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مقاله پژوهشي

چکیده
بیماري هاي ریزحذفي گروهي از بیماري هاي ارثي هستند که در نتیجه حذف قطعه کوچکي از کروموزوم بروز مي  کنند. این بیماري ها به صورت صفت 
غالب به نسل بعد انتقال مي یابند و علي رغم حذف قطعه ریز، علائم بالیني و عوارض شدیدي ایجاد مي کنند. این بیماري ها معمولاً با آزمایش هاي 
سیتوژنتیك معمول، و حتي روش هاي نواري، در بیشتر موارد قابل تشخیص نیستند و در مواردي که چنین تشخیص هایي مطرح مي شوند، لازم است 
تشخیص را با روش دقیق  تري تأیید کرد. ما به منظور رفع این اشکال در ایران، امکان بررسي سیتوژنتیك مولکولي را فراهم کرده ایم. در این مقاله 
گزارشي از بررسي هاي انجام شده توسط هیبریدیزاسیون فلوئورسنت در جا )FISH( براي تأیید یا رد دو نشانگان پرادر-ویلي و آنجلمن در افراد 
مشکوك به این دو نشانگان گزارش مي شود. 39 مورد خون محیطي )1 تا 24 سال( و دو مورد مایع آمنیوتیك براي ارزیابي این نشانگان ها با روش 
FISH به این مرکز ارسال شده بود که 19 مورد آن مشکوك به نشانگان آنجلمن و 15 مورد مشکوك به نشانگان پرادر-ویلي بودند. هم چنین، 5 
مورد خون محیطي کودکان )1 تا 5 سال( و دو مورد مایع آمنیوتیك نیز براي تعیین وضعیت ناحیه بحراني کروموزوم 15 ارسال شده بود. یك نمونه 
خون مشکوك به نشانگان آنجلمن، به علت عدم هماهنگي با مرکز، رشد نکرد. پس از بررسي، 7 مورد نشانگان آنجلمن از 18 مورد )38/8%(، سه 
مورد نشانگان پرادر-ویلي از 15 مورد )20/0%( و دو مورد اشکال در ناحیه بحراني کروموزوم 15 از 7 مورد )28/6%(، و در مجموع، 12 مورد از 40 

مورد ارسالي )30/0%(، اشکال در ناحیه بحراني کروموزوم 15 را نشان دادند و تشخیص بالیني در این موارد تأیید شد. 
واژه هاي کلیدي: سندرم پرادرویلی؛ سندرم آنجلمن؛ اپی ژنسیس؛ داغ گذاری ژنتیکی

ركسانا كريمي نژاد، آزاده مشتاق، نرگس ميرآفتابي، فرانك زندي، نيلوفر ثابت كسائي، هديه رفقي، 
محمدحسن كريمي نژاد *

مرکز پاتولوژي و ژنتيک کريمي نژاد-نجم آبادي، تهران، ايران

کاربرد سیتوژنتیك مولکولي در بیماري هاي ریزحذفي
گزارش 41 مورد بررسي نشانگان هاي پرادر-ویلي و آنجلمن

)بخش دوم از طرح بررسي بیماري هاي ریزحذفي(

مقدمه
طبق قوانين مندل و روال سنتي، اصل بر اين بوده است که براي رشد طبيعي 

جنين، وجود و اثر ژنوم هر دو والد ضروري است و عمل ژن هاي يکساني که 
از راه مادر و پدر به فرزند منتقل مي شوند، يکنواخت است و تفاوتي بين اين 
دو حالت وجود ندارد )1 و 2(. هم چنين، هرگونه کمبود و افزايش يا جهش 
غيرطبيعي در ژن ها را بيماري زا مي دانستند )3 و 4(، و اعتقاد بر اين بود که 
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تا زماني که تغييري در ساختار DNA ژنوم ايجاد نشود، اثر و عمل ژن ها 
نيز طبيعي خواهد بود )5  و  6(. تجربيات بعدي نشان داد در مواردي، با اينکه 
ساختار DNA ژن تغيير نکرده است، تحت اثر عواملي که هنوز هم کاملًا 
مشخص نيست، اين اصل دستخوش اشکالاتي مي شود که مجموعه آنها را 

