3-’5)) تَالی

γ MET-F : TTTTGGTATTTTTTATGGTGGGA 6/58     خفت ثبص 447 34167الی  34144اص 
γ MET-R: ATTCACCTTACCCCACAAACTTATA 9/58  34590الی 34565اص 

 

 ثشای تىثیش ًَاحی تٌظیوی طى گبهبگلَثیي PCRٍاوٌؾ  Touch down PCR ثشًبهِ :2خذٍل 

  دهب صهبى تؼذا سيکل ّب

1 5 ′ 95°c  فؼبلیت آًضیندهبی 

ػیىل ثِ اصای ّش ػیىل  10
 /. دسخِ وبّؾ دهب5

30 ″ 

30 ″ 

1 ′ 

95°c 

54°c 

72°c 

 دهب ٍاػشؿتگی

 دهبی اتلبل

 دهبی گؼتشؽ

25 30 ″ 

30 ″ 

1 ′ 

95°c 

49°c 

72°c 

 هب ٍاػشؿتگید

  دهبی اتلبل
 دهبی گؼتشؽ

1 5 ′ 72°c دهبی گؼتشؽ ًْبیی 

 ػیتَصیي ًوبیٌذُ( تیویي ثشای وشٍهبتَگشام پیه پیـشٍ اص آغبصگش اػتفبدُ ثب CpG خبیگبُ یه اص تَالی تؼییي ّبی دادُ تحلیل ٍ تدضیِ اًدبم چگًَگی :1 ؿىل

 )اػت هبًذُ ثبلی تغییش ثذٍى ثیؼَلفیت تیوبس عَل دس وِ هتیلِ ػیتَصیي ًوبیٌذُ ی( ٍ ػیتَصیي  )ؿذ ذیلتج یَساػیل ثِ ثیؼَلفیت تیوبس عَل دس وِ غیشهتیلِ

 آهبسی تجضیِ ٍتحليل

  -T آهبسی آصهَى آهذُ اص دػتِ ث ًتبیح آهبسی خْت ثشسػی

test   آى دس ٍ گشدیذ اػتفبدُ دسكذ 95 اعویٌبى دسخِثب 

 یىذیگش ثب ًشهبل ٍ ثیوبس گشٍُ دس ّش خبیگبُ هتیلاػیَى دسكذّبی

 ثِ 05/0  اص ووتش p-value همذاس اػبع ایي ثش .گشدیذ همبیؼِ

ّب ثِ  دادُ .گشٍُ اًتخبة ؿذ دٍ ثیي داسهؼٌی اختلاف هؼٌبی

 . ؿذ لیٍ تحل ِیتدض SPSS version 16افضاس  ًشم لِیٍػ

 اخلاقی هلاحظبت

ٍ وذ اخلالی  1033ؿوبسُ ٍ وذ ایي تحمیك ثب گشًت 

IR.PII.REC.1397.56  سػیذُ پبػتَس ایشاى  اًؼتیتَثِ تبییذ

 اػت.

 ًتبیج

 50ػبل ٍ حذاوثش  2دس ایي هغبلؼِ )صى ٍ هشد( ثب حذالل 

 ٍ خٌغ هَسد ٍ ؿبّذ ػي ًظش اص ػبل اًتخبة ؿذًذ وِ

ثیوبس ٍ فشد ػبلن اًتخبة ؿذُ دس  60اص  ؿذًذ.اًتخبة   ّوؼبى

 %( ثَدًذ67/51) ًفش آلب 31%( ٍ 33/48ًفش خبًن ) 29هغبلؼِ 

(2/0(P= 22±6. هیبًگیي ػٌی ثیوبساى ٍ افشاد ؿبّذ ثِ تشتیت 

وبًَست طًَم افشاد هَسد  اصپغ  .=P)5/0) ػبل ثَد 4±24ٍ 

ٍ ثؼذ اص گلَثیي تىثیش ؿذُ  ، ًبحیِ پشهَتشی طى ثتبثشسػی

 هـبّذُخفت ثبصی  447لغؼبت الىتشٍفَسص ثش سٍی طل آگبسص 

 ثشای ّش CpGخبیگبُ  ؿؾثشسػی ّب ثشای  ؿذًذ. ػپغ ًوًَِ

+ تؼییي تَالی 50+، 17+، 6،  -50،  -53،  -162ًوًَِ ؿبهل 
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 بشسسی الگَی هتيلاسيَى ًبحيِ پشٍهَتشی طى گبهب گلَبيي
 

… ّبی ایشاى ضيَع چبقی دس داًطجَیبى دختش داًطگبُ  

 

 روش ّبی هَلؼیت دس تَالی تؼییي ًتیدِ دس وِ كَستی دس ؿذًذ.

