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 به فردريش آتاكسيا مشكوك در بيماران FRDA مطالعه ژن 

 4مسعود هوشمند ،3 اميدآرياني، 1سارا سنجريان، 2 كاظم پريور،1مريم ناصرالاسلامي
 

 واحد علوم وتحقيقات تهران ،دانشگاه آزاد اسلامي، م سلولي مولكوليگرايش علو دانشجوي كارشناسي ارشد زيست شناسي 1
  واحد علوم وتحقيقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، گروه زيست شناسي جانوري ، تكويني-  استاد زيست شناسي علوم جانوري سلولي2
  آزمايشگاه ژنتيك مركز پزشكي خاص وهشگر،پژ 3
  و بيوتكنولوژي يشگاه مركز بيماري هاي خاص و هيات علمي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك سرپرست آزما، استاديار ژنتيك پزشكي4

  چكيده
اين بيماري به علت گسترش   درصد موارد4 تا 2تقريبا  .مغلوب است بيماري اتوزومنوعي ) FA( فردريش آتاكسيا :سابقه و هدف

 ،در اين تحقيق. گردداي در آلل ديگر اين ژن ايجاد مييون نقطه و موتاسFXNهاي ژن  در يكي از آللGAAتكرارهاي سه نوكلئوتيدي 
 .اي بررسي گرديد به منظور يافتن موتاسيون نقطه FXN هاي ژناولين بار در ايران اگزونبراي 

اص هاي خ فرد مشكوك به فردريش آتاكسيا كه براي انجام تست ژنتيكي به مركز بيماري50 ، توصيفيدر اين مطالعه: يسروش برر
 PCR هاي مختلف سپس به منظور تشخيص بيماران از روش، ژنوميك استخراج گرديدDNA ،درابتدا .شدند مراجعه كرده بودند انتخاب

)PCR معمولي براي اينترون ،LongPCR و PCR هاي ژن براي اگزون)FXN (يابي براي محصولاستفاده گرديد و پس از آن توالي 
PCR ايت آناليز توالي هاي تكثير شده صورت گرفت در نه.ها انجام شداگزون .  
 اضافه شدن نوكلئوتيد a 5 و در اگزون C832729 T تغيير نوكلئوتيد 3  در اگزون،G 825954C نوكلئوتيد تغيير 2 در اگزون :هايافته

 .  در تمام بيماران  مشاهده گرديد822225گوانين به  شماره نوكلئوتيد 

برخي از  و  چون با ساير آتاكسي هاي ديگر هم پوشاني دارد ساده نيستFAباليني تشخيص  داد كه  اين مطالعه نشان:گيرينتيجه
به دليل  به علاوه، .باشدشود ممكن است در بيماري تاثير داشته باشد كه نياز به بررسي بيشتر ميها كه در اينترون ايجاد ميموتاسيون

 .ي هموزيگوت باعث بيماري شوندهاهاي فاميلي ممكن است در بيماران جهشازدواج

  .FXN ،PCR  ژن،فردريش آتاكسيا :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 بيماري تخريب كننده عصبي است   كه به نوعيفردريش آتاكسيا 

رسد و علت آن نقص در مقـدار   ارث مي صورت اتوزومي مغلوب به     
  درصـد  96- 98 بروز بيمـاري در      .)1،2(پروتيين فراتاكسين است    

 در هر   GAA نوكلئوتيدي    سه به علت گسترش تكرارهاي   بيماران  
 2- 4و تقريبــا در)  هموزيگــوتFRDA( اســت FXNدو آلــل ژن 

 GAAوارد به علت گسترش تكرارهاي سـه نوكلئوتيـدي          درصد م 
                                                 

  مريم ناصرالاسلامي ،واحد علوم وتحقيقات تهرانتهران، دانشگاه آزاد اسلامي، : نويسنده مسئولآدرس 
)email: naseroleslami@gmail.com  (  

  28/10/89: تاريخ دريافت مقاله
  27/4/90 :تاريخ پذيرش مقاله

اي در آلـل ديگـر       و موتاسيون نقطه   FXNهاي ژن   در يكي از آلل   
ن، گواني(   تكرارهاي گسترده. )3)(هتروزيگوت مركب(اين ژن است 
سبب ايجاد ساختار ثانويـه در       FXN در ژن  GAA )آدنين، آدنين 

