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براي شناسایی ناقلین فنیل کتونوري در  PAHژن  VNTRبررسی کارآیی مارکر 
 جمعیت استان یزد

 4، مهرداد هاشمی3، جلال کوچمشگی2، سید مرتضی سیفتی1کاظم پریور
 

  ی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم وتحقیقات تهراناستاد زیست شناسی تکوین 1
  زیست شناسی سلولی و مولکولی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اشکذر دکتري تخصصی 2
 یزد موسسه زندگی پژوه ،پژوهشگر 3
   پزشکی تهران استادیار ژنتیک مولکولی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد 4

  چکیده
پذیر زا امکانشود که در بسیاري از موارد تشخیص جهش بیماريباعث می )PKUعامل (   PAHدر ژن  تعدد جهش :سابقه و هدف

 VNTR )Variable Number. شود استفاده می PAHهاي درون و نزدیک ژن  مورفیسمدر این موارد براي شناسایی ناقلین از پلی. نباشد

of Tandem Repeat ( یکی از مارکرهاي چند آللی ژنPAH هاي فراوانی و توزیع آلل، در این مطالعه .باشدمیVNTR  ژنPAH  در کلیه
 .مورد بررسی قرار گرفت 1387شناخته شده استان یزد تا ابتداي سال  PKUمبتلایان 

ج پس از استخرا. خواهران و برادران سالم و والدین آنها مورد ارزیابی قرار گرفتندو  PKUفرد مبتلا به  9نفر شامل  24 :یسروش برر 
DNA  از خون افراد، قطعه حاملVNTR  ژنPAH  به کمک روشPCR تکثیر و با تکنیک الکتروفورز بررسی شد .  
هاي جهش یافته وجود آلل آن در کروموزوم 4استان یزد دیده شد که تنها  PKUدر جمعیت  VNTRنوع آلل  6در مجموع  :هایافته
، 3در کروموزوم هاي جهش یافته و آلل هاي داراي  5/5و  78، 11، 5/5با فراوانی  به ترتیبتکرار  12و  8، 7، 3هاي داراي آلل. داشت

براي جمعیت مورد  PIC. در کروموزوم هاي سالم مشاهده شدند 7و  7 ،13 ،33، 20، 20با فراوانی به ترتیب تکرار 12و  11، 9، 8، 7
 . درصد بدست آمد 63بررسی 
دهد که در این منطقه در بیش از دو سوم موارد با بررسی مارکر مورد بررسی نشان میمحاسبه شده براي جمعیت  PIC: گیرينتیجه
VNTR  بلافصل وجود دارد بستگانامکان تشخیص ناقلین در. 

  .PKU ،VNTR ،PICفنیل کتونوري،  :واژگان کلیدي
  1مقدمه

 [Phenylketonuria (PKU); OMIM 261600]ري کتونوفنیل
ت در متابولیسـم اسـیدهاي آمینـه و    ترین اختلالایکی از شایع

در صورت عدم این بیماري . )1( یک بیماري مهم ژنتیکی است
تشخیص و درمان زود هنگام، آسیب برگشت ناپذیر بـه مغـز را   
در پی خواهد داشت که تظاهر بالینی آن عقب ماندگی شـدید  

                                                
  کاظم پریور، دکتر علوم و تحقیقاتهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ت: نویسنده مسئولآدرس 

)email: kazem_pariver@yahoo.com  (  
  27/10/89: تاریخ دریافت مقاله
  5/3/90 :تاریخ پذیرش مقاله

در بـین سفیدپوسـتان    PKUمیزان بروز . )1،2(باشد ذهنی می
ولـی بـالاترین    ،)2،3(تولد زنده اسـت   10000در  1بطور کلی 

ــروز  ــران و کشــورهاي همجــوار  PKUمیــزان ب در جهــان از ای
 طوري که میزان بروز آن در ترکیه حدوده ب ،گزارش شده است

بـرآورد  تولد زنـده  ) 5( 3627در  1و در ایران ) 4( 4000در  1
رواج گسترده ازدواج هـاي فـامیلی در منطقـه، نقـش     . شودمی

 ـ PKU). 4،6(در این امـر دارد  مهمی  دلیـل نقـص در یـک    ه ب
ــام فنیــل  ــه ن  ;PAH(آلانــین هیدروکســیلاز آنــزیم کبــدي ب

EC1.14.16.1 (ایـن آنـزیم در کبـد بیـان     . آیـد وجـود مـی  ه ب    
. گـردد شود و باعث تبدیل فنیـل آلانـین بـه تیـروزین مـی     می
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آلانینمیاي مـزمن  سبب هیپرفنیل PAHفقدان فعالیت آنزیمی 
 ). 1(شود می

