
١٣٨٧١٣٨٧تابستان تابستان   ،،٢٢، شماره، شماره٧٧مجله علمي پزشكي، دوره مجله علمي پزشكي، دوره    
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  چكيده
تي است كه به صورت نهفته اتوزومي به ارث مي رسد و چندين ارگان را تحت سيستيك فيبروزيس يك بيماري وراث: هدف

هدف از اين مطالعه تشخيص . .علت اصلي اين بيماري نقص در كانال انتقال كلر از غشاء سلولي مي باشد. تاثير قرار مي دهد
  . قبل از تولد جنيني مي باشد كه داراي والدين ناقل و برادر مبتلا مي باشد يمولکول

يكي از بررسي براي يافتن خون با استفاده از روش هاي روتين استخراج ژنوم و تهيه نمونه ها از مايع آمنيون و  :روش بررسي
  .انجام گرفت RFLP۱ با استفاده از روش CF ها در ژنجهش رايج ترين 
 براي يماريبه ب بچه مبتلا. دمي باشنهتروزيگوت  ∆ F508والدين براي جهشنتايج اين بررسي نشان مي دهد كه : يافته ها

جنين مورد بررسي براي سيستيك فيبروزيس ناقل . و جنين هتروزيگوت تشخيص داده شدهموزيگوت بوده جهش مشابه 
  .بوده ولي خطر اين بيماري جنين را تهديد نمي كند

ناقل يك جهش يكسان  والد هر دوبا توجه به اينكه والدين هيچگونه رابطه خويشاوندي با هم ندارند و از طرفي  :نتيجه گيري
گردد كه در  بدين خاطر پيشنهاد مي. اين جهش خاص فراواني نسبتا بالايي در استان خوزستان داشته باشد احتمالا مي باشند،

  .يك طرح جامع استاني فراواني جهش ها در ژن سيستيك فيبروزيس مورد بررسي قرار گيرد
  ۲۳۴ - ٢٤٠) :٢( ٧  ؛ ١٣٨٧م ع پ  

 
    سيستيك فيبروزيس، تشخيص قبل از تولد، آمنيوسنتزيس: گان هواژ كليد
 

 مقدمه

ي ژنتيكي است كه يك بيمار سيستيك فيبروزيس

علت اصلي اين . حت تاثير قرار مي دهدچندين ارگان را ت

نقص در كانال انتقال كلر از غشاء سلولي مي باشد  بيماري

كم آبي و . مي گردد غلظت شديد ترشحاتكه باعث 

غلظت شديد موكوس منجر به چسبندگي آن در ريه ها، و 

افزايش مقدار قابل لوزالمعده و موكوسي در براي پلاك 

در اين افراد . )۲و  ۱(دمي باش كلرايد در عرق توجهي

بيماري سيستيك . باشند هوش و قواي ذهني طبيعي مي

ژن . توزومي نهفته به ارث مي رسدآفيبروزيس به طريق 

هدايت غشائي كلرايد  ري يك تنظيم كنندهاين بيما مسئول

  )۱(باشد مي

  ١ -Restriction Fragment Length Polymorphism 
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٢٣٩