DNA شــده كــه باعــث  مهــار RNA مــراز و خاموشــي ژن پلــي     
 رونويسي نشده و به موجـب        FXN در نتيجه از روي ژن       .گرددمي

هـاي  سـلول  .)4( يابـد پروتيين فراتاكسين كـاهش مـي   آن مقدار
ند كـه  هـست حـساس  اي به كمبـود فراتاكـسين     عصبي و ماهيچه  

 خـصوصيات بـاليني اصـلي در        .گرددمي FA  علايم منجر به بروز  
فقدان رفلكـس    ،ها و پاها  بيماران شامل ناهماهنگي حركتي دست    

، اختلال در تكلـم   ،  كاهش يا فقدان حس تعادل     ،هاي تحتاني اندام
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و كـري نيـز در         آتروفـي چـشمي    .است اسكوليوز و گودي كف پا    

 سـن شـروع معمـولا در بلـوغ        .شودمي هدهمشا برخي از  بيماران   
  گيـر  هـا را در   رونـده اسـت و انـدام      است و چون اين بيماري پيش     

 تقريبا ).5( سالگي نياز به استفاده از ويلچراست        20كند تا سن  مي
  درصـد  30 كارديوميوپاتي دارند و بيـشتر از        FRDAافراد  دوسوم  

 FRDAسيا ژن بيماري فردريش آتاك ).6(هم ديابت شيرين دارند  
)X25,FXN (   اين . در پاتوژنز بيماري دخالت دارد     مستقيمبه طور

 طـول   kb40كـه   )b5 و a5،  4،  3،  2،  1(  اگزون است  7ژن حاوي   
تـرين رونوشـت آن از      شايع .قرار دارد  13q9- 12دارد و در ناحيه     

آيد كه پروتييني به نام فراتاكـسين       دست مي ه  ب a5 -1هاي  اگزون
)   آمينواسيدي اسـت   210 انساني پروتيين  فراتاكسين(كند  كد مي 

ــزون  ــر كد6و اگ ــده اســت  غي ــام FRDAمحــصول ژن  .كنن  بن
ها و دري مانند كاريوسيتهاي غني از ميتوكن   فراتاكسين در سلول  

قبل از آنكه تـشخيص     . )7،8(شود  ها به مقدار زياد بيان مي     نورون
م و   افراد سال  50000در     1شيوع آن   ،  مولكولي وجود داشته باشد   

 بـسياري از  .)9(شدتخمين زده مي  1:110شيوع ناقلين در حدود     
مطالعات اخيـر براسـاس اطلاعـات مولكـولي  شـيوع بيـشتري را         

 ميزان  ،FRDA بر اساس آزمايش ژن      .)10- 12( كنندپيشنهاد مي 
 شيوع بيماري در آسـيا      .شدبرآورد   1:90 تا   1:60  در آلمان  ناقلين

اي مرتبط   جهش نقطه  17حال  ا به    ت .)13( تر است و آفريقا پايين  
ــا  ــده اســت FRDAب ــت ش ــار  . )14،15(  ياف ــيچ بيم ــاكنون ه ت

اي باشـد مـشاهده نـشده        نقطه هايهموزيگوتي كه داراي جهش   
هاي نورودژنرتيو از   از آنجايي كه علايم باليني بيماري     . )13( است

تنها راه تشخيص صحيح     پس،  ها به هم شبيه است    جمله آتاكسي 
باشد و از طرفي بـه دليـل        هاي مولكولي مي  نجام تست ها ا بيماري

 98(با موارد معمول )  درصدFRDA)2 الگوي متفاوت موارد نادر 
   تــشخيص داده FRDAدر تــست مولكــولي ايــن افــراد  ) درصــد

هايي كـه از لحـاظ       هاي تشخيصي ساير بيماري   شوند و تست  نمي
بيماران پيشنهاد پوشاني دارند براي اين فنوتيپي با اين بيماري هم

