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 چكيده
بيمـاري فـردريش   .  در بـسياري از مطالعـات گـزارش شـده اسـت     )FRDA( ميتوكندري در بيماري فـردريش اتاكـسيا  قايص ن :مقدمه

ه در نتيجـه كـاهش بيـان فراتاكـسين علايـم بيمـاري بـروز                 با وراثت اتوزومال مغلوب است ك ـ      نده اعصاب يابتحليل  يك بيماري   اتاكسيا  
فزايش راديكالهاي آزاد در ميتوكندري شده و به نوبه خود باعث كاهش فعاليـت       كاهش توليد فراتاكسين باعث افزايش آهن و ا       . يابد  مي

از ايـن   . اسـت ) mtDNA( ميتوكندريايي   DNA هاي   نقص ،فردريش اتاكسيا  تعديل كننده ديگر در بيماري       عامل. شود زنجيره تنفسي مي  
د در نقـص زنجيـره تنفـسي دخالـت     ن ـتوا كـه مـي  ركز شد متمرو توجه ما به بررسي تغييرات نوكلئوتيدي ژنوم ميتوكندري در افراد بيمار   

   .دگرد مي ATPداشته باشد و باعث كاهش توليد 
 مـورد بررسـي قـرار     -TTGE PCR بـا تكنيـك      ميتوكنـدري  ژنـوم  از   )I)ND1 دهيدروژناز   NADHژن  در اين مطالعه،    : روش بررسي 

  . دشراي تعيين توالي ارسال بها  نهنمو جهت شناسايي جهش دقيق ، يافتن الگوي باندي متفاوت از و پسگرفت
 معرفـي براي اولين بـار در بيمـاري فـردريش اتاكـسيا             گرديد كه    مشاهده) T4216C (جديد جهش 1 ، بيمار 20 با بررسي روي  : نتايج

  شـده و نتـايج حاصـل از مطالعـات    ND1 ژن 313 باعث تغيير اسيد آمينه تيروزين به هيـستيدين در موقعيـت      T4216C جهش   .شده است 
   .رود  آلفا اين پروتئين از بين ميهدهد كه ششمين زنجيربيوانفورماتيك نشان مي

   جهش بنابراين اين ). >001/0P(يمار نسبت به افراد كنترل بيشتر ديده شد        در افراد ب   ND1 ژن    در  جهشاين  از نظر آماري    : گيريهنتيج
  .موثر استسن شروع بيماري كاهش حيطي در پيشرفت بيماري و  معواملاي باشد كه به همراه  كننده ممكن است يك فاكتور مستعد

  
   ژنيجهش -)I) ND1  دهيدروژنازNADH ژن -ي ميتوكندرياييDNA -فردريش اتاكسيا:  كليديهايواژه

  
  
  

  

 Heidarimm@yazduni.ac.ir: پست الكتروني، 0351- 8122649: ؛ تلفن)نويسنده مسئول (*
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  محمد مهدي حيدري، مهري خاتمي   
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  مقدمه

ــسيا  ــردريش اتاك ــا) FRDA(ف ــرين  يعش ــيت ــاهنگي حركت  ناهم
اسـت كـه    ) هـا  تولـد زنـده در بـين سـفيد پوسـت           50000/1(وراثتي  

ــاليني ). 1( اتوزومــال مغلــوب اســت وراثــتداراي الگــوي از نظــر ب
 %10يـشرونده و كارديوميوپـاتي و در        تحليل اعصاب پ  بيماري باعث   

 بلـوغ   سـنين سـن شـروع معمـولا       ). 2(شود ديابت مي نيز باعث   موارد  
فـرد  كند   ها را درگير مي    ن بيماري پيشرونده است و اندام     است و چو  

بدشـكلي پاهـا،    . ددار بيست سـالگي نيـاز بـه ويلچـر           مبتلا در حدود  
ژن ). 3(شـود  آتروفي چشمي و كري نيز در ايـن بيمـاران ديـده مـي             

