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 بيماري اتوزومال مغلوب شايع در ميان سفيدپوستان است و منجر به اختلال در ك يفيبروز كيستي :زمينه و هدف
 كانال عبور غشايي فيبروز كيستي كننده ين تنظيميه ناشي از جهش در ژن پروتكشود  ريز مي رد غدد برونكعمل

(CFTR)ها در ژن  پي در اين بيماري بسيار متنوع و نتيجه طيف وسيع جهشم فنوتييعلا.  استCFTRاست .  
 در افراد سالم و CFTR ژن هشتدر اينترون ) T9 , T7 , T5(رارهاي پلي تيمين كمورفيسم ت اين تحقيق به بررسي پلي

   فرد سالم ساكن40تي و  كودك مبتلا به فيبروز كيس40: روش بررسي .مبتلا در استان مازندران پرداخته است
 Reverse dot blot با استفاده از روش CFTR  ژن اينترون هشتمورفيسم پلي تيمين در استان مازندران براي پلي

  فراواني. است% 75ي آن حدود آللترين و فراواني   در افراد سالم و مبتلا شايعT7تكرار  :ها يافته. بررسي شدند
 ترين و   در هر دو گروه شايعT7/T7هاي  ژنوتيپ. باشد مي% 5و % 20ترتيب حدود   بهT5 و T9ي تكرارهاي آلل
 در اين مطالعه T5/T5 و T5/T9هاي  ژنوتيپ. در افراد سالم و بيمار برخوردارند% 60و % 5/72ترتيب از فراواني  به

  با توجه به: گيري جه نتي.افراد بيمار ژنوتيپ هتروزيگوت داشتند% 30افراد سالم و % 5/22. مشاهده نشدند
مورفيسم   درصد ژنوتيپ هتروزيگوت در افراد بررسي شده، پلي30 الي 5/22 و وجود T5 ،T7 ،T9هاي  آللفراواني 

  يافته در تشخيص هاي سالم و جهش آللعنوان ماركر براي رديابي  تواند به  ميهشت در اينترون Tتكرارهاي 
  .با سابقه بيماري در خانواده استفاده شودپيش از تولد يا شناسايي ناقلين 

  .Reverse Dot Blot، CFTR،  فيبروز كيستي،پلي مورفيسم: ليديكلمات ك
 

  
ترين اختلال اتوزومال   شايعCystic Fibrosis (CF) تييس كفيبروز

ين يدليل جهش در ژن پروت ه بهكمغلوب در سفيدپوستان است 
 كه يك كانال كلر را (CFTR)ي ننده عبور غشايي فيبروز كيستك تنظيم
 اين ژن بر روي لوكوس واحدي در 1-3.شود كند، ايجاد مي  ميكد

 Kb230 ه اندازه آن تقريباًك قرار دارد، هفتبازوي بلند كروموزوم 
 اسيد 1480يني با ي اگزون تشكيل شده است و پروت27است و از 

ها   در انواع متعددي از سلولCFTRين يت پرو4و5.كند مينه را كد ميآ
 ، پانكراس، غدد توليد كننده موكوس،ها هاي اپي تليال ريه نظير سلول

  عمدتاCFTRًاگرچه . شود  غدد عرق و دستگاه تناسلي يافت مي،كبد
هاي تنظيمي متعددي دارد  كند، اما نقش عنوان كانال كلريد عمل مي به
-  از عمل انتقال سديم از طريق كانالها نظير ممانعت برخي از آن ه بهك
  مـتنظي 6وATP،7هاي  انالـم كـهاي اپي تليال، تنظي ولـهاي سديمي سل 

  

هاي  هاي درون سلولي و ممانعت از فعاليت كانال انتقال وزيكول
 CF تشخيص بيماري 8-10.ردكتوان اشاره  ميرا كلريد وابسته به كلسيم 

اليني و غلظت بالاي كلريد عرق م بيطور معمول با استفاده از علا به
 اين غالب عنوان عارضه اختلال در سطوح اپي تليال به. شود انجام مي