اپي ژنتيک مي نامند )7 و 8(. 
در علم ژنتيک، هر عاملي را که موجب تغيير فنوتيپ يا اثر ژن، بدون تغيير در 
ساختار DNA شود، اپي ژنتيک مي نامند. اين تغيير ممکن است تنها در طول 
زندگي سلول باقي بماند، يا به نسل بعد منتقل شود. با اين حال، هيچ تغييري 
در تناوب و ساختار DNA سلول )موجود( پديد نمي آيد )7 و 8(. نمونه  بارز 
اين موضوع در يوکاريوت ها، تمايز سلولي است. در تمايز گاسترولا به سه لايه 
اکتودرم، مزودرم و آندودرم، و تمايز و تبديل هريک از سه لايه، به بافت عصبي 
و پوست، عضله، غضروف و عروق و مخاط دستگاه گوارش، اثر اپي ژنتيک 
ديده مي شود. اپي ژنتيک را مي توان تغييرات پايداري در بيان ژن دانست که در 
تقسيمات بعدي به سلول هاي دختري به ارث مي رسد )7(. در روند اپي ژنتيک، 
مسيرهاي مختلفي شناسايي شده اند که با هم مرتبط و هماهنگ هستند. به طور 

ساده مي توان از مسير هاي زير در اين موارد نام برد )7 و 8(: 
1- متيلاسيون جزاير CpG در DNA؛ 

2- تغيير در کروماتيدها؛ مانند کروموزوم X در زنان که معمولًا يکي از آنها 
فعال مي ماند و ديگري غيرفعال مي شود؛

3- تغييرات هيستون ها )مانند استيلاسيون،  متيلاسيون و فسفريلاسيون(؛
4- پريون ها و رشته هاي پروتئيني همانند ويروس ها؛ 

5- ديزومي تک والدي1 )9 تا 11( )شکل 1(؛
6- داغ )نشانه گذاري( ژنتيک2.

دیزیومي
به طور معمول، از هر جفت کروموزوم موجود در ژنوم انساني يکي مادري و 
ديگري پدري است. چنانچه در تقسيم هاي کاهشي )ميوتيک( اشکالي پيش 
آيد و هر دو کروموزوم مشابه از يک والد باشند، يعني کروموزوم هاي پدري 
و مادري هر دو به يک گامت بروند، جنين حاصل از اين تخم نمونه اي از 
ديزومي تک والدي است. چنانچه عدم جدايي در ميوز اول ايجاد شده باشد، 
ديزومي تک والدي هترو و چنانچه عدم جدايي در ميوز دوم بروز کند، يعني 
پديد مي آيد.  ايزو  ديزومي تک والدي  باشند،  دو کروموزوم مشابه هم  هر 
ديزومي ممکن است به مجموعه کروموزومي مربوط باشد )پارتنوژنزيس3(، 
يا تنها به يک يا چند کروموزوم منحصر شود که هر دو هاپلوئيد از يک والد 
باشند. در اين موارد، اگر هر دو از مجموعه کروموزومي مادري باشند، مانند 
آنچه در تخمدان اتفاق مي افتد، تراتوم تخمداني ايجاد مي شود که در حقيقت 
مجموعه اي از اعضاء جنيني است که فاقد رشد و نظام طبيعي هستند. اما 

از سال ها قبل معلوم شد مول هيداتيديفورم حقيقي فقط حاوي مجموعه 
کروموزومي پدري است و هسته اووم در ساختار کروموزومي آن دخالت ندارد. 
چنانچه اين مجموعه از تکرار )دوپليکاسيون( يک اسپرماتوزوئيد ايجاد شده 
باشد، هوموزيگوت و چنانچه از آميزش دو اسپرماتوزوئيد باشد، هتروزيگوت 
و بدخيم تر است. بالعکس مول کاذب )پسودومول( يا مول موضعي )پارسيل( 
معمولًا به علت اختلال کروموزومي، مانند تريپلوئيدي، تريزومي و مانند آنها، 

به وجود مي آيد )12(. 

داغ )نشانه گذاري( ژنتیك
يکي از پديده هاي بسيار جالب و غيرمنتظره حالت داغ )نشانه گذاري( ژنتيکي 
است )13(. در اين فرايند، با اينکه هيچ گونه تغييري در ساختار DNA ژنوم 
پيش نمي آيد، بر حسب اينکه ژنوم از مادر به ارث رسيده باشد يا از پدر، آثار 
آن کاملا متفاوت است و ممکن است اين آثار در چندين نسل باقي بمانند. 

