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  چکیده
با دیس  لاًیک بیماري آتوزومال مغلوب است که معمو (FA) فردریش آتاکسیا :زمینه و هدف

نداشتن رفلکس ، عملکرد بد مثانه، اسکولیوز، هاي تحتانی اسپاسم در اندام ،ضعف عضله، آرتریا
 FRDA افراداً دوسوم تقریب .همراه استاز دست دادن تعادل و لرزش  هاي تحتانی و در اندام

)Friedreich's Ataxia ( افراد  .هستند دیابت شیرینمبتلا به % 30کاردیومیوپاتی دارند و بیشتر از
که  یترین نوع موتاسیون رایج .باشند می FXNشناسایی در ژن  هاي قابل موتاسیون ،FRDAداراي 

در اینترون  GAAتایی  سهگسترش تکرار  ،شود مشاهده می FRDAافراد داراي % 98در بیش از 
 GAAاند که داراي گسترش  هتروزیگوت مرکب FRDAافراد مبتلا به % 2اً تقریب .است FXN ژن

این ، هستند در آلل دیگر FXNکننده ژن  زا در یک آلل و موتاسیون غیرفعال در محدوده بیماري
 که، فردریش آتاکسیا در بیماران داراي علائم FRDA در ژن 1بررسی اگزون با هدف مطالعه 

  .بودند، انجام شد FXN ژن 1 در اینترون GAAتایی  سهگسترش تکرار  فاقد
 PCR بیمار مشکوك به فردریش آتاکسیا توسط 50 در 1 اگزوندر این پژوهش  :روش بررسی

   .شدیابی بررسی  و توالی
تمام بیماران به شماره  در G به  Aنوکلئوتید تغییر، 1 بررسی اگزوندر این مطالعه با  :ها یافته

  .شد مشاهده 815284 نوکلئوتید
  هاي هاي فامیلی ممکن است جهش ازدواجدلیل   به نتایج این مطالعه نشان داد :گیري نتیجه

هاي این ژن  بنابراین، بررسی تعیین توالی تمامی اگزون .شود FA بیماري هموزیگوت باعث
  .رسد نظر می ضروري به

 .ها ژن ها؛ اگزونسندرم آتاکسی فردریش؛   :ها کلید واژه

  مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
  91ششم ـ شماره چهارم ـ زمستان دوره 

  7الی 1صفحه 
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  مقدمه 
FRDA علت کاهش که به ،)1( ترین نوع آتاکسی ارثی است شایع 

اثر گسترش تکرارهاي  پروتئین میتوکندریایی فراتاکسین در میزان
به گذشته  در. )2،3(شود  ایجاد می FXN ژننوکلئوتیدي در  سه

روش مولکولی   به بیماري و تشخیص هاانجام آزمایش دلیل آنکه
 50000در  1حدود   FRDAنبود، تعداد مبتلایان بهپذیر  امکان

در هر  1نفر و تعداد افرادي که ناقل این بیماري بودند ) 1:50000(
پایه  بر که اخیراًولی مطالعاتی  .)4(بوده است ) 1:115(نفر  110

تشخیص مولکولی بنا شده، شیوع بیشتري از این بیماري را نشان 
، تعداد ناقلین این بیماري در Koeppenطبق تحقیقات . دهد می

دلیل   به نیز در برخی از جوامع ، و)5(باشد  می 1:50جوامع اروپایی 
در بیشتر این بیماري . ي داشته استبیشتر شیوعهاي فامیلی  ازدواج
در آن شیوع  و ،و خاورمیانه وجود دارد فریقاي شمالیآاروپا، 

در میان   FRDA)6(گزارش شده است بسیار کم  آسیا و آفریقا
اي  هاي دژنراتیو ایدیوپاتیک که موجب آتاکسی مخچه بیماري

تظاهرات بالینی و داراي همچنین  ،شیوع بیشتري دارد ،شوند می
هاي  برخلاف آتاکسی است که يفرد  پاتولوژیک منحصر به

 آغاز در کودکی ،مال غالب دیررسواي اتوز نخاعی مخچه
   .شود می

 داشته ودر پاتوژنز بیماري دخالت  اًمستقیم) FXN(جهش در ژن 
در که  است kb40به طول  )a5 ،b5، 4، 3، 2، 1(اگزون  7حاوي 
، FRDAاز بیماران % 2حدود . )7( قرار دارد q9، 12-13ناحیه 

هاي این ژن و گسترش  در یکی از آللاي  نقطهداراي جهش 
عدم . هستنددر آلل دیگر این ژن  GAAیافته  گسترشتکرارهاي 

اي  هاي نقطه وجود افرادي با ژنوتیپ هموزیگوت براي جهش
دلیل   بهلذا . )8،9( ها باشد بودن وقوع این جهش  تواند دلیل کم می

هاي فامیلی در ایران و مشاهده افرادي با علائم این  افزایش ازدواج
؛ این مطالعه گانه در این افراد افزایش تکرارهاي سهعدم  وبیماري 
در بیماران با علائم بالینی  FRDAبررسی اگزون ا در ژن  با هدف