 ۷بر روي كروموزوم  يلاديم ۱۹۸۹ سال دركه 

بيان و دوره  اين بيماري داراي .)۳(تعيين نقشه گرديد

 ۶-۸متوسط سن در تشخيص اين بيماري  .متنوعي مي باشد

قبل از يك سالگي افراد مبتلا تا  ۳/۲حدود . ماهگي مي باشد

بيماري بعضي افراد داراي . )۴( شوند تشخيص داده مي

در صورتي كه مي باشند  ۱معدي -اي يا روده شديد ريوي و

دوره بقيه ممكن است بيماري را به صورت خفيف در 

از دامنه اثر اين بيماري  .)۴( نوجواني و جواني نشان دهند

 تا بيماري خفيف ريوي ناراحتي هايمرگ زودرس در اثر 

اين  يموارد در هاي دوم و سوم زندگي و غير تيپيك در دهه

 دنزندگي نرمال مي باش به صورت نادر داراي طولافراد 

سال در  ١٨از  اين افراد گيدمتوسط طول زناگر چه  .)۵(

رسيد، اما در حقيقت مقدار كمي  ١٩٩٥در  سال ٣٠به  ١٩٧٦

 ١٩٩٥ و ١٩٩٠ بين سال هايآنها بر متوسط طول زندگي 

ريوي و  اختلالات و ضايعاتمديريت . افزوده شده است

 .را بهبود داده استبيماران  حياتقدرت پانكراسي وضعيت 

يس عليرغم اين پيشرفت ها در درمان سيستيك فيبروز البته

 شدت بيماري .)٦( دارو و درمان قطعي براي آن وجود ندارد

 .مي باشد) طول زندگي(و طول عمر  چكونگيناي كليد  در

نود در صد افرادي كه داراي سيستيك فيبروزيس مي باشند 

هاي تشخيص  آزمايش. از اختلالات ريوي مي ميرند

توانند در تشخيص و پيش بيني مرگ  اختلالات ريوي مي

ضعيف به  )تشخيص اوليه( پيش بيني. )۷( شندبامؤثر 

يه، و تغذءناراحتي هاي ريوي قبل از سن يك سالگي، سو

از علائم پيش بيني بهتر . گردد ناديده گرفتن شرائط بر مي

آئي پانكراسي و تابلو غير تيپيك شخيص كارمتوسط در ت

در گزارشات منتشره . )۸( تواند صورت گيرد بيماري مي

به  تشخيص اوليه و درمان ممكن استتصور مي شود كه 

مربوط اطلاعات به هر حال  .بهبود رشد نوجوانان بيانجامد

نهايتا تست هاي عملكرد ريوي و  محدود بهاوليه  درمان به

روي بازوي بلند  CF ژن .)۹(مي باشد  پزشكي مراقبت هاي

. جفت باز است ۲۵۰۰۰۰قرار گرفته و داراي  ۷وزوم كروم

  CFTRه براي پروتئيند كنندكاين لوكوس ژن در 

ز هم جدا ا ها كه توسط اينترون ون مي باشدگزا ۲۷داراي

باز است  ۶۱۰۰حاصل از اين ژن داراي  ۲رونوشت .شده اند

 .)۱۰( اسيد آمينه ترجمه مي شود ۱۴۸۰كه به پروتئيني با

در اين بيماري مشخص  CF ژن نقشهمراه با شناسائي 

در آن منجر به نقص  )CTT( يك حذف سه بازيگرديد كه 

 ∆ F508به صورتاين جهش . در توليد اين ژن مي گردد

اين حذف باعث مي گردد تا يك اسيد  .داده مي شود نشان

 CFTR پروتئين در ۵۰۸نه فنيل آلانين در موقعيت آمي

 در صد همه جهش هاي ژن ۷۰حدود  .)۱۱( حذف گردد

CF لتشكياين جهش  را در سفيد پوستان امريكا و كانادا 

به هر حال مطالعات بين المللي تنوع توزيع منطقه . مي دهد

 .زيع اين جهش را نشان مي دهدو قومي تو) جغرافيائي(اي 

در جمعيت هاي اروپاي  ∆ F508به طور كلي جهش 

شمالي شيوع بيشتر و در اروپاي جنوبي فراواني كمتري را 

ر كل و در سطح جهاني اين جهش د. نشان مي دهد

بيشتر جهش . را شامل مي شود ن ژنيا ياجهش ه درصد۶۶

مي شوند نادر مي  يماريب هاي ديگر در اين ژن كه باعث

ي فراواني بيشتر از جهش دارا ۴به طوري كه فقط  .باشند

ها به طور غير  به هر حال بعضي از جهش .مي باشند درصد۱

معمولي در جمعيت هاي به خصوص، مثل جهش 

W1282X رايج تر مي باشنددر ميان يهوديان اشكنازي ، 

)۱۲،۱۳،۱۴،۱۵،۱۶( .  