يکي از نمونه هاي اپي ژنتيک دو نشانگان پرادر-ويلي و آنجلمن هستند که 
1. Uniparental Disomy
2. Genomic Imprinting
3. Parthenogenesis

شکل 1: چنانچه ملاحظه مي شود، هرکدام از سلول زايگر )اووگوني يا اسپرماتوگوني( 
در  است.  پدري  کروموزوم  و 23  مادري  کرموزوم  که 23  دارند  کروموزوم   46
تقسيم ميوتيک اول، هرکدام از سلول هاي دختر 23 کروموزوم دارد که مخلوطي از 
کروموزوم هاي پدري و مادري است. در ميوز دوم به بعد، گامت هاي حاصل، هم اووم و 
هم اسپرماتوزوئيد، 23 کروموزوم ساختار مشابه دارند. پس از اين، کروموزوم هاي اووم ها 

مادري و کروموزوم هاي اسپرماتوزوئيد پدري منظور مي شوند.
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كاربرد سيتوژنتيك مولكولي در بيماري هاي ريزحذفي

از ديدگاه ديزومي تک والدي، داغ ژنتيک و ريزحذفي ها نمونه اي جالب قابل 
بحث و توجه هستند. 

 )PWS( 4نشانگان پرادر-ویلي
نشانگان پرادر-ويلي در پايگاه OMIM با شماره 176270 مشخص شده 
 ،(del(q11-q13)) و به علت حذف در بازوي بلند کروموزوم 15 پدري
بروز مي کند. علائم باليني عبارتند از: کمبود حرکات جنين و نوزاد )هيپوتوني(، 
اشکال در تغذيه )مکيدن شير(، تأخير يا کاهش در وزن گيري در کودکي، 
اشتهاي سيري ناپذير، کوتاهي قد ناشي از کمبود هورمون رشد، چاقي مفرط، 
عقب ماندگي خفيف ذهني، هيپوگناديسم هيپوگنادوتروپيک، دست و پاي 
کوچک، هيپوپلازي اسکروتوم و آلت مردانه در پسرها، و هيپوپلازي لب 
بزرگ فرج در دخترها. چهره اين افراد بارز است و چشم هاي بادامي، باريک 
شدن پيشاني در شقيقه ها، و باريکي پل بيني و لب بالا از علايم اصلي است.

)شکل2( حذف قطعه بحراني ابتدايي بازوي کوتاه کروموزوم 15 در %80 
موارد ديده مي شود. اولين مورد بيماري، در سال 1950، به وسيله پرادر و ويلي 
شرح داده شد )14(. البته به نظر مي رسد، جان لانگدون داون5 ، هفتاد سال 
پيشتر، اين بيماري را به نام پلي سارسيا6 شرح داده است )شکل 2(. بيماري 
به صورت صفت اتوزومي غالب انتقال مي يابد. اتيولوژي در 80–70% موارد 
نتيجه کمبود 15q11 پدري است که ممکن است ناشي از حذف قطعه 
بحراني ابتدايي بازوي بلند کروموزوم شماره 15 پدري يا ناشي از ديزومي هر 
دو کروموزوم 15 مادري )25-20% موارد( باشد و در 10-5% ديگر ناشي از 

مجموعه اپي ژنتيک است )15(.
در موارد مشکوک، انجام کاريوتايپينگ نواري، بررسي متيلاسيون، استفاده 
از روش هيبريديزاسيون فلوئورسنت در جا )FISH( و ميکروساتليت ها براي 

تأييد تشخيص باليني ضروري هستند. 