 .گـردد گردد كه به موجب آن هزينه و وقت بيشتري صرف مي          مي
را در افرادي كه     FXNهاي ژن   بدين منظور بر آن شديم تا اگزون      

و تظـاهرات     نبودنـد  FRDAبر مبناي تست ژنتيكي انجـام شـده         
 داشتند را به منظور يافتن موتاسـيون        FRDAباليني  شبيه افراد     

     .اي بررسي كنيمنقطه
  

  مواد و روشها
 فرد مشكوك به بيماري فـردريش       50  توصيفي، در اين مطالعه  

 آتاكسيا كه به مركز بيماري هاي خاص مراجعه كـرده بودنـد و        
دادنـد انتخـاب    هاي باليني ايـن بيمـاري را نـشان مـي          شاخص

در مرحله بعد از خون اين افراد با استفاده از كيت نمك             .گرديدند
سـپس بـا اسـتفاده از     .استخراج شدDNA  اشباع  و كيت كيا ژن
ــاي و  GGGATGGTGCCAGTCTTAAAAGTTAG-3GAA-F- پرايمرهـــــــ

GATCAAGACCATCATGGCCACACTGCC-3GAA-R   ــه و براســاس برنام
مرحلـه  ،   دقيقه 5  به مدت     95مرحله دناتوراسيون اوليه     (حرارتي

 درجه 64  مرحله اتصال،  ثانيه45درجه به مدت  94 دناتوراسيون
 2 درجـه  بـه مـدت           72 مرحله طويل شـدن      ، ثانيه 30 به مدت 
  )دقيقـه  10به مدت   درجه72 مرحله طويل شدن نهايي ،دقيقه
PCRبراي انجام واكنش از.  گذاشته شد  μl5 /2، بافر x  10 . μl5 /0 ، 

MgCl250مـولار  ميلي  μl5/0 ،dNTP μl5/0 ،  پرايمـرF  μl5/0 ،
آب مقطر   μl  5 /17 و R μl2، DNA μl1، Taq polymeraseپرايمر

 .استفاده گرديد

هـاي   از نمونـه   PCRبه منظور كنترل و صحت انجـام هـر تـست            
  .كنترل منفي و مثبت استفاده گرديد

 صد در5/1بر روي ژل آگارز PCR  از محصول μl 5در مرحله بعد 
 دقيقـه   30 ولت به مـدت      110قرار داده شد و الكتروفورز با ولتاژ        

 PCRفـرادي كـه از محـصول        سپس براي بررسـي ا    . انجام گرفت 
  بـــا اســـتفاده از پرايمرهـــاي،بانـــدي مـــشاهده نـــشده بـــود

GGAGGGATCCGTCTGGGCAAAGG-3 Bam-R  
CAATCCAGGACAGTCAGGGGCTTT- 3  2500 -F   طبـق   و

  . گذاشته شدLong PCRبرنامه حرارتي 
 94  مرحلـه دناتوراسـيون اوليـه      : انجام شد   سيكل بدين شرح   20

  94 مرحلـه دناتوراسـيون      ، دقيقـه  5  بـه مـدت    گـراد درجه سانتي 
 و طويل شـدن       مرحله اتصال  ، ثانيه 20به مدت   گراد  سانتيدرجه  

 سـيكل   17ادامـه     در .دقيقـه  5/2 به مـدت  گراد  سانتي درجه   68
   درجــه  94 مرحلــه دناتوراســيونكــه انجــام شــد بــدين صــورت 

 68شـدن       و طويـل    مرحله اتـصال   ، ثانيه 20به مدت   گراد  سانتي
 ثانيه بـه   15دقيقه و در هر سيكل       5/2 به مدت گراد  سانتيدرجه  

. براي انجام واكنش از دو مخلوط اسـتفاده شـد   .آن اضافه مي شد  
 μl 8 ،آنـزيم  μl6/1 Mgcl2، μl 4/0، بافر μl5/2 مخلوط اول شامل

 ،μl 5/0 dNTP،  آب مقطر  μl 9/7 آب مقطر و مخلوط دوم شامل     
μl 8/0   پرايمرF، μl8/0  پرايمـر R و  μl 5/2 DNA  سـپس   .بـود