     PKUعلــت عمــده بیمــاري  PAHجهــش در ژن کــد کننــده 
بــر روي کیلوبـاز طـول دارد و    90تقریبـا   PAHژن . باشـد مـی 

. قـرار گرفتـه اسـت    q22-q24.1در ناحیه باندي  12کروموزوم 
تاکنون در . )7(باشد اینترون می 12اگزون و  13این ژن واجد 

 PAHدر ژن  جهش متفاوت 500هاي مختلف بیش از جمعیت
زا هاي بیمـاري  تعدد جهشبه  با توجه). 8(شناسایی شده است 

زا در بسیاري از مـوارد تشـخیص جهـش بیمـاري     PAHدر ژن 
بنابراین در این موارد بـراي شناسـایی نـاقلین از    . عملی نیست

 یــابیجهــت رد PAHهــاي درون و نزدیــک ژن  مورفیســمپلــی
ز والدین به فرزنـدان  هاي سالم و جهش یافته اانتقال کروموزوم

  .)9(شود  استفاده می
ــی ــدین پلـ ــی ژن چنـ ــم در درون و در نزدیکـ  PAHمورفیسـ

ها به دو دسته کلـی   مورفیسماین پلی. )9(شناسایی شده است 
و مارکرهـاي چنـد   ) هـا  SNPها و  RFLP(مارکرهاي دو آللی 

شـوند کـه بطـور بـالقوه در      تقسیم مـی ) STRو  VNTR(آللی 
ولی میزان اطـلاع   ،قابل استفاده هستند PKUشناسایی ناقلین 

رسانی مارکرهاي چند آللی بسیار بیشتر از مارکرهاي دو آللـی  
 Variable Number of Tandem( VNTR .)9،10(اســت 

Repeat (     یکـی از مارکرهـاي چنـد آللـی موجــود در ژنPAH 
 30بـه طـول   ATباشد که داراي واحد تکرار شونده غنـی از  می

کیلوباز فرودسـت آخـرین اگـزون ژن     3تقریباً  جفت باز بوده و
مورفیسـم  تاکنون چندین آلل از ایـن پلـی  . )9(واقع شده است 

بـا توجـه بـه    ). 11،12(در دنیا شناسایی و گزارش شـده اسـت  
 ،باشـد اینکه مارکر مـذکور بـه ژن مـورد مطالعـه نزدیـک مـی      

 احتمال نوترکیبی بین آنها کم بوده و پیوسـتگی بـالایی دارنـد   
 ـ  . )9( سـزایی  ه چنین مارکري براي شناسایی نـاقلین اهمیـت ب

زا، با ردیابی مارکر زیرا بدون نیاز به بررسی جهش بیماري دارد،
در والدین و فرد بیمار، وضعیت آللی سایر فرزنـدان خـانواده از   

  ایـن  ). 9،11( شـود لحاظ توارث آلل جهـش یافتـه تعیـین مـی    
 براي هاپلوتایـپ کـردن  مورفیسم علاوه بر شناسایی ناقلین پلی
ها نیز مورد استفاده و ردیابی منشا جغرافیایی جهش PAHژن 

  ).13 ،9،11(گیرد قرار می
در هـر   PKUدر شناسایی ناقلین  VNTRمیزان کارآیی مارکر 

هـاي  و فراوانـی مـارکر درخـانواده    پراکندگیجمعیت به الگوي 
PKU  هـا  یعنی هر چه انواع آلل). 11(آن جمعیت بستگی دارد

مورفیسـم در  تـر باشـد ایـن پلـی    بیشتر و توزیـع آنهـا متـوازن   
رسـانی  بررسـی میـزان اطـلاع   . ی نـاقلین کـاراتر اسـت   یشناسا

)Polymorphism Information Content; PIC ( ــارکر مـ

VNTR     11،12(در چندین جمعیت انجـام شـده اسـت .(PIC 
کند مارکر ژنتیکی را مشخص می) کارآیی(میزان اطلاع رسانی 

-و براي یک مارکر مشخص، مقداري است که به ما نشـان مـی  
توانـد  دهد در جمعیت مورد مطالعه این مارکر تا چه حـد مـی  

در افـراد یـک خـانواده نشـان دهـد       وضعیت یک ژن خـاص را 
 PKUدر جمعیـت بیمـاران    VNTRتنـوع مـارکر    میزان). 14(