نشانگان آنجلمن7 )عروسك شاد(8 
نشانگان آنجلمن در پايگاه OMIM با شماره 105830 مشخص مي شود و 
(del15(q11-q13)) ناشي از حذف در بازوي بلند کروموزوم 15 مادري

راه هاي تشخيص دقيق،  بالا و  نسبتاً  به علت شيوع  نشانگان  اين  است. 
به عنوان يک نشانگان نورودژنراتيو مهم مورد توجه است. اين بيماري در 
سال 1965، به وسيله آنجلمن، در سه کودک غيرخوشاوند و دچار عقب ماندگي 
شديد ذهني، راه رفتن عروسکي، قيافه مخصوص و شاد و خنده هاي مکرر 
و نامربوط شرح داده شد )16(. چندي بعد، ويليام و فرياس9 علت بيماري را 
مشخص کردند )17(. شيوع نشانگان آنجلمن در دانمارک، يک در ده هزار 
و در سوئد، يک در دوازده هزار گزارش شده است. به نظر مي رسد، شيوع 
اين بيماري در ساير نقاط جهان به همين نسبت است و شيوع جغرافيايي 

خاص ندارد )18(. تأخير در رشد و تکامل در دوران شيرخوارگي، ميکروسفالي 
و تشنج بدون سابقه در دوران بارداري و مشکل زايماني خاص در سابقه 
بيماري است. اشکال در شير خوردن و  براي طرح  پزشکي، مجموعه اي 
تغذيه، هيپوتوني و عدم علائم غيرطبيعي در تصويربرداري از مغز يا مختصر 
تغييرات غيراختصاصي، مانند آتروفي خفيف قشر مغز، هم گزارش شده اند 
)18(. افزوده شدن نتيجه منفي  آزمايش هاي متابوليک، مجموعه اي کافي 
براي طرح نشانگان آنجلمن و درخواست آزمايش هاي اختصاصي فراهم 
 DNA مي آورد که شامل کاريوتايپينگ نواري، بررسي الگوي متيلاسيون
و FISH است )18(. در سن نوزادي خصوصيات ظاهري، چهره و فقدان 
علائم باليني خاص، و حتي طبيعي بودن FISH، ممکن است تشخيص 

نشانگان آنجلمن را به طور قطع منتفي نکند )18(.
در مواردي که بيماري ناشي از حذف ناحيه بحراني کروموزوم 15 باشد، 
علاوه بر علائم فوق، هيپوپيگمانتاسيون که به علت فقدان ژن P که در اين 
قطعه وجود دارد، ممکن است يافته مناسبي براي طرح نشانگان آنجلمن 
باشد )16 تا 18(. با رشد کودک، به تدريج علائم ديگري، مانند تأخير در 
زبان گشودن تا حداکثر 6 کلمه، حرکات لرزشي، آتاکسي و تشنج هاي مکرر، 
شروع مي شود. علائم بيماري را مي توان به سه دسته ثابت10 ، شايع11 و 
همراه12 تقسيم کرد. علائم ثابت در 100% موارد، علائم شايع در 80% موارد 

و علائم همراه در 20% تا 80% موارد ديده مي شوند )18( )شکل 3(. 
علائم ثابت عبارتند از: تأخير تکاملي شديد؛ اختلال تکلم، به گونه اي که 
ارتباط غيرزباني بهتر از ارتباط زباني است؛ اختلالات حرکتي يا تعادلي، شامل 
آتاکسي هنگام راه رفتن و حرکات لرزشي اندام؛ و رفتار و کردار خاص، شامل 
ظاهر بشاش و خنده هاي مکرر با حرکات دست زدن هاي پشت سر هم13 و 

شخصيت تحريک پذير و بدون قدرت تمرکز.
علائم شايع نيز مشتمل بر علائم زير هستند: ميکروسفالي که تا سن 2 
سالگي کاملًا مشخص مي شود؛ تشنج که معمولًا در سن زير 3 سالگي 
شروع مي شود؛ و الکتروانسفالوگرافي غيرطبيعي با مشخصات خاص اين 

نشانگان.
ساير نشانه هاي همراه هم عبارتند از: زبان بيرون آمده؛ پشت سر صاف؛ بيرون 
آوردن مکرر زبان؛ اشکال در تغذيه در شيرخوارگي؛ دندان هاي فاصله دار؛ 
آب ريزش از دهان؛ استرابيسم؛ هيپوپيگمانتاسيون پوست؛ افزايش بازتاب هاي 
تاندوني عميق )DTR( در اندام تحتاني؛ اختلالات خواب؛ مجذوب و خيره 

ماندن به »آب«؛ و حساسيت زياد به گرما.