شـود امـا سـطح بيـان در          ها بيان مي    در تمام سلول   FRDAدرگير در   
.  متفــاوت اســتيكــوينهــاي مختلــف در مراحــل مختلــف ت بافــت

هــاي   در ســلول)Frataxin( بنــام فراتاكــسينFRDAمحــصول ژن 
هـا بـه مقـدار زيـاد         ها و نورون   غني از ميتوكندري مانند كارديوسيت    

 در اينتـرون اول     GAAگسترش تكرار سه نوكلئوتيدي     . شود بيان مي 
ي فراتاكــسين و در نتيجــه mRNA ســبب كــاهش بيــان FRDAژن 

 گرچه مكانيسم دقيـق عمـل       ).4(شود سين مي كاهش پروتئين فراتاك  
دهـد كـه كـاهش       فراتاكسين مشخص نيست ولي مطالعات نشان مي      

 .دگــرد كنــدري مــيباعــث افــزايش آهــن آزاد در ميتوفراتاكــسين 
 مكانيــسم فقــدان ،مطالعــات بــر روي مخمــر ساكرومايــسز ســرويزيه

ــاًفراتاكــسين ر ــوگ . كــرده اســتآشــكار  ا تقريب حــذف ژن همول
و هـايي در تـنفس         نقـص  دهندهنشان  ) YHF1( در مخمر    فراتاكسين

  ).5(است  مخمرميتوكندرياييي DNAفقدان 
هاي   اي شكل است كه در همه سلول         ميله  ، اندامك   ميتوكندري

 . ضـروري سـلول اسـت      ATPشود و مسئول توليد      انساني ديده مي  
 و tRNA ژن 22 اسـت و داراي   Kb 5/16ميتوكندري حاوي ژنوم    

 بوزومي است كـه بـراي ترجمـه در ميتوكنـدري          ي ري RNA ژن   2
ــت و  ــده زير 13لازم اســ ــز كننــ ــدهاي  ژن رمــ ــرهواحــ  زنجيــ

تغييرات نوكلئوتيدي در    ).6(را هم دارد  فسفوريلاسيون اكسيداتيو   
DNA ــدرياي ــث ) mtDNA(ي ميتوكن ــرد  باع ــتلال در عملك اخ

يكي از علل جهـش در      . شود  هاي تنفسي مي    هاي زنجيره   كمپلكس
هـــاي آزاد اســـت كـــه در  ري وجـــود راديكـــالژنـــوم ميتوكنـــد

هاي بيماران فـردريش آتاكـسيا در اثـر افـزايش             ميتوكندري سلول 
كــاهش فعاليــت زنجيــره تنفــسي . )7(شــود آهــن آزاد ايجــاد مــي

هـاي نورودژنريتيـو از جملـه         ميتوكندريايي در بـسياري از بيمـاري      
ــر  ــسون )AD)(8(آلزايم ــل اســكلروزي) PD)(9(، پاركين  سمولتيپ

)MS()10 (    و فردريش اتاكسيا)FRDA()11(   گزارش شده است . 
ــدف  ــش  ه ــافتن جه ــه ، ي ــن مطالع ــاي ژن اي ــاران ND1  ه  در بيم

بـا اسـتفاده از روش    ايـن بررسـي     . فردريش اتاكـسياي ايرانـي بـود      
PCR-TTGE ــن ژن ــوالي اي ــين ت ــا   و تعي ــين و ه ــات همچن مطالع

هـا و     ئينها بـر روي پـروت       بيوانفورماتيك براي يافتن اثر اين جهش     
  . انجام گرديدزايي آنها  بيماري

  روش بررسي 
با توجـه بـه     در اين مطالعه مورد شاهدي كه       حجم نمونه   : بيماران

 d%=4و   P%=45و با در نظـر گـرفتن        % 95و سطح اطمينان    % 80توان  
 بيمار از بيمارستان شـريعتي بـا        30در اين مطالعه حدود      ،محاسبه شد 