ها، آب و ديگر  ه در نتيجه آن انتقال الكتروليتك 11،بيماري است
ها از خلال غشاي سلول دچار نقص شده و منجر به ايجاد  محلول

هاي  وان به عفونتت ها مي ه از ميان آنكشود  م باليني متعددي مييعلا
مزمن ريوي، نارسايي اگزوكرين پانكراس، ناباروري در مردان و 

 جهش يا 1800بيش از . افزايش غلظت كلريد در عرق اشاره كرد
 CF Genetic Analysis) شد شناسايي CFTRمورفيسم در ژن  پلي

Consortium http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/) . مطالعات
هاي زيادي را بر اساس منشا نژادي و  ها تفاوت هشفراواني اين ج

 است كه ΔF508ترين جهش  شايع. دهد جغرافيايي بيماران نشان مي

مقدمه
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     و همكارانهاله اخوان نياكي      
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دهد اما  ها را در جمعيت سفيدپوست تشكيل مي از جهش% 70حدود 
 16و تركي 15 ايراني14، هندي12و13،هاي عربي فراواني آن در جمعيت

هايي كه در ژن  مورفيسم پليي از كي. متغير است% 13 تا% 44بين 
CFTRمورفيسم   پلي، وجود داردpoly Tهاي ملكولي  بررسي.  است

 اينترون 3´ در انتهاي polyTنشان داده كه يك لوكوس پلي مورفيك 
 نقش مهمي 9در پردازش صحيح اگزون است كه  CFTR ژن هشت
 , T9ه شامل تكرارهاي ك در اين لوكوس گزارش شده آلل سه 17.دارد

T7 , T5ها نشان داده كه در افراد بيمار تكرارهاي  بررسي. باشد  ميT5 
كه   با توجه به اين17. دخالت دارد9در پردازش نادرست اگزون 

 بلكه در افراد سالم نيز وجود دارد ، نه تنها در افراد بيمارT5تكرارهاي 
 وجود جهش توان گفت كه اين جهش نفوذ ناقص دارد و احتمالاً مي
 همراه تكرارهاي توانند به طور همزمان مي هاي ديگر به ورفيسمم پلييا 
T مطالعات مربوط به اين 17. دخالت داشته باشند9 در پردازش اگزون 

 18-20. انجام شده استCF در مردان نازاي مبتلا به مورفيسم عمدتاً پلي
در ) T9 , T7 , T5(مورفيسم تكرارهاي تيمين  اين تحقيق به بررسي پلي

 در CF در افراد سالم و كودكان مبتلا به CFTR ژن هشتن اينترو
  . پرداخته استReverse Dot Blotاز روش استان مازندران با استفاده 

  

  
ماهه  يك كودك 40 فرد سالم و 40 ، تحليلي- توصيفيدر اين مطالعه 

 تست عرق مبتلا يا و م بالينييه براساس علاكمازندران   ساله اهل12تا 
 به 1387 و 1386هاي  يستي تشخيص داده شده و در سالكبه فيبروز 

 دانشگاه علوم وابسته بهان اميركلا كودكآزمايشگاه ژنتيك بيمارستان 
  .تبي، بررسي شدندك موافقتاخذ از  پسبودند،   شدهي بابل ارجاعكپزش

 و نه خون محيطي افراد سالمآوري نمو بعد از جمع :DNAاستخراج 
  21. استخراج گرديدAlkalin Lysisروش   بهDNA، مبتلا

 هشته در انتهاي اينترون كتوالي مربوطه : PCRروش   بهDNAتكثير 
 ترموسايكلر كمك قرار دارد با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي به

techgene)  كمپانيtechneثير قطعه مورد نظر كت. تكثير شد)  انگلستان
 µM200 dNTPs، mM5/1 Mgcl2، nM200 با حضور µl50در حجم 

 Taq DNA Polymerase واحد 5/1 ،از هر يك از پرايمرهاي بيوتينيله
 DNAشرايط تكثير .  آمده است1جدول در  توالي پرايمرها. انجام شد

قه، ـ دقيكـي ºC94ار در ـ ب30قه، سپس ـ دقيسه ºC94در ترموسايكلر 
ºC58 دقيقه، يك ºC72، 45ًثانيه و نهايتا  ºC72 دقيقه بودپنج .  