 ثِ داؿتِ ٍخَد  CGدس خبیگبُ پیه ػیتَصیي یه  ؿذُ فمظ

 (هتیلِ %100هتیلِ ) توبهب ٍلیِا  CpG خبیگبُ وِ هؼٌبػت ایي

 ثبؿذ، T پیه ّب فمظ  هَلؼیت ایي دس وِ كَستی دس. اػت ثَدُ

 دس ٍ ثَدُ )هتیلِ%0 (غیشهتیلِ توبهبً خبیگبُ وِ هؼٌبػت ایي ثِ

 ٍضؼیت ثبؿذ آهذُ ثبلا  C/T پیه دٍ ّش وِ دس كَستی ًْبیت

 ثیـتش تَضیح ثشای .ؿَد هی گضاسؽ ًؼجی هتیلاػیَى

 ّش اص ًؼخِ دٍ حضَس گفت ثب تَاى هی ًؼجی هتیلاػیَى

 یب ٍ  % 50 ،%0 ّبی ًؼجت تَاًذ هی ػلَل، یه دس وشٍهَصٍم

 ٌّگبم. ثبؿذ داؿتِ ٍخَد CpG یه دس هتیلِ % 100

 تخلیق ػلَل ّضاساى  DNAاص تشویجی یه ، DNAاػتخشاج

ًیوِ هتیلِ  غیشهتیلِ، ّب ػلَل اص همذاس چِ ایٌىِ ثِ ثؼتِ ؿَد هی

تب  0 اص یَىهتیلاػ اص ػغح یه تَاًیذ هی هتیلِ ثبؿٌذ توبم یب

ّبی تیوبس  ًوًَِ تَالی تؼییي آًدب وِ اص آٍسد دػت ثِ سا  % 100

 ایي تحمیك اػت دس خغب هیضاى یه داسای ػَلفیت ثیؿذُ ثب 

 ػٌَاى ثِ %80تب  20 هتیلِ توبم ػٌَاىثِ % سا100تب  80

 ًیوِ هتیلِ حبلت % 60تب  40 ٍ گشدیذ اًتخبة ًؼجی هتیلاػیَى

ّبی  دػت آهذُ اص ثشسػی تَالیِ ًتبیح ث .(12)ؿذ  گشفتِ ًظش دس

 آهذُ اػت 3دسكذ هتیلاػیَى افشاد ثیوبس دس خذٍل  یيٍ تؼی

  CpG :وشد خلاكِ صیش كَستثِ تَاى هی سا خذٍل ایي ًتبیحوِ 

 دس تَخْی لبثل تفبٍت 30 تب 27 ًوًَِ چْبس دس -162ًبحیِ 

 ثِ وِ ًوًَِ ػِ دس وِ عَسیثِ داد ًـبى هتیلاػیَى دسكذ

 ثَدًذ، 3/98ٍ 2/95،98 خٌیٌی ّوَگلَثیي دسكذ داسای تشتیت

 ًشهبل ّبی ًوًَِ ثب ٍاضحی تفبٍت وِ دیذُ ؿذ هتیلِ ًیوِ حبلت

 هتیلاػیَى ٍضؼیت داسای ًیض ًوًَِ یه ٍ (2)ؿىل  داؿت

 ًیض -53 خبیگبُ CpG دس .ثَد 75 دسكذ هتیلاػیَى ثب ًؼجی

 78 تب 62  یيث هتیلاػیَى حذٍد ثب ًؼجی هتیلاػیَى ٍضؼیت

 دسكذ داسای ًیض ّبًوًَِ ایي وِ ؿذ ًوًَِ دیذُ ػِ دس دسكذ

 دس ًیض  +6 خبیگبُ .ثَدًذ 3/98 ٍ 68 ، 8/18 خٌیٌی ّوَگلَثیي