1-Gastrointestinal 
2-Transcript 
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 شكل ۱: روش نمونه برداري از مايع آمنيون از خانم باردار که بطور معمول بين هفته چهاردهم تا هيجدهم بارداري انجام مي گيرد.

 

از  DNAاستخراج  :از نمونه ها DNAاستخراج 

 از شرکت  High pureتيتورالعمل کخون طبق دس

Roche ۲۰۰در هر استخراج مقدار . انجام گرفت 

  .تر خون استفاده شديکروليم

 ۵۰ حدود :)(PCR يمرازيپل يره ايواکنش زنج

 PCRدر واکنش استخراج شده  DNAنانوگرم از هر نمونه 

سه مرحله  PCRدر برنامه . ورد استفاده قرار گرفتم 

 ۵۰دقيقه،  ۱درجه سانتيگراد  ۹۴( کل يس ۳۵در  يحرارت

و در ) دقيقه ۱درجه سانتيگراد  ۷۲دقيقه،  ۲درجه سانتيگراد 

ن يط واکنش و همچنئشرا.  ۱تر اعمال شديکروليم ۲۵حجم 

آورده شده  ۱در جدول استفاده شده  يغلظت پارامترها

  .است

  

  

  مقادير استفاده شده از مواد در واكنش زنجيره اي پليمرازي: ۱جدول 

  

  

  

  

  

  
1 -Thermal Cycler from Corbett Research 

  مواد  لظتغ

2 units  Taq. Polymerase  

50 ng  DNA Template  

25 pmol  each primer  

200 uM  dNTP 
2.5 ul  10x PCR Buffer 

1.5 mM  MgCl2 
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مر استفاده يدو پرادر واكنش زنجيره اي پليمرازي 

  يها ف تراد يب دارايبترت شده

 5´- ACCATTAAAGAAAATATGAT  و  ´3- 

5´- TGCAAGCTTCTTAAAGCATA -3´  بوده

. كردند مي ريتکثرا جفت باز  ۲۶۲با طول  يمحصول كه

درصد  ۲ژل آگاروز يد بر روييجهت تا PCRمحصولات 

  .)۵( الکتروفورز شدند

در  ونيص نوع موتاسيتشخ يبرا: ونين موتاسييتع

محصولات در زوج مورد مطالعه ژن مورد نظر  ۱۰اگزون 

سط يك آنزيم تو يمرازيپل يره ايبدست آمده از واکنش زنج

تيمار و سپس الگو هاي )  MboI ( محدود كننده تخصصي

 درصد۸ ديل آميدست آمده از هضم آنزيمي بر روي ژل آکرب

روش رنگ  ازجهت رويت باند ها در ژل  .شدندتفكيك 

 ).۵( دينقره استفاده گرد نيترات يزيآم

 
  يافته ها

 در اين جهش حذف:  ۵۰۸دلتا يابي به جهش دست 

ايـن ژن مشـاهده مـي     ۱۰ون شـماره  گـز در ا CTT سه باز

واكـنش زنجيـره   براي دست يابي به اين جهش ابتـدا  . گردد

طول . انجام گرديد ذكر شدهپليمراز با استفاده از پرايمرهاي 

كـه بـا    جفت باز مي باشد ۲۶۲برابر از واكنش  قطعه حاصل

جفـت بـاز مـي رسـد      ۲۵۹طول قطعه به باز فوق  ۳حذف 

در آلل سالم با توجه به جايگاه برش طبيعي ). ، الف۳شكل (

جفت  ۴۷يك قطعه (بخشي از محصول  MboI براي آنزيم 

 ۲۱۵حذف مي گردد و قطعـه جديـد طـولي معـادل     ) بازي

 ۳در آلل جهش يافته همانطور كه در شـكل  . جفت باز دارد

 ـ  MboIراي بـرش آنـزيم   ديده مي شود يك جايگاه ديگر ب

بنابر . مي رسدجفت باز  ۲۰۱به  طول قطعهو  بوجود مي آيد

جفـت   ۲۰۱و  ۲۱۵زيگوت هـر دو قطعـه   اين در افراد هترو

جفـت   ۲۰۱بازي و در افراد هموزيگوت فقـط يـك قطعـه    

نتايج بدست آمده حـاكي   .)۳شكل (مشاهده مي گردد  بازي

جهش مشابه  از آن است كه والدين هر دو ناقل و داراي يك

فرزند بيمار نيز طبعا جهش را در هر دو آلـل ژن  . مي باشند

CFTR جنين مورد بررسي همانند والدين فقط ناقـل  . دارد

 . مي باشد

  