ا سفید پوست اروپایی کارآیی لازم براي شناسایی نـاقلین را دار 
درصـد گـزارش شـده     70آن در جمعیـت مـذکور    PICبوده و 
در جمعیـت بیمـاران    VNTRمارکر  PICبرعکس، ). 11(است 
PKU     درصـد تخمـین زده    32چین بسـیار کمتـر و در حـدود

). 11(شده است که براي شناسایی ناقلین چندان کـارآ نیسـت   
درصـد   66 این مارکر حـدود  PICدر جمعیت ایرانی نیز میزان 

رسانی مناسـب آن در  ه گردیده است که حاکی از اطلاعمحاسب
عــلاوه بــر اینکــه در ). 12(باشــد مــی PKUتشــخیص نــاقلین 

ممکـن اسـت    VNTRهـاي مـارکر   جمعیت هاي مختلف، آلـل 
باشــند، در منـاطق جغرافیــایی متفـاوت در درون یــک   متنـوع  

 ،به عنـوان مثـال  . شودجمعیت نیز چنین وضعیتی مشاهده می
مذکور در مناطق جغرافیایی مختلف در جمعیـت   بررسی مارکر

در ایـن   VNTRهـاي  ایتالیا و انگلـیس، حـاکی از تفـاوت آلـل    
  ). 15،16(باشد مناطق می

ــه اینکــه  ــا توجــه ب بیمــاري اتوزومــال مغلــوب اســت،  PKUب
شناسایی ناقلین ایـن بیمـاري در جـوامعی کـه در آنهـا ازدواج      

ــه گســتردگی رواج دارد  ــامیلی ب ــل مخصوصــاً  ،ف جــوامعی مث
بـه صـورت    PKUجمعیت ایرانی که غربـالگري نـوزادان بـراي    

. شود، بسیار حـائز اهمیـت اسـت   همگانی و گسترده انجام نمی
هاي ژنتیک مولکـولی  با استفاده از روش PKUشناسایی ناقلین 

امکان ارایه مشـاوره ژنتیـک دقیـق و مـوثر را فـراهم نمـوده و       
نظـر بـه تنـوع    . شـد خواهـد   PKUموجب کاهش تعداد موالید 

 هاي مـارکر پراکندگی آللجمعیتی در ایران، بررسی فراوانی و 

VNTR    در نواحی مختلف کشور، جهت ارزیابی میـزان کـارآیی
در این مطالعه . ضرورت دارد  آن در شناسایی ناقلین هر ناحیه
اسـتان یـزد تـا ابتـداي      PKUپس از  شناسایی کلیه مبتلایان 

مورفیـک  هـاي مـارکر پلـی   یـع آلـل  فراوانـی و توز  ،1387سال 
VNTR  ژنPAH     در آنان مورد بررسی قـرار گرفـت و کـارآیی

     .در این ناحیه ارزیابی شد PKUاین مارکر در شناسایی ناقلین 
  

  مواد و روشها
کـه بیمـاري آنهـا بـا      PKUفـرد مبـتلا بـه     9 ،در این مطالعـه 

 همچنـین خـواهران و  و  آزمایشات بیوشیمیایی تأیید شده بـود 
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و والـدین آنهـا مـورد ارزیـابی     ) در صورت حضور(برادران سالم 

خانواده بیمـاران از طریـق همـاهنگی بـا سـازمان      . قرار گرفتند
بهزیستی استان یزد مطلع شده و بـا آگـاهی و اختیـار در ایـن     

هـا در بخـش ژنتیـک سـازمان     بررسـی . مطالعه شرکت کردنـد 
خصـوص ایـن    بعد از توضیح در. بهزیستی استان یزد انجام شد

نامه، مقـدار  تحقیق به شرکت کنندگان و پر کردن فرم رضایت
پـس از  . میلی لیتر خون وریدي از هر فـرد گرفتـه شـد    5تا  3

از خـون بـه کمـک روش اسـتاندارد      DNAاستخراج و تخلیص 
در بردارنـده ناحیـه    DNA، قطعـه  )salting out(نمـک اشـباع   

VNTR  ژنPAH  بـــا روشPCR اي هـــو بـــه کمـــک پرایمر
میکرولیتر از هـر محصـول    5مقدار . تکثیر شد) 13(اختصاصی 

PCR درصد در کنـار   5/2هاي جداگانه در ژل آگارز در چاهک
هـا در  تمامی نمونـه . الکتروفورز شدند DNAگیري مارکر اندازه