جهـت  از طـرف متخـصص بـاليني         تشخيص باليني فردريش اتاكسيا   
پس از انجام مشاوره ژنتيك و      .  ژنتيك فرستاده شد   اتانجام آزمايش 

 از اين تعداد بيمار      مشخص شد كه   آزمايش مولكولي ژن فراتاكسين   
 در اينتـرون خـود   GAA مـورد داراي گـسترش تكرارهـاي         20فقط  

 از  ،GAA تايي   3علت نداشتن گسترش تكرارهاي     ه  بودند و مابقي ب   
علائـم بـاليني شـبيه بيمـاري        . )12( مطالعـه كنـار گذاشـته شـدند        اين

فردريش اتاكسيا ممكـن اسـت ناشـي از بيماريهـاي ديگـر از جملـه                
 10ن و   ز بيمـار  10 بيمـار    20از ايـن    .  باشـد  Eبيماري كمبود ويتامين    

 وراثت  ونامه رسم شد       بودند كه براي هر يك از آنها شجره        د مر بيمار
گـروه  بعنوان   فرد   25در اين مطالعه از     . دگرديييد  أاتوزومال مغلوب ت  

 كه هيچ علامت بيماري فردريش اتاكسيا را نداشـته و همچنـين             شاهد
  . نداشتند، استفاده شدهاي ميتوكندريايي را هم سابقه بيماري

 34-12 و   32-10متوسط سـن بيمـاران و افـراد شـاهد بـه ترتيـب               
ــي ــد مـ ــاري   . باشـ ــروع بيمـ ــن شـ ــط سـ  FRDA، 5/4±2/12متوسـ

)SD±تعداد تكرارهـاي    . تعيين شد ) متوسط(GAA)n     مـشاهده شـده 
بيماراني .  تكرار مشخص گرديد   991 تا   256در هر دو آلل بيماران از       

هـاي    بودند اغلب اختلالاتي در رفلكس     يبيشتركه داراي تكرارهاي    
  . دادند  نشان ميECGهاي  و يافته) pes cavus(عميق تاندوني و پا 

اسـتخراج  :  FRDA در اينتـرون اول ژن       GAAتعيين تكرارهاي   
DNA    از خــون بــا اســتفاده از كيــت DNAfast از شــركت ژن 
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 كـه حـاوي     FRDAقـسمتي از اينتـرون اول ژن        . فناوران انجام شد  

 است توسـط يـك جفـت پرايمـر          GAAتكرارهاي گسترش يافته    
 تكثيــر يافــت و پــس از تخمــين 5200Not و 5200Ecoهــاي  بنــام

 معـادل   n كـه    3n+457ژل با استفاده از فرمول      اندازه آنها بر روي     
  . باشد تعداد تكرارها تعيين گرديد  ميGAAتعداد تكرارهاي 

TTGE ــوالي و ــين تـ ــشخيص TTGEروش از : تعيـ ــراي تـ  بـ
 در ژنوم ميتوكنـدري     هاي هتروپلاسميك از هموپلاسميك       جهش

 اين تكنيك بسيار بالاست بطـوري كـه         حساسيت. شود استفاده مي 
هتروپلاسـمي در   % 4 ي بـا  يايهـاي ميتوكنـدر     جهـش حتي  تواند    مي

در ايـن روش بعـد از       ). 13( تـشخيص دهـد    kb 1اي به طـول       قطعه
 درجــه ســانتيگراد 95، محــصول را در PCRتكثيــر قطعــه توســط 

اي به آهستگي    دهيم تا قطعات تك رشته       اجازه مي  حرارت داده و  
تـشكيل   DNAدر ايـن حالـت قطعـات هتـرودوپلكس     . سرد شوند 