روش : Reverse Dot Blotتعيين نوع تكرارهاي تيمين با استفاده از 
Reverse Dot Blot (RDB)هاي مهم، سريع، دقيق و غير   از روش

كار  هاي شناخته شده در انسان به ه در تعيين جهشكراديواكتيو است 
 توصيف شده Chehabيات اين روش توسط ياصول و جز. رود مي

گيري   بيوتينيله جهت دورگهPCR در اين روش محصولات 22.است
(Hybridization)هايي با تكرارهاي هاي مخصوص توالي  با پروب   

T9 , T7 , T5 كه بر روي نوارهاي Biodyne Cمورد ،اند  قرار داده شده 
  پس از دو).1ها در جدول  توالي پروب( گيرد استفاده قرار مي

نش ك متصل شده به استرپتاويدين را به واگيري، آنزيم پراكسيداز رگه
يك با پروب مربوطه هيبريد ئه اسيد نوكلكرده و در صورتي كاضافه 

زا در حضور تترامتيل بنزيدين و آب  نش شيميايي رنگكشده باشد، وا
رنگ و در نتيجه تشخيص چگونگي  هاي آبي هكاكسيژنه اجازه رويت ل

  .ها را خواهد داد  از پروبك با هر يPCRگيري محصول  رگه دو
  

  
براي ) آلل 80( فرد سالم 40و ) آلل 80( فرد بيمار 40در اين مطالعه 

 بررسي CFTR ژن هشتمورفيسم تكرارهاي تيمين در اينترون  پلي
هاي تكرارهاي تيمين  ند و ژنوتيپ افراد سالم و بيمار براي تواليشد

ل كش. مشخص شد  Reverse Dot Blot و PCRپس از انجام واكنش 
. دهد  را نشان ميRDBنش ك نتيجه وا2ل ك و شPCRنش ك نتيجه وا1

 CFها را در افراد سالم و افراد مبتلا به  آلل از ك فراواني هر ي2جدول 
دهد و   بيشترين فراواني را نشان ميT7رارهاي كت. دهد نشان مي

. شود  بيمار را شامل ميهاي افراد سالم و آلل% 75و % 75/83ترتيب  به
هاي  آلل% 5و % 25/6 ترتيب و به مترين فراواني را داردك T5رارهاي كت

هاي  فراواني ژنوتيپ 3جدول . شود افراد سالم و بيمار را شامل مي
 در هر دو گروه T7/T7 ژنوتيپ هموزيگوت. دهد مختلف را نشان مي

 سالم و بيمار افراد% 60و % 5/72ترتيب  ترين ژنوتيپ است و به شايع
ها هتروزيگوت  ژنوتيپ %5/22در افراد سالم . دهد يل ميكرا تش

)T7/T5 يا T7/T9 ( هتروزيگوت  ها ژنوتيپ %30و در افراد بيمار)T7/T5   
  

  هاي مورد استفاده توالي نوكلئوتيدي پرايمرها و پروب: 1-جدول
 

5′- CATAAAACAAGCATCTATTGAAAAT -3′ 
 

Forward 
 

5′- CACTACACCCATACATTCTCCT -3´ 
 

Reverse 
Primers 

 

5′- GTGTGTGTTTTTAACAGG -3′ 
 

IVS8-5T 
 

5′- TGTGTGTTTTTTTAACAGG -3′ 
 

IVS8-7T 
 

5′- TGTGTGTTTTTTTTTAACAG -3′ 
 

IVS8-9T 
Probes 

 هايافته

  بررسيروش
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  PCRنتيجه واكنش : 1-شكل
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ـنتيجـه وا : 2-شـكل  نش ك ـ نتيجـه وا 4 و 3، 2، 1هـاي   رديـف : Reverse Dot Blotنش ك
Reverse Dot Blotترتيب بـراي افـرادي بـا ژنوتيـپ       را بهT7/T7 ،T7/T9 ،T7/T5 و T9/T9  نـشان 