هاي اگزون براي،  ) درصد 2(هتروزيگوت   FRDAبراي يافتن افراد    
  .گذاشته شدPCR  1جدول  با استفاده از پرايمرهاي FXN ژن
مرحله دناتوراسيون اوليـه      شامل PCRبراي اين    نامه حرارتي بر

 مرحلـه دناتوراسـيون     ، دقيقـه  5 به مدت    گرادسانتي درجه   94
بـراي  ( مرحلـه اتـصال      ، ثانيه 50ه مدت    ب گرادسانتي درجه   94

 :b5اگزون و  a5: 58 و 4 اگزون ، 54 :3 اگزون ،8/56 :2اگزون
ــدت  )57 ــه م ــه50 ب ــدن ، ثاني ــل ش ــه طوي ــه 72 مرحل      درج

 72 مرحله طويل شـدن نهـايي     ثانيه و    35به مدت    گرادسانتي
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ه در  مواد اسـتفاده شـد     .دقيقه بود 1به مدت    گرادسانتيدرجه  
ــافر μl 5 شــامل PCRايــن   μl 5/0 Mgcl2، μl 3/0 Tag ،ب

   . بودμl 2  DNAو μl5/0  dNTP، پليمراز
  

   FXN هاي ژن اگزونPCR پرايمرهاي استفاده شده براي -1 جدول
 توالي شماره اگزون

2 F: agtaacctacttcttaactttggc  
R: agaggaagatacctatcacgtg 

3 F: aaaatggaagcatttggtaatca  
R: agtgaactaaaattcttagaggg 

4 F: aagcaatgatgacaaagtgctaac  
R: tggtccacaatgtcacatttcgg 

5a F: ctgaagggctgtgctgtgga  
R: tgtccttacaaacggggct 

5b F: cccatgctcaagacatactcc  
R: acagtaaggaaaaaacaaacagcc 

  
  هايافته

مـورد بررسـي قـرار       PCR توسـط    FRDAبيماران مشكوك به    
 فرد  35د باند نرمال گرفته نشد و براي         فر 15گرفتند كه براي    

كـه بانـد    افـرادي  براي. گرفته شد) bp 500 حدود(باند نرمال 
 يـا ايـن افـراد از لحـاظ        شـت؛  حالت وجـود دا    2نرمال داشتند   

و يا از موارد نادر بيمـاري       بودند  بيماري فردريش آتاكسيا سالم     
FRDA بـراي  ).1شـكل  (بود  يكه نياز به بررسي بيشتربودند 

 Long PCR ،طمينــان از  افــرادي كــه بانــد نرمــال نداشــتندا
گذاشته شد كه باندهاي گسترش يافته براي اين افراد مشاهده          

  درصـد  98كـه    هموزيگـوت بودنـد    FRDA  پس اين افراد   .دش
سپس براي  ).2شكل ( شودموارد فردريش آتاكسيا را شامل مي

طبق نظر  بر  ،  بررسي بيشتر براي افرادي كه باند نرمال داشتند       
 فرد  7  نفر 35از ميان   ) بر حسب علايم فنوتيپي   (پزشك معالج   

 PCR در اين افراد توسطFXN هاي ژن  و اگزونندانتخاب شد
ــد  ــي گردي ــكل ( بررس ــزون ).3ش ــاران  2 در اگ ــام بيم  در تم

سيتوزين به گوانين  به صـورت هموزيگـوت تغييـر      نوكلئوتيد
م بيمـاران در  در تمـا  3  و در اگـزون G) 825954(Cكرده بود

در برخي به صورت هموزيگـوت        برخي به صورت هتروزيگوت و    
 )C832729T(نوكلئوتيد تيمين به سيتوزين  تغيير كرده بود 

 اضـافه شـدن نوكلئوتيـد گـوانين بـه شـماره       a 5 و در اگـزون 
در بررسـي    . در تمام بيمـاران  ديـده شـد         822225نوكلئوتيد  

 ).4 شكل ،2ول جد ( تغييري مشاهده نشدb5   و4اگزون 

  

  
 افـراد  3  و2 كنترل منفي،-C  : تشخيص افراد بيمار ازسالم-1شكل 
 50bpمـاركر مولكـولي     : Mكنتـرل مثبـت،     : +Cفرد بيمـار،    : 4 سالم،