 78الی  61  ثیي یسًد ثب ًؼجی هتیلاػیَى ٍضؼیت ًوًَِ ؿؾ

 یه دس وذام ّش ًیض  +50 ٍ  +17 ّبیخبیگبُ .داد ًـبى دسكذ

ًتبیح دسكذ  .دادًذ ًـبى ًؼجی ىهتیلاػیَ ٍضؼیت ًوًَِ

هحذٍدُ هیبًگیي هتیلاػیَى  دس ّبی ًشهبل هتیلاػیَى ًوًَِ

 توبم ّب ًوًَِ توبم گفت تَاى هی ٍ دسكذ ثَد 97الی  5/89ثیي

  +17هَلؼیت  CpG ًشهبل ًوًَِ یه اگشچِ دس. ثَدًذ هتیلِ

 -162ّبی  دسخبیگبُ p-value همذاس .ثَد % 72 هتیلاػیَى داسای

 گشفت ًتیدِ ایٌگًَِ تَاى هی ٍ ثَددسكذ  5 اص ووتش +6 ٍ -53 ،

 ٍ ًشهبل گشٍُ دٍ ّب ثیي خبیگبُ ایي دس هتیلاػیَى اختلاف وِ

 دیگش خبیگبُ ػِ وِ اػت حبلی دس ایي .ثبؿذ هی داسهؼٌی ثیوبس

 5 اص ثیـتش p-value همذاس تَخِ ثِ ثب +50ٍ  +17 ، -50 ؿبهل

. اػت ثشسػی هَسد گشٍُ دٍ يثی داسی هؼٌی اختلاف فبلذ دسكذ

 داسای ًیض ًشهبل ٍ ثیوبس گشٍُ دٍ دس ول هیبًگیي هتیلاػیَى

 .>P) 05/0)ثَد داسی هؼٌی لبثل اختلاف

 
 ّبی ثیوبساى ٍ ًبللیي تبلاػوی ثتب دسكذ هتیلاػیَى، ّوَگلَثیي خٌیٌی ٍ ًَع هَتبػیَى طى ثتب گلَثیي دس ًوًَِ :3خذٍل 

ّوَگلَبيي  

 جٌيٌی)%(

 هتيلاسيَى کل)%( هتيلاسيَى)%( ى بتب گلَبييجْص ط

50+ 17+ 6+ 50- 53- 162- 

1 6/3 -88(C>A)/Normal 95 99 97 98 95 98 97 
2 6/3 -88(C>A)/Normal 99 95 97 91 94 94 95 
3 5/4 CD36-37(-T)/Normal 99 95 94 97 99 96 7/96 
4 4/5 -88(C>A)/Normal 97 93 95 94 91 93 8/93 
5 8/10 -88(C>A)/Normal 93 98 90 96 97 94 7/94 
6 5/21 IVSII-I(G>A)/IVSII-I(G>A) 95 98 93 91 94 90 5/93 
7 6/31 IVSII-I(G>A)/Hb S 99 97 95 98 97 93 5/96 
8 6/46 -28(A>C)/-28(A>C) 95 91 91 94 90 88 5/91 
9 48 IVSII-I(G>A)/IVSII-I(G>A) 99 98 93 95 95 85 2/94 

10 9/66 -88(C>A)/-88(C>A) 97 97 95 96 92 84 5/93 
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  ٍ ّوکبسشهحوذ حويذ 
 