  .است) PCRبدون محصول (نترل منفي كدهنده   نشان5رديف . دهد مي
  

 در جمعيـت    T5/T5 و   T5/T9هـا ماننـد      سـاير ژنوتيـپ   . بودند )T7/T9يا  
 جفت بـاز حـاوي   413 به طول DNA قطعه .مورد مطالعه يافت نشدند 

 بااسـتفاده از پرايمرهـاي   CFTR ژن هشترارهاي تيمين در اينترون   كت
ت كولي از شـر   ك ـگـر مل   قطعه توسط نشان   اندازه. ثير شد كاختصاصي ت 

Rocheدر ستون چپ تاييد شده است .  
  

  
يبروزيس سـاكن   فرد مبتلا به بيماري سيستيك فـا  40 فرد سالم و     40

 ه در اينتـرون   ك ـرارهـاي تيمـين     كمورفيسم ت  استان مازندران براي پلي   

 Reverse Dot Blotاده از روش ـا استفـرار دارد بـ قCFTRشت ژن ـه

  9 و 7، 5رارهاي تيمين ـكن لوكوس با تـ در ايآللسه . دندـبررسي ش

   در افراد سالم و بيمارT9 و T7 و T5هاي  آلل فراواني :2-جدول
  ها در افراد بيمار آللفراواني 

  )درصد(
  ها در افراد سالم آللفراواني 

  )درصد(
  يآللنوع 

75  75/83    

T7  
20  10    

T9  
5  25/6    

T5  
  

  هاي مختلف در افراد سالم و بيمار فراواني ژنوتيپ :3-جدول
  

T9/T9  
  

T5/T7  
  

T9/T7  
  

T7/T7  ژنوتيپ  
  افراد سالم  5/72%  10%  5/12%  5%
  افراد بيمار  60%  20%  10%  10%

  
)T9, T7 , T5 ( 9رارها بر پردازش اگزون كه تعداد تكوجود دارد 

mRNA ژن CFTRه كدر اين بررسي مشخص شده  .گذارد  تاثير مي
 و 75/83ترتيب  به( بيشترين فراواني را در افراد سالم و بيمار T7 آلل
مترين فراواني را در افراد سالم و بيمار ك T5 آلل و  دارد%)75

، T7/T5همچنين چهار ژنوتيپ . دهد نشان مي) %5و % 25/6ترتيب  به(
T7/T7 ،T7/T9 و T9/T9هاي متفاوت در افراد سالم و بيمار   با فراواني

 بيشترين فراواني T7/T7ه از اين ميان ژنوتيپ هموزيگوت كيافت شد 
. نشان داده است%) 60و % 5/72ترتيب  به(را در افراد سالم و بيمار 

ترتيب   نيز در افراد سالم و بيمار بهT9/T9ي ژنوتيپ هموزيگوت فراوان
صورت  موارد، ژنوتيپ به% 20-%30در حدود . بوده است% 10و % 5

، ژن بزرگي است و CFTRه ژن ك از آنجايي. هتروزيگوت بوده است
هاي  باشد، جهش  اگزون مي27 طول دارد و حاوي kb230در حدود 

ها منجر به ايجاد  ه بسياري از آنكد تواند در آن رخ ده متعددي مي
هاي معمول براي شناسايي حاملين  ي از روشكي. شود بيماري مي

ها وجود دارد، بررسي  هاي آن ه سابقه بيماري در خانوادهكاحتمالي 
ترين جهش  ترين و شايع مهم.  استCFTRهاي معمول در ژن  جهش
ΔF508 ها را در جمعيت سفيدپوستان  از جهش% 70ه حدود ك است