4. Prader-Willi Syndrome 5. Jonhn Down
6. Polysarcia  7. Angelman Syndrome
8. Happy Puppet  9. William & Frias
10. Consistent  11. Frequent
12. Associated  13. Flapping Hands
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رفتار به ظاهر شاد،  خنده هاي مکرر و بي مورد، حرکات پرشي و عدم تعادل 
)آتاکسي( از خصوصيات اصلي بيماري و علت انتخاب نام عروسک شاد براي 
اين مجموعه است )18(. يافته هاي الکتروانسفالوگرافي در اين نشانگان بسيار 
ارزشمند، معمولًا شديد و خيلي بدتر از آن است که از ظاهر بيمار انتظار 
داريم. در سن سه سالگي به بالا تشخيص اين نشانگان آسان تر است، اما روند 
بيماري، به ويژه دست زدن هاي مکرر، ممکن است با نشانگان رت14 تشخيص 

افتراقي داشته باشد )16(. 
علت ايجاد نشانگان آنجلمن حذف ناحيه بحراني کروموزوم 15 است که 
در 70% موارد ناشي از ديزومي کروموزوم هاي مادري است. در مواردي که 
بيماري ناشي از کمبود ناحيه بحراني کروموزوم مادري باشد، علائم بيماري، 

شامل ميکروسفالي، تشنج و هيپوپيگمانتاسيون، شديدتر هستند.

روش کار
و  دقيق  تشيخص  براي   FISH آزمايش  توجه  قابل  کارايي  به  توجه  با 
پيشگيري موارد مشکوک، پس از فراهم آوردن امکانات فني لازم و تربيت 
روي  بر   FISH انجام  امکان  فروردين 1386،  از  آزموده،  انساني  نيروي 
نمونه هاي خون، بافت، مايع  آمنيوتيک، پرزهاي جفتي، نمونه بلوک هاي 
پارافيني و حتي سلول ها در مرحله انترفاز فراهم شد. روال کار بر اين است که 
پيش از دريافت نمونه، شرح حال کامل بيمار ثبت و آزمايش هاي انجام شده 
دقيقاً مرور مي شود. ضمن تشکيل پرونده کامل، اگر انجام FISH لازم 
باشد، نمونه لازم دريافت و آزمايش هاي ضروري با ردياب )پروب مخصوص( 

انجام مي  شوند. 
در بين 312 مورد درخواست FISH که براي سرطان ها و برخي بيماري هاي 
خاص صورت گرفته است، 68 مورد براي بررسي ريزحذف ها بوده است. از 
اين 68 مورد، 12 مورد براي بررسي نشانگان دي ژرژ ارجاع شده بودند که 
شامل 10 مورد خون محيطي و 2 مورد مايع آمنيوتيک بودند و که گزارش 
آن در شماره 4، سال هفتم، فصلنامه ژنتيک در هزاره سوم منتشر شد. در 
اين مقاله نتيجه 41 مورد نمونه مربوط به طرح نشانگان هاي پرادر-ويلي و 

آنجلمن گزارش مي شود.
نمونه هاي مناسب با روش هاي رايج در هاروست و مطابق با راهنماهاي 
موجود، آماده شدند. نشانگرهاي فلوئورسنت بر روي نمونه هاي آماده شده قرار 
گرفتند و طبق راهنماهاي استاندارد، هيبريديزاسيون انجام شد. پيش از اين 
مرحله لازم بود لام ها طي مراحل خاصي آماده شوند و زوايد سلولي اضافي 
اطراف هسته شسته شود. براي اين کار، ما از پپسين 0/1% استفاده کرديم. 
پس از شستن لام ها در محلول هاي مختلف، بنا بر راهنماهاي موجود، پروب 
متناسب به منطقه اي که قابل بررسي بود، اضافه شد. پس از انکوباسيون، 
به مدت 2 دقيقه و در دماي 75 درجه سانتي گراد، لام جهت هيبريد شدن، 

يک شب در دماي 37 درجه سانتي گراد گذاشته شد.
پس از عمل هيبريديزاسيون، لام ها طي چند مرحله در بافر سالين-سديم 
الکل  با کمک  با غلظت هاي مختلف شسته و سپس   15)SSC( سيترات 
آب گيري شدند. براي رنگ کردن هسته از DAPI 16 استفاده شد و سپس 

لام ها در اين مرحله با ميکروسکپ مطالعه شدند. 
 SNRPN/PML پروب  از  پرادر-ويلي  نشانگان  براي  آزمون،  اين  در 
براي  و   PoseidonTM، Kreatech Diagnostics شرکت 