11 7/5 IVSII-I(G>A)/Normal 95 93 90 97 91 86 92 
12 18 CD36-37(-T)/Normal 92 91 91 94 93 87 3/91 
13 8/29 Hb S/CD8(-AA) 93 93 95 95 95 88 2/93 
14 6/10 IVSII-I(G>A)/Normal 99 91 90 95 95 85 5/92 
15 2/68 IVSII-I(G>A)/IVSII-I(G>A) - 91 90 96 94 84 91 
16 6/97 CD39(C>T)/CD39(C>T) 94 93 90 96 95 87 5/92 
17 6/97 CD5(-CT)/IVSI-I(G>A) 93 95 93 97 96 86 3/93 
18 5/98 IVSII-I(G>A)/-88(C>A) 95 91 90 95 94 84 5/91 
19 16 IVSI-5(G>C)/-101(C>T) 100 85 90 94 95 86 7/91 
20 6/95 IVSII-I(G>A)/IVSII-I(G>A) 93 93 88 95 93 88 7/91 
21 9/63 Fr8-9(+G)/Fr8-9(+G) 87 88 92 94 93 83 5/89 
22 5/93 IVSII-I(G>A)/IVSII-I(G>A) 91 91 77 98 90 86 8/88 
23 4/4 -88(C>A)/Normal 87 95 74 99 86 85 7/87 
24 7/5 CD8(-AA)/Normal 80 80 61 94 80 90 8/80 
25 67 -88(C>A)/IVSII-I(G>A) 90 80 80 95 75 81 5/83 
26 7/68 IVSII-848(C>A)/IVSII-848(C>A) 82 83 70 95 81 83 3/82 
27 1/18 Sicillian δβ/ Normal 95 - - 85 62 75 2/79 
28 2/95 CD36-37(-T)/IVSII-I(G>A) 79 84 78 91 83 40 8/75 
29 98 IVSII-I(G>A)/IVSI-5(G>C) 86 80 81 87 82 45 8/76 
30 3/98 25bp del/25bp del 81 78 76 85 78 56 7/75 

  Fully methylated (81-100%) 
  Hemi methylated (40-60%) 
  Partial methylated (20-80%) 

 

 طى گبهب گلَثیي -CpG 162ٍضؼیت ًیوِ هتیلِ دس خبیگبُ : 2ؿىل 

 بحث

 یب هبطٍس تبلاػوی ثتب ثِ هجتلا افشاد سٍی ثش حبضش هغبلؼِ

 الگَی ٍ گشفت اًدبم دسكذ 3ثبلای خٌیٌی ّوَگلَثیي ثب هیٌَس

سٍؽ  ثب افشاد ایي گبهبگلَثیي ّبی طى پشٍهَتش هتیلاػیَى

Bisulfite Sequencing  عَسثِ .گشفت لشاس ثشسػی هَسد 

 30 اص ًوًَِ  21 دّذ هی ًـبى حبضش هغبلؼِ ًتبیح خلاكِ،

 هَسد CpG ّبی خبیگبُ توبم دس اى ٍ ًبللیي ثتبًوًَِ ثیوبس

 هبًذُ ثبلی ًوًَِ 9 ثَدُ اًذ. %(100الی  81) هتیلِ أتوبه ثشسػی

 ًیوِ یب ًؼجی هتیلاػیَى ٍضؼیت  CpGػبیت یه حذالل دس

 تب 4/4اص گشٍُ ایي ّوَگلَثیي خٌیٌی  حذٍد وِ اًذ داؿتِ هتیلِ

 .اػت ثَدُ هتغیشدسكذ  61حذٍد دس هیبًگیٌی ثب دسكذ 3/98

 أتوبه ؿذُ ثشسػی ًشهبل ًوًَِ 30 توبم وِ اػت حبلی ایي دس
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 حذالل داسای وِ ثبلا دس ؿذُ ًوًَِ روش 9 هیبى اص .اًذ ثَدُ هتیلِ

 4 اًذ، ثَدُ ًشهبل اص هتفبٍت هتیلاػیَى ٍضؼیت ثب خبیگبُ یه

 ًؼجی ٍضؼیت هتیلاػیَى ثب ّبی خبیگبُ تؼذد دلیل ثِ ًوًَِ

 2/79الی  7/75دسكذ )  80صیش یلاػیَىهت هیبًگیي داسای

 هتیلِ ًیوِ داسای ٍضؼیت گشٍُ ایي ًوًَِ 3 اًذ، ثَدُ ًیض (دسكذ

 عجك ثش .اًذ ثَدُ -162 هَلؼیت CpG دس دسكذ( 56الی  40)