  

  

 
.در تشخيص پيش از تولد يشجره خانواده مورد بررس: ٢شكل   
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به همراه   (D) و جنين  (C )، پسر بيمار   (B )، پدر A ) (از ژنوم  مادر   PCRمحصولات بدست آمده از واكنش ) الف: ٣شکل 

 )، جنين ناقل  (C )، پدر ناقل  (B )پسر بيمار ،  (A )مادر ناقل :  RFLPنتايج الگو هاي بدست آمده از روش ) ب.  (M )ماركر 

D) و يك نمونه كنترل ناقل( E) . 

 

 بحث

ها در  ن بيماريسيستيك فيبروزيس يكي از رايجتري

اين بيماري . باشد مي ۳۳۰۰در  ۱با شيوع  ۱ها قفقازي

 ۲ادر ميان هيسپانيك ه ۹۵۰۰در  ۱شيوعي برابر  همچنين با

سيستيك فيبروزيس در ميان بومي . )۱۴( گزارش شده است

در  ۱نادر و داراي فراواني كمتر از  و آسيايي هاي آفريقايي

ريكاييان افريقايي و اما در ميان ام. )۱۵( مي باشد ۵۵۰۰۰

در  ۱شيوع اين بيماري بيشتر و به ترتيب برابر  ۳تبارآسيايي 

در  كه در اين جمعيت ها مي باشد ۳۲۰۰۰در  ۱و  ۱۵۳۰۰

 مي شودتصور قفقازي  ياين رابطه اختلاط جمعيت ها

اي بومي مطالعات اخير در بعضي از جمعيت ه. )۱۶(

 ۳۷۹۰در  ۱برابر ، از جمله شيوعي امريكايي فراواني بالايي

  ۵در ميان جمعيت زوني ۱۵۸۰در  ۱و  ۴در ميان مردم پوئبلو

اد همراه با نسبتا زيشيوع اين . ) ۱جدول  (را نشان مي دهد

ايجاب  غربالگري جمعيتي را ضرورت فراواني بالا ناقلين

  ).۱۳( كند مي

1- Aucasians 
2 - Hispanics 
3-African Americans and Asian Americans 
4- Pueblo 
5- Zuni 