   . درصد نیز مورد بررسی قرار گرفتند 12ژل آکریل آمید 
  

  هایافته
، والـدین،  PKUفرد مبـتلا بـه    9نفر شامل  24مطالعه، در این 

 VNTRاز نظر آلـل  ) در صورت حضور(خواهران و برادران آنها 
 48از  ،بــه طــور کلــی. مــورد مطالعــه قــرار گرفتنــد PAHژن 

کرومـوزوم سـالم و    15در افراد مذکور  ،کروموزوم مورد بررسی
  .بودند PAHکروموزوم واجد آلل جهش یافته ژن  33
  

هـاي  در کرومـوزوم  PAHژن  VNTRهاي فراوانی آلل -1جدول 
اسـتان یـزد در مقایسـه بـا      PKUهاي سالم و جهش یافته خانواده

 ایرانیکلی جمعیت 

 جهش یافته سالم 

 *ایرانی یزد *ایرانی یزد  VNTRآلل 

3 20 45 5/5 1/7 

6 0 3/2 0 0 

7 20 2/12 11 3/31 

8 33 3/31 78 3/48 

9 13 2/9 0 3/13 

11 7 0 0 0 

12 7 0 5/5 0 

 100 100 100 100 جمع

 12منبع  *

هـاي  در کرومـوزوم  PAHژن  VNTRهـاي  انواع و فراوانی آلـل 
طور کـه   همان. نشان داده شده است 1مورد بررسی در جدول 

، 8، 7، 3داراي  VNTRنوع آلـل   6شود در مجموع مشاهده می
، 505، 475، 445، 325هـاي  به ترتیب بـا انـدازه   12و  11، 9

اسـتان یــزد وجــود   PKUجفـت بــاز در جمعیــت   595و  565
هاي جهش یافتـه دیـده   آلل آن در کروموزوم 4که تنها  شتدا

، 5/5با فراوانـی   به ترتیبتکرار  12و  8، 7، 3هاي آلل. شودمی
، 7، 3هـاي  هاي جهش یافته و آللدر کروموزوم 5/5و  78، 11
 7و  7، 33، 20، 20بـا فراوانـی   به ترتیب تکرار 12و  11، 9، 8

تکـرار بیشـترین    8آلـل  . شـت هاي سالم وجود دادر کروموزوم
شـت  هـاي سـالم و جهـش یافتـه دا    فراوانی را بـین کرومـوزوم  

 63براي جمعیت مورد بررسی  VNTRمارکر  PIC ).1جدول (
   .دست آمده درصد ب

  
  بحث

ارکرهـاي دو آللـی، دو   علاوه بـر م  PAHدر درون و نزدیک ژن 
بـا  ). 9،10(نیـز وجـود دارد    STR و VNTRمارکر چنـد آللـی   

در  ،دو آلـل در جمعیـت دارد   توجه به اینکه هر مارکر دو آللی
 ،درصـد باشـد   50هـا  بهترین حالت که فراوانی هرکدام از آلـل 

PIC  ًلـذا ایـن مارکرهـا    ). 14(درصد خواهد شـد   5/37حدودا
رسـانی  براي شناسایی ناقلین و تشـخیص قبـل از تولـد اطـلاع    

با توجه به تعـدد   STRو  VNTRاما مارکرهاي . ندمناسبی ندار
از  ،آلل ها در صورتی که در جمعیت تنوع آللـی داشـته باشـند   

میـزان  . رسـانی بسـیار مناسـبی برخـوردار خواهنـد بـود      اطلاع
در هر جمعیـت   PKUکارآیی این مارکرها در شناسایی ناقلین 

 آن PKUو فراوانـی آنهـا درخـانواده هـاي      پراکندگیبه الگوي 
 ).9،11(جمعیت بستگی دارد 

و  11، 9، 8، 7، 3داراي   VNTRنـوع آلـل    6 ،در این تحقیـق 
هـاي  آلـل . تکرار در جمعیت مورد مطالعه شناسایی گردیـد  12

هاي سالم وجود داشتند تکرار فقط در کروموزوم 11و  9داراي 
 8آلـل داراي  . هاي جهش یافته مشاهده نشـدند و در کروموزوم
هاي سالم و جهـش  فراوانی را در بین کروموزومتکرار بیشترین 

ــود   ــاص داده ب ــود اختص ــه خ ــه ب ــل در  . یافت ــن آل ــی ای فراوان
درصـد   78و  33هاي سالم و جهش یافته به ترتیـب  کروموزوم

بـراي جمعیـت   ) درصد 63(محاسبه شده  PIC). 1جدول (بود 
در  VNTRدهـد کـه تنـوع آللـی مـارکر      این مطالعه نشان می
وده و در بــیش از دو ســوم مــوارد امکــان جمعیــت مناســب بــ