  .انجام شد فردریش آتاکسیا
 روش بررسی 

فرد مشکوك به بیماري فردریش  50از خون در این مطالعه 
به مرکز پزشکی خاص مراجعه کرده  1386آتاکسیا که از سال 

ضعف : شامل( FAو از لحاظ فنوتیپی خصوصیات بیماري  بودند

 با زن 29مرد و  31در  اختلال در تکلم ،عدم تعادل ،عضلانی
از آنان،  نامه اخذ رضایت باداشتند ) سال 10-35 محدوده سنی

 DNA) کیت شرکت ژن فناوران پویا(توسط روش نمک اشباع 
شده و  استخراج DNAجهت اطمینان از کیفیت  .شداستخراج 

اسپکتروفتومتر  و دستگاه% 1از ژل آگاروز آن؛  مشاهده قطعات
منظور تشخیص مولکولی این بیماري با  به سپس .استفاده شد

  استفاده از پرایمرهاي 
GAA-R3 GATCAAGACCATCATGGCCACACTGCC 

GGGATGGTGCCAGTCTTAAAAGTTAG GAA-F3  
. گذاشته شد PCR، 1 شماره و براساس برنامه حرارتی طبق جدول

 و x10،μl 5/0MgCl2 ، mM50بافر  μl5/2 براي انجام واکنش از
μl5/0 dNTP ،μl5/0  پرایمرF،μl 5/0پرایمر R، μl2 DNA،μl 1 

Taq Polymerase   وμl5/17  شدآب مقطر استفاده.   
هاي کنترل  از نمونه، PCRمنظور کنترل و صحت انجام هر تست  به

افرادي DNA کنترل مثبت از  براي( .شدمنفی و مثبت استفاده 
و سابقه بیماري  هاستفاده گردید که فاقد علائم بیماري بود

  ).فردریش در خانواده نداشتند
قرار  %5/1بر روي ژل آگارز  PCR از محصول μl5در مرحله بعد 

 .شددقیقه انجام  30به مدت  v110داده شد و الکتروفورز با ولتاژ 
باند سالم نرمال مشاهده نشده سپس براي بررسی افرادي که از 

  با استفاده از پرایمرهاي بود،
Bam-3 GGAGGGATCCGTCTGGGCAAAGG 
2500-F 3-R CAATCCAGGACAGTCAGGGGCTTT  

. گذاشته شد Long PCR، )2شماره  جدول(طبق برنامه حرارتی  و
که برآورد شد  μl25حجم نهایی واکنش  Long PCRبراي انجام 

، mM5/0 dNTP، mM6/1 MgCl2، ژنومیک ng25 DNA :شامل
pM8 واحد آنزیم 4/1 از هر آغازگر و Expand High Fidelity 
  .بود

 ژن 1هموزیگوت براي اگزون  FRDAسپس براي یافتن افراد 

FXN   با استفاده از پرایمرهاي  
R: ccgcggctgttcccgg F: agcacccagcgctggagg    

  

از . گذاشته شد PCR ،)3 شماره جدول( و طبق برنامه حرارتی
 μl 5/0،پلیمراز μl 5/0Mgcl2 ،μl 3/0 Tag،بافر μl 5موادي شامل

dNTP  وμl 2 DNA این چون ( .براي این واکنش استفاده شد
حجم واکنش  %10 ؛اگزون غنی از باز سیتوزین و گوانین است

  ) اضافه شد  5ML(DMSO(نهایی 
  معمولی براي تشخیص بیماران PCRبرنامه حرارتی : 1شماره  جدول

٢ 
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  :اي به شرح زیر سیکل برنامه 20

  
در دستگاه Long PCRبرنامه حرارتی : 2شماره  جدول    MWG در دستگاه Long PCRبرنامه حرارتی : 2شماره  جدول

درجه حرارت   مدت زمان
  PCR مراحل  )گراد سانتی(

 مرحله دناتوراسیون اولیه  94  دقیقه 5

  مرحله دناتوراسیون  94  ثانیه 20
  طویل شدن و اتصال  68  دقیقه 5/2

  مرحله دناتوراسیون  94  ثانیه 20
   ثانیه در 15+ دقیقه 5/2

  هر سیکل
  طویل شدن و اتصال  68

  
 FXN ژن 1 اگزون PCRبرنامه حرارتی مربوط به  :3شماره  جدول

 تعداد
  سیکل

مدت 
  زمان

درجه حرارت 
 )گراد سانتی(

 PCR مراحل

 مرحله دناتوراسیون اولیه  94  دقیقه 5  1

  مرحله دناتوراسیون  94  ثانیه 50  30
  مرحله اتصال  68  ثانیه 50
  مرحله طویل شدن  72  ثانیه 35

 نهاییمرحله طویل شدن  72  دقیقه 1  1

  
  ها  یافته

 روش توسط FRDAبیماران مشکوك به  DNAدر این مطالعه 
PCR  35باند نرمال گرفته نشد و براي  ،فرد 15براي . شدبررسی 

افرادي که باند براي . گرفته شد) bp 500حدود( باند نرمال  ،فرد
و یا  بودندنرمال داشتند یا از لحاظ بیماري فردریش آتاکسیا سالم 