215 bp 
201 bp 

A       B       C                 D       E 

    M     A      B      C      D   

))))الفالفالفالف  

))))بببب  

262 bp 
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٢٣٩

از زمان شناسائي اين ژن و جهش اصلي مسئول 

جهش و تنوعات  ۶۰۰براي سيستيك فيبروزيس، بيش از 

جهش . شناخته شده است CFژن  انسمتفاوت در سك

F508 ∆ ا در همه جمعيت ها گزارش شده است اگر تقريب

چه فراواني نسبي آن در ميان مناطق جغرافيائي متفاوت 

جمعيت  بيشترين فراواني مشاهده شده در. يكسان نيست

آلل  درصد۷۰هاي سفيد پوستان مي باشد به طوريكه حدود 

). ۲جدول ( هاي سيستيك فيبروزيس را در بر مي گيرد

هاي جهش  بخش بزرگي از آلل براي  ∆ F508جهش 

نژادي مشاهده گرديده  -هاي قومي  يافته در ديگر گروه

 درصد۴۶فريقائي تبار، آن مريكائيادر ميان آ درصد۴۸: است

سيائي تبار و در امريكائيان آ درصد۳۰ها و  يسپانيكدر ه

ديگر جهش  درصد۱۵-۲۰  .)۱۸، ۱۷( يهوديان اشكنازي

آلل هاي سيستيك فيبروزيس  درصد۲-۱۵هاي رايج براي 

. مي باشدبسته به تركيب قومي گروه بيمار مطالعه شده 

  .)۱۷( نادر مي باشند ،بيشتر جهش هاي ديگر

نسبت جهش هاي قابل دست يابي يك شاخص مهم 

دست با . براي به كار گيري غربالگري جمعيتي مي باشد

و ديگر جهش هاي رايج در گروه هاي   ∆ F508يابي به 

به نظر مي رسد كه با تكنولوژي رايج مي  قومي بخصوص

بررسي جمعيتي را براي از جمله  ۹۰-۹۵توان با حساسيت 

، كانادائي هاي ۱تون هاي سلتيكيهوديان اشكنازي، بر

ميزان . )۲( فرانسوي از كبك و امريكائيان بومي انجام داد

 درصد۷۵دست يابي در امريكائيان افريقائي تبار در حدود 

هاي  ها، آلل عليرغم شيوع نسبتا زياد در هيسپانيك .مي باشد

در اين  CFجهش هاي  درصد۵۷يابي فقط براي  قابل دست

  . ستر اگروه امكان پذي

مختلف جهان يت هاين در جمعيناقل يوع و فراوانيزان شيم: ۲جدول   

Delta F508 in گروه شيوع فراواني ناقلين درصد 

۷۰ ۲۹/۱  ۳۳۰۰/۱ ييد پوستان اروپايسف   

۴۶ ۴۶/۱  ۹۰۰۰-۸/۱  هيسپانيك ها 

۳۰ ۲۹/۱  يهوديان اشكنازي  

  ۳۹۷۰/۱-۱۵۰۰/۱  بوميان امريكايي 

۴۸ ۶۵-۶۰/۱  ۱۵۳۰۰/۱ مريكائيان آفريقايي تبارآ   

۳۰ ۹۰/۱  ۳۲۱۰۰/۱  آمريكائيان آسيايي تبار 

 ايران - - ۱۸

 

 
 يآزمايش هانان يج قابل اطميو نتا ييبا توجه به کارا

 يماريص بيدر تشخ مولكولي يها با استفاده از روش يژنتيك

به بزرگسالان با  CFبراي نجا يژه در ايو به و يکيژنت يها

، به CFواده، به همسران افراد داراي سابقه مثبت در خان

ه دار شدن دارند و به زوج هائي كه چزوجيني كه قصد ب

ها  شين آزماياخواهند آزمايش قبل از تولد انجام دهند  مي

  . گردد توصيه مي

  

  

 

1- Celtic Bretons 

Archive of SID

www.SID.ir



                                                             .... تشخيص مولکولی پيش از تولد سيستيک  

 

١٣٨٧١٣٨٧تابستان تابستان   ،،٢٢، شماره، شماره٧٧مجله علمي پزشكي، دوره مجله علمي پزشكي، دوره    

 

٢٣٦

 منابع

1- Matsui H,  Grubb BR, Tarran R, Randell S.H, Gatzy J T, et al. Evidence for periciliary liquid layer depletion, not 
abnormal ion composition, in the pathogenesis of cystic fibrosis airways disease. Cell 1998; 95: 1005-15.  

2-Slack J, Houlston RS, Marteau T. Identification of the cystic fibrosis gene. BMJ 1990; 300 (6727): 812. 

3-Beaudet AL, Feldman GL; Fernbach SD, Buffone GJ, O'Brien WE. Linkage disequilibrium, cystic fibrosis, and 
genetic counseling. Am J Hum Genet 1989; 44: 319-26. 

4-Borgo G, Mastella G, Gasparini P, Zorzanello A, Doro R, Pignatti PF. Pancreatic function and gene deletion F508 
in cystic fibrosis. J Med Genet (11):665-9, 1990. 

5-Denayer L, De Boeck K, Evers-Kiebooms G, Van den Berghe H. The transfer of information about genetic 
transmission to brothers and sisters of parents with a CF-child. Birth Defects 1992; 28 (1):149-58. 