بلافصـل بـا بررسـی ایـن      بستگانتشخیص وضعیت ناقل بودن 
لذا براي شناسایی ناقلین در گام اول نیاز بـه  . مارکر وجود دارد
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نیســت و در مشــاوره  PKUتشـخیص مســتقیم جهــش عامـل   
تـوان بـراي یـافتن افـراد ناقـل، بررسـی       ها مـی ژنتیک خانواده

VNTR  ژنPAH  توصیه نمودرا.  
هـاي  براي تشخیص نـاقلین در جمعیـت   VNTRکارایی مارکر 

در جمعیـت  . )11،12(مختلفی مورد ارزیابی قرار گرفته اسـت  
موجـود   VNTRهاي پوستان اروپایی با توجه به تنوع آللسفید

درصد تخمـین   70در جمعیت، میزان کارایی این مارکر تقریبا 
نیـز بـر روي جمعیـت    مطالعـه مشـابهی   . )11(است  شده زده

در  VNTRهـاي  به دلیل تنوع کم آلـل . چینی انجام شده است
درصـد   32جمعیت مذکور میزان اطلاع رسانی مـارکر حـدودا   

تخمین زده شده که کارایی مناسـبی بـراي تشـخیص نـاقلین     
  .)11(نداشته است 

اي کــه توســط کوچمشــگی و همکــاران بــه انجــام در مطالعــه
براي شناسایی نـاقلین در   VNTRکر رسیده، میزان کارایی مار

درصد محاسـبه شـده    66حدودا ) طور کلیه ب(جمعیت ایرانی 
آلـل متفـاوت شناسـایی و همـاهنگی      5 ،در این جمعیت. است

هـاي  با برخی از آلـل  PAHزاي ژن هاي بیماريبعضی از جهش
VNTR  12(مشخص گردیده است( .  

تقریبـا   دسـت آمـده در تحقیـق حاضـر    ه ب PICبا وجود اینکه 
معادل میـزان محاسـبه شـده در جمعیـت ایرانـی اسـت ولـی        

حـال نکتـه    بـا ایـن  . ها تا حدودي متفاوت استپراکندگی آلل
هـاي  جالب اینکه در هردو جمعیـت مـورد بررسـی، کرومـوزوم    

جدول (تکرار همراه هستند  8جهش یافته، بیشتر با آلل داراي 

هاي سالم به خـود  مآللی که بالاترین فراوانی را در کروموزو. )1
  . باشددهد در دو جمعیت متفاوت میاختصاص می

با توجه به تنوع جمعیتی در ایران ممکن اسـت نـوع و فراوانـی    
ــایی مختلــف،  PAHژن  VNTRهــاي آلــل در منــاطق جغرافی

پراکنـدگی  بنابراین بررسـی تفصـیلی فراوانـی و     .متفاوت باشد
میزان کـارآیی   در نواحی مختلف کشور، VNTRهاي مارکر آلل
  .نمایدمشخص می ناحیه در شناسایی ناقلین هررا آن 

 VNTRاي مـارکر  اولین موارد بررسی منطقـه  واین مطالعه جز
طـی ایـن تحقیـق آلـل هـاي مـارکر       . در کشور بـود  PAHژن 

VNTR  در مبتلایــان و خــانواده هــاي آنهــا بررســی شــد و در
 ـ  اقلین مجموع نشان داده شد که مارکر فوق جهت شناسـایی ن

بنابراین با توجـه بـه اینکـه بررسـی آلـل      . کارآیی مناسبی دارد
VNTR یروش ـ این روش به عنـوان  است،پذیر به آسانی امکان 

رسان  و سریع در اولین گام براي شناسـایی  ساده، ارزان، اطلاع
عـلاوه نتـایج   ه ب. گردددر این جمعیت توصیه می PKUناقلین 

هـا در  هگشاي پیگیري جهـش تواند راحاصله از این تحقیق می
آنچـه در قـدم   نکتـه آخـر اینکـه    . جمعیت تحت بررسی باشـد 

ایـن منطقـه از کشـور ضـرورت      PKUهاي بعدي براي خانواده
  . است PAHزاي ژن هاي بیماريبررسی جهش ،دارد

  
  تشکر و قدردانی 
سازمان بهزیستی استان یزد به دلیـل   بدین وسیله از مسئولین

گذاشتن آزمایشگاه ژنتیک و همچنـین از   در اختیار و مساعدت
  .شودکارکنان آزمایشگاه ژنتیک قدردانی می
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