 ّش هتیلاػیَى ثشای دسكذ ؿذُ هحبػجِ  t-test  آهبسی آصهَى

 اختلاف وِ گشدیذ هـخق ثیوبس ٍ ًشهبل گشٍُ دٍ دس خبیگبُ

 گشٍُ دٍ ایي هیبى +6 ٍ -53، -162 خبیگبُ 3 دس هتیلاػیَى

 دس اختلاف احتوبلأ دیگش، ثیبى ثِ (p <0.05). ثبؿذ هی داسهؼٌی

 دلیل ثِ تَاًذ هی ًشهبل ٍ افشاد ثیوبس هیضاى ّوَگلَثیي خٌیٌی دس

 حبل ایي ثب ثبؿذ. خبیگبُ ػِ ایي هتیلاػیَى ٍضؼیت دس تفبٍت

 لبثل تفبٍت ثشسػی هَسد ًوًَِ 30 اص ًوًَِ 21 دلیل ایي ثِ

 اًذ ًذاؿتِ ًشهبل گشٍُ ثِ ًؼجت هتیلاػیَى ػغح دس تَخْی

 پشٍهَتش دی هتیلاػیَى وِ گشفت ًتیدِ تَاى ایٌگًَِِ ث ؿبیذ

ػبهل  +6ٍ  -53، -162 خبیگبُ ػِ خلَف ثِ گبهبگلَثیي طى

 ٍلی ًجبؿذ ثضسگؼبلی دس طى گبهب گلَثیي هدذد ثیبى دس ضشٍسی

 +6 خبیگبُ .اػت هدذد ثیبى ایي دس هْوی ووىی ػبهل احتوبلأ

 اهش ایي .اػت  RNA Polymeraseآًضین اتلبل هحذٍدُ دس

 ایي هتیلاػیَى هؼٌبداسی اختلاف ثش گَیبیی دلیل تَاًذ هی

 CpG هتیلاػیَى ؿبیذ .ثبؿذ ثشسػی هَسد گشٍُ دٍ دس خبیگبُ

 ثِ  RNA  Polymerase هیل آًضین وبّؾ ثبػث +6 خبیگبُ

 طى ثیبى وبّؾ ثبػث عشیك ایي اص ٍ گشدد هحل ایي دس تلبلا

 .(13) ؿَد گبهبگلَثیي همذاس وبّؾ آى دًجبل ثِ ٍ گبهبگلَثیي

 ّبی يئیپشٍت اتلبل هحل وِ اػت SSE اص ثخـی -53 خبیگبُ

SSP ٍ یب Sp1 خبیگبُ .اػت سؿذ هختلف ّبی دٍسُ دس SSE یه 

 ثیبى خٌیٌی شحلِه دس وِ اػت ّبییگًَِ دس ؿذُ حفبظت تَالی

 طى ثیبى تٌظین دس اػبػی ًمؾ ٍ داسًذ سا گبهبگلَثیي طى

 دی هتیلِ CpG وِ خبیگبُ صهبًی .داسد سؿذ عَل دس گبهبگلَثیي

 SSE خبیگبُ ثِ SSP اسیتشٍئیذی خبف پشٍتئیي اتلبل ثبؿذ

 Locus control region ثبػث فشاخَاًی ٍ گیشد هی كَست

(LCR)  ِدیگش عشف اص ؿَد، هی گلَثیيگبهب طى پشٍهَتش ػوت ث 

 SSE ثِ SP1 پشٍتئیي تشخیحی اتلبل المبی ثبػث هتیلاػیَى

 هىبًیؼن اص ثخـی اتلبل ایي وِ اًذ دادُ احتوبل ؿَد، هی

-17)اػت  اسیتشٍئیذی ثضسگؼبلاى ّبی ػلَل دس ػشوَة عجیؼی

 وِ ّبػت ػبل خٌیٌی ّوَگلَثیي ثیبى دس -53 استجبط (.14

 تب 34 ًَولئَتیذ ثیي اػت وِ SSE اص اػت ثخـی ؿذُ هـخق