نشانگان آنجلمن از پروب UBEA3/PML همان شرکت استفاده شد.
براي مطالعه ميکروسکوپي، از سه صافي )فيلتر( استفاده شد. صافي رودامين17 
ايزوتيوسيانات  فلوئورسئين  صافي  و  قرمز  فلوئورسانت  نشانگرهاي  براي 
)FITC(18 براي نشانگرهاي سبز به مار رفتند و DAPI 19 هم رنگ آبي 
هسته را مشخص مي کرد. عکس ها توسط سامانه نرم افزاري لايکا گرفته و 
ثبت شدند. معمول بر اين است که براي هر پروب دست کم 5 سلول کاملًا 

سالم و صاف، بدون هيچ گونه چين خوردگي، انتخاب و بررسي مي شود. 

یافته ها و بحث
در بين 68 مورد که جهت بررسي ريزحذفي ها معرفي شده  بودند، 41 مورد 
آن براي حذف ناحيه بحراني(q11-q13) 15 بود. از 19 مورد ارجاع شده 
براي نشانگان آنجلمن، 11 مورد طبيعي بود. در 7 مورد، حذف ناحيه بحراني 
کروموزوم 15 مشخص و تشخيص باليني نشانگان آنجلمن تأييد شد )شکل 
3( و يک مورد هم بدون جواب بود. در 15 مورد با تشخيص باليني نشانگان 
پرادر-ويلي، 12 مورد طبيعي بودند و در 3 مورد حذف ناحيه بحراني تأييد 
شد و با تشخيص باليني مطابقت داشت. )شکل 2( در بين 7 مورد که براي 
بررسي ناحيه بحراني بازوي بلند کروموزوم 15 ارسال شده بودند )دو مورد 
مايع آمنيوتيک و پنج مورد خون محيطي(، در دو مورد حذف ناحيه بحراني 
و در پنج مورد ديگر )از جمله نمونه هاي مايع آمنيوتيک(، موردي از حذف 
ناحيه بحرانی کروموزوم 15 يافت نشد )شکل 4(. خلاصه اين يافته ها در 

جدول شماره 1 ديده مي شود. 
آلودگي  به علت  نمونه  يک  تنها  نمونه،  مجموع 41  در  اينکه  به  توجه  با 
بي جواب مانده است، 12 مورد تأييد تشخيص نيز مي تواند گوياي ارزش 
عملي روش کار و 28 مورد رد تشخيص، با توجه به ناهمگون بودن نشانگان 
از نظر ژنتيکي و هم چنين از نظر فنوتيپ، اميدوار کننده است. اميد است در 

آينده تجربه بيشتر همکاران باليني بتواند اين  آمار را ارتقاء بخشد.

14. Rett       15. Saline-Sodium Citrate Buffer
16. 4′,6-Diamidino-2-phenylindole
17. Rhodamine     18. Fluorescein Isothiocyanate
19. 4′,6-Diamidino-2-phenylindole    
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كاربرد سيتوژنتيك مولكولي در بيماري هاي ريزحذفي

شکل a-c :2 : صورت گرد، چشم هاي کشيده و بادامي، دست هاي کوچک، و باريکي پيشاني، پل بيني و لب بالا؛ d-f: چاقي مفرط، قد کوتاه و هيپوگناديسم از 
علائم مشخص نشانگان پرادر-ويلي است.

شکل a-f :3: موهاي بور، چشم هاي روشن آبي، استرابيسم، دهان گشاد و بدون دندان، ميکروبراکي سفالي، چانه بزرگ و برآمده از علائم ثابت نشانگان آنجلمن است.

شکل a :4- نشانگر قرمز و سبز در هر چهار کروموزوم 15 دليل وجود ناحيه مخصوص پرادرويلي/آنجلمن است. آزمايش FISH تشخيص باليني را از نظر فقدان اين ناحيه 
تأييد نمي کند.  b- در هر دو حالت، هم در سلولهاي مرحله متافاز و هم در سلول مرحله اينترفاز در کروموزوم 15 فقط يک نشانگر قرمز ديده مي شود و نمايانگر کمبود ناحيه 

بحراني کروموزوم 15 و ابتلاي شخص مورد آزمايش است.
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FISH جدول 1: گزارش نتيجه 41 مورد
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