 داراي حاصـل  DNAهـاي هتـرودپلكس       هر يك از رشته   . شود يم
بـراي  . يـستند باشند كه قـادر بـه جفـت شـدن ن        متفاوت مي يك باز   

آميـد و بـا       ، در ژل پلـي اكريـل      DNAشناسايي اين هترودوپلكس    
 كه يك شيب افزاينده حرارتي را ايجاد  Dcodeاستفاده از دستگاه

هترودوپلكس بـا توجـه      قطعات   .شود  ميانجام  كند الكتروفورز    مي
-Bioشـركت    (Winmeltافـزار     به نقطه ذوبي كه با استفاده از نـرم        

rad ( نـسبت بـه    ژل    متفاوتي را در   ي الگوي باند  شود،  مشخص مي 
 وجـود يـك تغييـر نوكلئوتيـدي          كـه  دهـد نـشان مـي    حالت نرمال 

ــامعلوم ــراي شناســايي . كنــد را مــشخص مــين   دقيــق در پــي آن ب
بـه شـركت    جهـت تعيـين تـوالي       هـا     مونـه ن ، نوكلئوتيـدي  اتتغيير

از اين طريق تعداد محـدود و       . فرستاده شد ) جنوبيكره  (ماكروژن  
ين ي ـباشـند جهـت تع      كه داراي جهـش مـي      PCRدقيقي از قطعات    

 را مـشخص  PCR، تـوالي پرايمـر و شـرايط         1جدول   .شدندتوالي  
نتايج  .هدد مي را نشان    TTGEشرايط واكنش   ،  2كند و جدول      مي

 جهـت يـافتن تغييـرات ژنتيكـي بـا بانـك       ،ز تعيـين تـوالي   حاصل ا 
  .  گرديدبررسي MtDB 2009  انسانميتوكندريژنوم اطلاعاتي 

 حاصل از تعيين تـوالي      با مقايسه نتايج  : مطالعات بيوانفورماتيك 
معيـار  .  تغييـرات نوكلئوتيـدي مـشخص گرديـد    ،MtDB 2009بـا  

اتي  ايـن بانـك اطلاع ـ     ،گزارش شـدن يـا نـشدن يـك جهـش نيـز            
در اين بانـك حتـي در       در صورتي كه تغيير نوكلئوتيدي      . باشد مي

تحت  ، ثبت شده باشد    قبلاً  غير از فردريش اتاكسيا    بيماري ديگري 
بــراي تعيــين . اســتگرديــده عنــوان جهــش گــزارش شــده ارائــه 

ي اين تغييرات در موجودات ديگر نيـز از      لچگونگي حفاظت تكام  
ايـن   . شـد اسـتفاده ) DNAفـي  برنامه همردي (DNA Starنرم افزار 

هـاي    هاي معـادل خـود در گونـه         را با ژن   ND1   ژن  نرم افزار توالي  
  . كند ديگر مانند شامپانزه، گاو، سگ، اسب و موش هم رديف مي

ــر ــاختار     ب ــر روي س ــه ب ــيدهاي آمين ــر اس ــر تغيي ــي اث اي بررس
 ســاختار  داخـل غـشايي از برنامـه سيـستم پيـشگويي     هـاي  پـروتيئن 
  .از سايت ذيل استفاده گرديد SOSUI پروتئين

 http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html   
براي تعيـين  ) Fisher's exact(تست آماري فيشر : آناليز آماري

، ارتباط بين دو گـروه شـاهد و بيمـار مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت                 
05/0P<           بـا   محاسـبات .  نيز بعنوان اهميت آمـاري بكـار بـرده شـد 

 .انجام گرفت  GraphPadنرم افزاراستفاده از 

  نتايج
ــراي ژن  ــده زيــر واحــدهاي كمــپلكس   ژن( ND1ب  I كــد كنن

 PCRپرايمـر طراحـي شـد و شـرايط          ) زنجيره تنفسي ميتوكنـدري   
 فـرد   25 بيمـار و     20 بـراي    TTGEآناليز  ). 1جدول  (تعيين گرديد   