ػَئیچ  ػٌلش دس ایي اػت ؿذُ ٍالغ گبهبگلَثیي پشٍهَتش اص 53 -

آصهبیـگبّی دخبلت  ؿشایظ دس ثتبگلَثیي ثِ گبهبگلَثیي ثیبى طى

 .گشدد هی اؿغبل  SSP پشٍتئیي یب ٍ SP1 تَػظ SSE وٌذ. هی

 ،همبثل دس داسد ًمؾ گبهبگلَثیي ػبصیفؼبل دس SSP ووپلىغ

 ثبػث -53 خبیگبُهتیلاػیَى  ّوشاُ  ثِ SSE ثِ SP1 اتلبل

 خبیگبُ خلَف دس .(16, 17) ؿَد هی گبهبگلَثیي ػشوَة

 دس خبیگبُ ایي تَالی حذٍد خؼتدَی ثب گفت، تَاى هی -162

 اتلبل پتبًؼیل خبیگبُ وِ ایي ؿذ هـخق دادُ ّبی پبیگبُ

خولِ  اص پشٍتئیي ایي .ػتا داسا سا  MYBسًٍَیؼی فبوتَس

 دس .اػت ّوبتَپَیتیه ثش تبثیشگزاس سًٍَیؼی فبوتَسّبی

 داسًذ ػغح گبهبگلَثیي ثبلای ثیبى وِ اٍلیِ اسیتشٍئیذ ػلَلْبی

MYB پشٍتئیي دٍ ایي ػغح ثیي هؼىَػی استجبط ٍ اػت پبییي 

 پشٍتئیي ایي هىبًیؼن ػول اص ٍخَد ایي ثب داسد، ٍخَد ػلَل دس

 گبهبگلَثیي طى پشٍهَتش ىهتیلاػیَ ثب آى احتوبلی ساثغِ ٍ

 دس ّبیی هَسفیؼن پلی چٌذ . ّش(18)ٍخَد ًذاسد  اعلاػبتی

 ٍخَد  MYB ٍHBS1L طى دٍ فبكل حذ دس ٍ طى ایي ثبلادػت

  ثضسگؼبلی دس خٌیٌی ّوَگلَثیي ثمبی استجبط ثب دس وِ داسد

 ٍخَد MYB ٍاػغِ طى ثِ استجبط ایي دٌّذ هی احتوبل ٍ اػت

 طى پشٍهَتش هتیلاػیَى الگَی ثشسػی .(19, 20) داؿتِ ثبؿذ

 گلَثیي ػَییچیٌگ هىبًیؼن ثْتش دسن ثشای گبهبگلَثیي

 ٍضؼیت هَسد دس هغبلؼِ اهب اػت هَسد ثشسػی وِ ّبػت ػبل

 دس ثبلا خٌیٌی ّوَگلَثیي ثب تبلاػوی ثتب افشاد دس خبیگبُ ایي

 ّبی سدُ سٍی توشوض ثیـتش ٍ اػت ثَدُ خْبى هؼذٍد ػغح

 ثِ ساخغ ؿذُ اًدبم هـبثِ هغبلؼِ تٌْب دس .ػتا ثَدُ ػلَلی

 دس وِ تبلاػوی ثیوبساى سٍی طى ایي پشٍهَتش هتیلاػیَى الگَی

 چْبس دس هتیلاػیَى ٍضؼیت ؿذ، اًدبم Liu تَػظ 2012 ػبل

طى  ثبلادػت ًبحیِ دس  -CpG256-، 162- ،53-  ٍ50 خبیگبُ 

 وَگلَثیيّ ثب هبطٍس ثتبتبلاػوی ثِ هجتلا افشاد دس گبهبگلَثیي

 ثش لشاسگشفتٌذ. ثشسػی هَسد چیي یّب اػتبى اص یىی دس ثبلا خٌیٌی
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  ٍ ّوکبسشهحوذ حويذ 
 