6-FitzSimmons SC; Burkhart GA, Borowitz D, Grand RJ, Hammerstrom T, et al. High-dose pancreatic-enzyme 
supplements and fibrosing colonopathy in children with cystic fibrosis. New Eng  J Med 1997; 336: 1283-9. 

7-Farrell, P. M.; Kosorok, M. R.; Rock, M. J.; Laxova, A.; Zeng, L.; Lai, H.-C.; Hoffman, G.; Laessig, R. H.; 
Splaingard, M. L.; Wisconsin Cystic Fibrosis Neonatal Screening Study Group : Early diagnosis of cystic fibrosis 
through neonatal screening prevents severe malnutrition and improves long-term growth. Pediatrics 107: 1-12, 2001. 

8-Scotet, V.; Audrezet, M.-P.; Roussey, M.; Rault, G.; Blayau, M.; De Braekeleer, M.; Ferec, C. : Impact of public 
health strategies on the birth prevalence of cystic fibrosis in Brittany, France. Hum. Genet. 113: 280-285, 2003.  

9-Arispe N, Rojas E, Hartman J, Sorscher EJ, Pollard HB. Intrinsic anion channel activity of the recombinant first 
nucleotide binding fold domain of the cystic fibrosis transmembrane regulator protein. Proc Natl Acad Sci U S A, 
Mar 1;89(5):1539-43, 1992.  

10-Kerem, B.; Rommens, J. M.; Buchanan, J. A.; Markiewicz, D.; Cox, T. K.; Chakravarti, A.;Buchwald, M.; Tsui, 
L.-C. : Identification of the cystic fibrosis gene: genetic analysis. Science 245: 1073-1080, 1989 

11-Laroche, D.; Travert, G. : Abnormal frequency of delta-F(508) mutation in neonatal transitory hypertrypsinaemia. 
Lancet 337: 55 only, 1991.  

12-Restrepo, C. M.; Pineda, L.; Rojas-Martinez, A.; Gutierrez, C. A.; Morales, A.; Gomez, Y.; Villalobos, M. C.; 
Borjas, L.; Delgado, W.; Myers, A.; Barrera-Saldana, H. A. : CFTR mutations in three Latin American countries. 
Am. J. Med. Genet. 91: 277-279, 2000.  

13-Wang, J.; Bowman, M. C.; Hsu, E.; Wertz, K.; Wong, L.-J. C. : A novel mutation in the CFTR gene correlates 
with severe clinical phenotype in seven Hispanic patients. J. Med. Genet. 37: 215-218, 2000.  

14-Nam, M. H.; Hijikata, M.; Tuan, L. A.; Lien, L. T.; Shojima, J.; Horie, T.; Nakata, K.; Matsushita, I.; Ohashi, J.; 
Tokunaga, K.; Keicho, N. :  

15-Variations of the CFTR gene in the Hanoi-Vietnamese. Am. J. Med. Genet. 136A: 249-253, 2005.  

16-Reza Alibakhshi and Mahdi Zamani1: Mutation Analysis of CFTR Gene in 70 Iranian Cystic Fibrosis Patients. 
Iran J Allergy Asthma Immunol ; March; 5(1): 3-8, 2006. 

17-Brancolini V, Cremonesi L, Belloni E, Pappalardo E, Bordoni R, Seia M, Russo S, Padoan R, Giunta A, Ferrari 
M. Search for mutations in pancreatic sufficient cystic fibrosis Italian patients: detection of 90 ��	در of molecular 
defects and identification of three novel mutations. Hum Genet; Sep;96(3):312-8, 1995. 

18-Thomas PJ, Shenbagamurthi P, Sondek J, Hullihen JM, Pedersen PL. The cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator. Effects of the most common cystic fibrosis-causing mutation on the secondary structure and 
stability of a synthetic peptide. J Bio l Chem; Mar 25;267(9):5727-30, 1992. 

Archive of SID

www.SID.ir