Fermentas 
  

  
 بيمـار   3 و 2 و 1Kb Fermentas، 1مـاركر مولكـولي     : M -2شكل  

  .فردريش آتاكسياي هموزيگوت
  

 FXNهاي ژن نتايج بررسي اگزون -2جدول 

شماره  تغيير
 اگزون

پلي هتروزيگوتهموزيگوت
 مورفيسم

 مكان

G825954C 2 7   اينترون
C832729T 3 3 4  اينترون

اينترون    4 -----------
822225InsGa 5    اينترون

------------ b5    اينترون
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 اگـزون  :50bp  ،2ماركر مولكولي   : FXN .1هاي ژن    اگزون -3شكل  

   .3اگزون  :6 و 5bاگزون  :a5 ،5 اگزون: 4 ،2 اگزون :3، 4
  

  بحث
FRDA ترين نوع آتاكسياي ارثي است كه به طور عمومي          شايع

هـاي ارثـي را       تمام آتاكسي  درصد   50شود و تقريبا    بررسي مي 
 اكثر مطالعات روي اين بيماري در اروپا و       ). 1( دهدتشكيل مي 

بـه طـور متوسـط  از هـر           . است آمريكاي شمالي صورت گرفته   
آماري از . شوندمي FRDA دچار نفر 2تا  1 نفر حدود 50000

 . افراد حامل و يا بيمار فردريش آتاكسيا در ايران موجود نيست
FRDA   بـه طـوري كـه       ،رونده است پيش بيماري كند و   نوعي 
بيمار صـندلي نـشين       سال از مشاهده اولين علايم،     15پس از   

شود و بيمار در سـن متوسـط   به روز بدتر ميشده و علايم روز     
در  .رونـد  از بـين مـي     ) سال 4/14انحراف معيار    ( سالگي 3/37

 باشدمي) كارديوميوپاتي( اكثر موارد مرگ در اثر نارسايي قلبي      
)4.( FRDA  جمعيت سفيد پوستان ديده شده است      بيشتر در . 

 FRDA نـاقلين  شود كه اكثـر بيمـاران و  اين طور پنداشته مي

    از يــك جمعيــت اروپــايي  همگــي داراي يــك نــسل مــشترك
 به همـين    .اندزيستهسال پيش مي  15000باشند كه حدود    مي

در  FRDA دليل گستردگي و طويل شدن ژن حامـل پـروتيين  
هاي آسيايي و آفريقايي زياد گزارش نـشده اسـت             بين جمعيت 

 در ايران و يا بـه عبـارتي         FRDAالبته تحقيقاتي در مورد      ).9(
 خاورميانه به جز تحقيقي كه دكتر هوشمند وهمكارانش در          در

 و D-Loop تــايي و بررســي تنــوع 3مــورد تعيــين تكرارهــاي 
dlision  هاي  ميتوكندريايي در بيماران ايرانـي انجـام           و جهش

 در ايـن مطالعـه     . تا به حال صورت نپذيرفته است      ،گرفته است 
و  نـي بـود   در ناحيـه اينترو    تغييراتي مشاهده گرديد كه همگي    

شـود و از طرفـي بـه    چون در اين نواحي اسيد آمينه كد  نمـي  
رسد كه اين نـواحي مربـوط بـه ناحيـه اسپلايـسينگ          نظر نمي 

هم ديـده   غيربيمار  از طرفي چون اين تغييرات در افراد         باشد و 
 پس اين تغييرات در كاهش پروتيين فراتاكـسين و        . شده است 

 .ايجاد بيماري نقش نداشتند

Cossee تغيير نوكلئوتيد گوانين بـه      1997 همكاران در سال      و 
كه سبب نقـص     (M1I) مشاهده نمودند  1تيمين  را در اگزون      

 و همكـاران در سـال       Gellera. )16( گرددميدر شروع ترجمه    
مـشاهده كردنـد    1 حذف نوكلئوتيد گوانين را در اگزون        1997

جـاد  كه اين تغيير در پايان ترجمه پروتيين فراتاكسين نقص اي         
 و همكاران حذف Gelleraودر همان سال  (100delG) مي كند