 ًشهبل افشاد دس چِ ثشسػی هَسد خبیگبُ چْبس توبم تحمیك ایي عجك

 دس -53ٍ  -162 خبیگبُ حبل دٍ ایي ثب ٍلی ثَد هتیلِ ثیوبس چِ ٍ

 دیگش ّبی خبیگبُ دس ٍ ثَد ّیپَهتیلِ ًشهبل ثِ ًؼجت ثیوبس افشاد

 هتیلاػیَى دسخِ ًظش اص داسی هؼٌی تفبٍت -50ٍ  – 256ی یؼٌ

گفت  تَاىهی ول عَس ثِ .ًذاؿت ٍخَد ثشسػی هَسد گشٍُ دٍ ثیي

 اػت دس ایي تحمیك آهذُ دػت ثِ ًتبیح هـبثِ تحمیك ایي ًتبیح

ّبی ایشاًی ًمؾ  ثبس سٍی ًوًَِ  لیيایي هغبلؼِ ثشای اٍ .(21)

 دّذ.یسا هَسد ثشسػی لشاس ه DNAهتیلاػیَى 

 گيشی ًتيجِ

 +6 ٍ -53، -162 خبیگبُ 3 دس هتیلاػیَى اختلاف اگشچِ

 دلیل ایي اهب ثِ  ثبؿذ هی داس هؼٌیثیوبس ٍ ًشهبل  گشٍُ دٍ هیبى

 دس تَخْی لبثل تفبٍت ثشسػی هَسد ًوًَِ 30 اص ًوًَِ 21 وِ 

 گًَِ اًذ ایي ًذاؿتِ ًشهبل گشٍُ ثِ ًؼجت هتیلاػیَى ػغح

 گبهبگلَثیي طى پشٍهَتش دی هتیلاػیَى وِ گشفت ًتیدِ تَاى هی

احتوبلا ًمؾ ووىی   +6ٍ  -53، -162 خبیگبُ ػِدس  خلَفثِ

ثشسػی  چٌیي ّنداسد.  دس ثیبى ایي طى دس دٍساى ثضسگؼبلی

فبوتَسّبی دیگش هشتجظ ثب افضایؾ ّوَگلَثیي خٌیٌی اص خولِ 

،  Promotersؿبهل پشٍهَتشّب ػیغ وٌٌذُ ػَاهل تٌظین

 ،Silencersّب  وٌٌذُ ، خبهَؽEnhacersّب  ٌٌذُو تمَیت

-Locusػٌَاى   ًَاحی تٌظیوی تحت ،Insulatorsّب  وٌٌذُ هحذٍد

control region (LCR) ٍ گشدد. تَكیِ هی ػَاهل تشاًغ 

 گضاسی سپبع

وٌٌذُ دس ایي تحمیك ٍ ّوىبساى ثخؾ  اص ولیِ افشاد ؿشوت

ػول ِ تمذیش ثپبػتَس ایشاى تـىش ٍ  پضؿىی هَلىَلی اًؼتیتَ

 1033گشًت ثب عشح تَػظ اًؼتیتَ پبػتَس ایشاى  ایي آیذ. هی

 حوبیت هبلی ؿذُ اػت.

 اًؼتیتَپبػتَس ایشاى حبهی هبلی:

 .ًذاسد ٍخَد: هٌبفغ تؼبسض
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Introduction: Among the factors that may be associated with the re-expression gamma-globin in adults is 

the methylation pattern of the promoter region. The study aimed to determine the association between 

promoter methylation pattern of the gamma-globin gene in the carriers and affected beta-thalassemia 

individuals and its expression levels. 

Methods: This study has been done as a case control- study. After taking blood samples from 30 patients 

and beta-thalassemia carriers and affected patients with fetal hemoglobin elevated as well as 30 normal 

individuals, genomic DNA was extracted. Six CpG sites of the promoter region and exon1 of the gamma-

globin gene were analyzed by the bisulfite sequencing analysis method. Statistical analysis was carried out 

using a t-test. The values of p ≤ 0.05 were considered significant for comparing two studied groups. Data 

were analyzed using SPSS version 16 software. 

Results: In this study, hypomethylation of the gamma-globin promoter region in the patients and carriers 

compared to showed a significant differences in three CpG sites +6, -53 and -162, respectively (p<0.05). In 

addition, in three cases, CpG site in position -162 was semi methylated; this situation was markedly different 

from other samples of the patients and normal cases.  

Conclusion: Hypomethylation of the gamma-globin gene promoter probably has an auxiliary role in fetal 

hemoglobin increase. 
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