دهد اما شيوع آن از شمال غربي تا جنوب شرقي اروپا  يل ميكتش
 23.شود اهش فراواني مشاهده ميكيابد و در ايران نيز اين  اهش ميك

 و در معدود 19و21و24 هستندآللها مربوط به اين  جهش% 16-21حدود 
ين توالي بخش ه در برخي موارد با تعيكمطالعات انجام شده در ايران 

 نيز همراه بوده است، بالاترين ميزان شناسايي CFTRمهمي از ژن 
بار  كها تنها ي  و بسياري از جهش23بوده است% 9/81ها  جهش

ولي بيماري در افراد ك تشخيص ملهمين دليل غالباً به. اند گزارش شده

بحث
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 از يستي يا افراد ناقل احتمالي با استفادهكم باليني فيبروز يداراي علا
هاي معمول تعيين جهش دشوار و نيازمند زمان زيادي است و  روش

صرفه  دليل گستردگي ژن مقرون به  نيز بهيند تعيين تواليآاستفاده از فر
 تشخيص پيش از هاي مناسب منظور دسترسي به روش به .باشد نمي

مورفيسم   از پلي، سابقه ابتلاباهاي  خانواده  درCFتولد بيماري 
 درولي ك ماركر ملكعنوان ي  بههشت در اينترون مينرارهاي تيكت

سابقه بيماري  با يافته در افراد  سالم و جهشآللرديابي امكان ارزيابي 
مورفيسم  مطالعات مربوط به اين پلي. گرديد استفاده ،در خانواده

و در اين مطالعات نيز  انجام شده CF در مردان نازاي مبتلا به عمدتاً
نتايج مطالعات حاضر نشان  18-20.اواني را داشت بيشترين فرT7 آلل
. باشند افراد داراي ژنوتيپ هتروزيگوت مي% 20-30حدود ه كدهد  مي

در يافته   سالم و جهشآلل در رديابي Tرارهاي كتوان از ت در نتيجه مي
همراه   بهارگيري اين ماركرك به. ردك  استفادههاي قبل از تولد تشخيص

تواند باعث افزايش احتمال  ها در ايران مي ممورفيس بررسي ديگر پلي
يافته در افرادي با سابقه بيماري در خانواده  جهش سالم و آللرديابي 

  . شوديستيك فيبروز هاي قبل از تولد  تشخيص انجامبراي
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Background: Cystic fibrosis is a monogenic recessive disorder founds predominantly 
in caucasian population causes exocrine glands function defect. This disease arises 
from mutations in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) 
gene. Because of heterogeneity of the mutations in CFTR gene, phenotypic symptoms 
in this disease are very variable. In this study we consider poly T polymorphism (T5, 
T7, T9) in the intron 8 of CFTR gene in normal individuals and cystic fibrosis patients in 
mazandaran province. 
Methods: Forty cases of cystic fibrosis patients and 40 normal individuals were 
screened for poly T polymorphism in intron 8 of CFTR gene using Reverse Dot Blot 
method. 
Results: T7 allele is the most prevalent in normal individuals and CF patients and it’s 
abundance is approximately 75%. T9 and T5 represent approximately 20% and 5% of 
normal or mutant alleles respectively. T7/T7 genotypes in normal individuals and CF 
patients are the most prevalent with 72.5% and 60% prevalence rate, respectively. T5/T9 
and T5/T5 genotypes were not found. 22.5% of normal individuals and 30% of CF 
patients had heterozygote genotypes. 
Conclusion: The abundance of T5, T7, T9 alleles and the presence of 22.5-30% 
heterozygote genotypes in normal individuals and CF patients indicates that poly T 
polymorphism in intron 8 of CFTR gene can be used as a marker for detection of 
normal and mutant alleles in prenatal diagnosis or can be used in carrier assessment in 
families with previous history of the disease. 
 

Keywords: Polymorphism, cystic fibrosis, reverse dot blot, CFTR. 
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