چنـدين  ، وجـود    TTGEدر آنـاليز    . )2جدول   (شاهد انجام گرديد  
دهنده حالت هتروپلاسمي است و تغيير جايگاه يك بانـد    باند نشان 

ــشان     ــرل ن ــراد كنت ــال در اف ــت نرم ــه حال ــسبت ب  ــ ن ــده حال ت دهن
ي ي DNAقطعات  ). 1شكل  (باشد  هموپلاسمي براي آن جهش مي    

 جهت تعيين   بودند داراي تغيير جايگاه باندي      TTGEكه در آناليز    
بـا تـوالي ثبـت      ،  طعات حاصـل  توالي ق سپس  . توالي فرستاده شدند  

. مقايـسه گرديـد   ) MtDB(شده ميتوكنـدري در بانـك اطلاعـاتي         
ــاليز  ــار، 20 در TTGEآن ــه  1 بيم  جهــش هموپلاســميك در ناحي

 .نـشان داد   نفر از افراد شاهد      1و   بيمار   4را در    ND1كننده ژن   رمز
ــس از تع ــيپ ــواليي ــش،ن ت ــايي  ND1  ر ژند T4216C  جه شناس

 گرديد كه    توكندري مشخص انك اطلاعات مي  مقايسه با ب  . گرديد
  هــاي ديگــر گــزارش شــده ولــي در       در بيمــاري ايــن جهــش 

. بيماري فردريش آتاكـسيا بـراي اولـين بـار شناسـايي شـده اسـت               
    باعث تغييـر اسـيد آمينـه تيـروزين بـه هيـستيدين             T4216Cجهش  

   .شودمي
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 ND1توالي پرايمر و شرايط تكثير ژن : 1جدول 

نام و موقعيت پرايمرها  شرايط واكنش   برنامهPCR پرايمرهاتوالي )5'-3'( )bp(اندازه    قطعه

F CTGTTCTTATGAATTCGAACA  
R GGAAATACTTGATGGCAGCT 

95:50", 60: 50", 72: 35" 
(30 cycle); 72: 10' 

Buf: 2.5, Mg: 
0/7, DNTP: 0/7, 

P: 0/6, DNA: 
0.6, taq: 0/25 µl 

ONP 168: 4111 
ONP 65: 4650 

 
 

539  ND1 
 

  

 . براي محصولات تكثير شدهTTGEشرايط انجام آزمون : 2جدول 

  نام قطعه  )bp(اندازه   )°C(محدوده دمايي  )° h/C(ميزان افزايش دما   درصد ژل آكريل آميد

6 6/1 64-57 539  ND1 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در غشاء ميتوكندري در حالت ND1ساختار پروتئين : 1شكل 
  B(T4216C(ش يافته  و حالت جه)A(نرمال

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ND1 در ژن T4216Cهم رديفي تغيير نوكلئوتيدي جديد : 2شكل 

  بحث
ــوالي  ــسترش ت ــاري   گ ــسياري از بيم ــراري در ب ــاي تك ــاي  ه ه

  هـايي ماننـد ديـستروفي ميوتونيـك،         نورودژنريتيو از جمله بيماري   
 X  شــكننده، هــانتيگتون و FRDA 20تمــام . )12( شــايع اســت   

 FRDAژن   I اينتـرون     در GAAگـسترش تكرارهـاي     بيمار داراي   
  . بودند

گرچه عملكرد پروتئين فراتاكسين هنوز دقيقا مشخص نيـست ولـي           
در نتيجــه شــود و  باعــث افــزايش آهــن ميتوكنــدريايي مــي  آنفقــدان
ــزايش مــي  اســترس ــدهــاي اكــسيداتيو در ميتوكنــدري اف ي DNA. ياب