  

  

  
 ترادف اگزون: c،  و تبديل نوكلئوتيد تيمين به سيتوزين3 ترادف اگزون :b ، و تبديل نوكلئوتيد سيتوزين به گوانين2رادف اگزون ت: a - 4شكل 

a5و اضافه شدن نوكلئوتيد گوانين . 
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مشاهده نمودنـد كـه  ايـن         1نوكلئوتيد سيتوزين را در اگزون      
 شودهم باعث اختلال در ترجمه پروتيين فراتاكسين مي        تغيير

(104delC) )17( .Doudney      تغيير  1997و همكاران در سال 
 كـــه در 1 نوكلئوتيـــد آدنـــين بـــه گـــوانين را در اينتـــرون

 Splice (اسپلايسينگ نقص ايجاد مي كـرد را بررسـي كردنـد   

donor ()18( .Forrest ــال ــاران در سـ ــر 1998 و همكـ  تغييـ
 مـشاهده نمودنـد     4نوكلئوتيد تيمين به گوانين را در اينترون        

 (Splice donor)كه باعث نقـص در  اسپلايـسينگ شـده بـود     
)19(.  

Cossee      نوكلئوتيد آدنـين بـه    تغيير  1999 و همكاران در سال
و درهمان سال (M1L)   گزارش كردند1سيتوزين را در اگزون 

مـشاهده  1تغيير نوكلئوتيد تيمين به  سـيتوزين را در اگـزون            
 كه هر دوي اين موتاسيون ها باعـث نقـص در   (M1T)  نمودند

و همچنــين در همــان ســال حــذف  شــدشــروع ترجمــه مــي
ه نمودنـد كـه  ايـن        مـشاهد 1نوكلئوتيد سيتوزين را در اگزون      

 كـرد تغيير در پايان ترجمه پروتيين فراتاكسين نقص ايجاد مي        
)158delC( )20( .Potter ــال ــاران در س ــر 2000 و همك  تغيي

مشاهده نمودنـد كـه      1نوكلئوتيد گوانين به آدنين را در اگزون        
- اين تغيير در پايان ترجمه پروتيين فراتاكسين نقص ايجاد مي

ــرد ــال  21(. De Castro( (M1I) ك ــاران در س  2000 و همك
مـشاهده نمودنـد كـه       1حذف نوكلئوتيد سيتوزين را در اگزون       

اين تغيير  نيز در پايان ترجمه پروتيين فراتاكسين نقص ايجاد           
  .)22( (118delC) كردمي

McCormack ــاران در ســال ــد 2000 و همك ــر نوكلئوتي  تغيي
د كـه باعـث     بررسي نمودن 1گوانين به سيتوزين را در اينترون         

 و 23( .Pook ((Splice donor) شدنقص  در اسپلايسينگ مي
 2را  در اگــزون  GTCA>TTG، 2000همكــاران در ســال   

كه  اين تغييـر نيـز در پايـان ترجمـه پـروتيين               گزارش كردند 
. )24( (202GTCA→TTG) كـرد فراتاكسين نقص ايجـاد مـي     

De Castro ئوتيـد   اضافه شدن نوكل2000  و همكاران در سال
 گزارش كردند كه  اين تغيير سبب پايان         3تيمين را در اگزون     

 25( .Zühlke( (297insT) شـد ترجمه پروتيين فراتاكسين مي   
  را گـزارش كردنـد  5a حذف اگـزون  2004و همكاران در سال    

(g.120032_1222808del) )26(. 

ــشان مــي  ــات ن ــابراين مطالع ــشترين درصــد   بن ــه بي ــد ك دهن
كـه در    شـود  لذا پيـشنهاد مـي     .باشدمي1ن  موتاسيون در اگزو  

 در بيمـاران بـراي يـافتن موتاسـيون     1 اگزون  ابتدا، مطالعات
  . نقطه اي بررسي گردد

  
  تشكر و قدرداني 

هاي خـاص وشـركت ژن      ازكاركنان و دانشجويان مركز بيماري    
  .پژوهان پويا تقدير وتشكر مي شود
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