ــي ــدري م ــاكتور   ميتوكن ــوان يــك ف ــد بعن ــديلتوان ــاري ك تع ــده بيم   نن
 NADH  كمــــــپلكس.فــــــردريش اتاكــــــسيا تــــــصور شــــــود

 )NADH-ubiquinone oxidoreductase(زردوكتــا كــوئينين يــوبي
اولين و بزرگترين كمپلكس زنجيره تنفسي است كه ) Iكمپلكس (

 45 تـا از     mtDNA  ،7.  زير واحد تشكيل شده اسـت      45از حداقل   
هـاي  NDل كند كـه شـام     را رمز گذاري مي    Iزير واحد كمپلكس    

1 ،2 ،3 ،4 ،L 4 ،5 اســـــت 6 و )ND نـــــشان دهنـــــده NADH 
ــت  ــدروژناز اسـ ــدهاي  ). دهيـ ــر واحـ ــته  NDزيـ ــشكيل پوسـ ، تـ

ــشا   ــل غـــــ ــدروفوبيك داخـــــ ــي راءهيـــــ ــد و   مـــــ   دهنـــــ
. كننــد  ســولفور را احاطــه مــي-هــاي آب دوســت آهــن پــروتئين

 از مـــاتريكس NADH، باعـــث اكـــسيده شـــدن   Iكمـــپلكس 
گـردد كـه       مـي  )Ubiquinone(ميتوكندري و احيا يـوبي كوئينـون      

ــنتز      ــراي س ــاز ب ــورد ني ــوني م ــيب پروت ــد بخــشي از ش  ATPتولي
  . )15،14،7(كند مي
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 تغييـر   ND1، 1  بـراي ژن  و تعيـين تـوالي       TTGEبا انجام تست    

ايــن از نظــر آمــاري  ).T4216C (نوكلئوتيــدي شناســايي گرديــد
ده دي در افراد بيمار نسبت به افراد كنترل بيشتر  ND1   ژن ش در جه
  ).>001/0P(شد

 سبب تغيير اسيد آمينه تيروزين بـه هيـستيدين          T4216Cجهش  
پس از بررسـي بـا نـرم افـزار           .دگرد مي ND1 ژن   313در موقعيت   

باعث حذف  اين جهش    كه   شد مشخص   SOSUI  كننده بيني  پيش
ــر ايــن وضــعيت امكــان دارد در . گــردد  آلفــا مــيهشــشمين زنجي

. اي داشـته باشـد     قابل توجـه   اثر   Iعملكرد اين زير واحد كمپلكس      
 حفاظت  اي قرار دارد كه از نظر تكاملي تقريباً         اين جهش در ناحيه   

هـاي ديگـر ميتوكنـدري         همچنين در بيمـاري    )2شكل   (شده است 
ــر ــندرم: نظي ــاي  س ــوارثي و  Leigh ،Leber ،LHONه ــت ت ، دياب

 از ايـن رو، ايـن       ).17،16(سندرم ناشنوايي نيز گزارش شـده اسـت       
اي باشند كه به همراه       كننده  است يك فاكتور مستعد    ممكن     جهش

فاكتورهــاي محيطــي در پيــشرفت بيمــاري و كــاهش ســن شــروع 
  .بيماري اثر داشته باشد

  سپاسگزاري
بـا حمايـت    طرح پژوهشي مـصوب دانـشگاه يـزد و          اين مطالعه   

مراتـب امتنـان   كـه بدينوسـيله    دانشگاه انجام گرفته اسـت      آن  مالي  
از آقاي دكتر . داريم هشي دانشگاه اعلام ميمعاونت پژو از  خود را   

مغز و اعصاب از بيمارسـتان شـريعتي        شهريار نفيسي فوق تخصص     
انـد تـشكر و قـدرداني     كه بيماران را جهت اين مطالعه ارجـاع داده     

قـدرداني   شركت كننده در اين طرح       از تمام بيماران  و نيز   شود    مي
  . شود مي
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