ي دارد، که نیاز به بررسی بیشتر FRDAموارد نادر بیماري  از
از و تمایز براي اطمینان ؛ )1 شماره شکل(شدند  محسوب می

گذاشته شد که   Long PCR،افرادي که باند نرمال نداشتند
 و نشان داد بودمشاهده  قابل یافته براي این افراد باندهاي گسترش

موارد فردریش % 98که  بوده هموزیگوت FRDA این افراد

سپس براي بررسی ). 2 شماره شکل( شود آتاکسیا را شامل می
بیشتر افرادي که باند نرمال داشتند برطبق نظر پزشک معالج 

و  ،شدفرد انتخاب  5، نفر 35از میان ) علائم فنوتیپی اساسبر(
بررسی مورد  PCRروش در این افراد توسط  FXNژن  1اگزون 

 آدنین به گوانین در نوکلئوتید تغییر .)3 ارهشم شکل( قرار گرفت
 تمام بیماران به شماره نوکلئوتید در FRDA اینترون اول ژن

   .)4 شماره شکل( شدمشاهده  815284

  

 
افراد  3و  2 کنترل منفی،-C  :سالم تشخیص افراد بیمار از :1 شماره شکل

  مولکولیمارکر : Mکنترل مثبت، : +Cفرد بیمار، : 4 سالم،
 50bp) (Fermentas  

  
 
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

بیمار  3 و 1Kb) .(Fermentas 1، 2مارکر مولکولی  M: 2 شماره شکل
  فردریش آتاکسیاي هموزیگوت

  
  

 تعداد
  سیکل

مدت 
  زمان

درجه حرارت 
  PCRمراحل   )گراد سانتی(

  مرحله دناتوراسیون اولیه 95  دقیقه 5  1

 مرحله دناتوراسیون 94 ثانیه 45  30

  مرحله اتصال  68 ثانیه 30
  مرحله طویل شدن 72  دقیقه2

  مرحله طویل شدن نهایی  72  دقیقه10  1
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  بحث

بسیاري از  باعث ایجاد نوکلئوتیدي گسترش تکرارهاي سه
شکننده،   Xهاي نورودژنراتیو مانند هانتینگتون، سندرم بیماري

. )10،11( شود اسپینوسربلار آتاکسیا و فردریش آتاکسیا می
پیشرفت  تدریجی و کند صورت بهفردریش آتاکسیا بیماري 

سال از مشاهده اولین علائم، بیمار  15که پس از  طوري هبکند،  می
و بیمار در سن شود  روز به روز بدتر میویلچرنشین شده و علائم 

 .رود از بین می Hardingسال طبق تحقیقات  7/37±4/14 متوسط
اثر  در )7( دلیل ایجاد کاردیومیوپاتی  نیز بهو میر اکثر موارد مرگ 

  ). 12(بوده است نارسایی قلبی 
                                                                                                                                                

چنین  ، ودر میان سفیدپوستان دیده شده FRDAبیشتر جمعیت 
همگی داراي  FRDAناقلین  اکثر بیماران وکه شود  پنداشته می

 1500حدود  و هستندیک نسل مشترك از یک جمعیت اروپایی 
  ). 13( اند زیسته سال پیش می

 جهت است که در اهمیت بررسی مولکولی این بیماري نیز از آن
خصوصیات مشترك فنوتیپی  ،هاي نورولوژیکی میان اکثر بیماري

 تشخیص بیماري را تنها بر، و این مسئله شود زیادي مشاهده می
از خصوصیات  .کند خصوصیات کلینیکی دچار مشکل میپایه 

 مشاهده علائمی مانند ،هاي نورولوژیکی بیماريدر مشترك 
شل عمل ، سستی، عدم تعادل در حرکت دستها و پاها ضعف و

که این موضوع را نیز  استعضلات و در نهایت مرگ  کردن
 ؛عملکرد میتوکندري در این افراد ارتباط داد نقص در  توان به می

میتوکندري مسئول تولید بیش از  مشخص استطورکه  زیرا همان
از طرفی،  .استادامه حیات  انرژي مورد نیاز بدن براي رشد و% 90
و علائم  یفنوتیپ صفات دلیل اینکه این بیماري از لحاظ برخی  به

هاي  ویژه آتاکسی به هاي عصبی عضلانی و بالینی با سایر بیماري
باند نرمال گرفته شود  PCRاگر از محصول لذا  ،مشابه است دیگر

هاي  هاي تشخیصی سایر بیماري تست، براساس علائم فنوتیپی بیمار
گذارند و این درحالی است که شاید فرد  براي فرد مینیز مشابه را 

یعنی ؛ )موارد% 2( را داشته باشد FRDAمذکور حالت غیرمعمول 
طول باند افزایش  GAAعلت گسترش تکرارهاي  یک آلل به در

باند نرمال هم داراي  و نشودعادي باندي مشاهده  PCR یافته و در
منظور در این  بدین .)bp500 باند حدود(باشد  اي جهش نقطه

مطالعه  که در FRDAچند بیمار مشکوك به  1  اگزون ،طرح
توسط  ه نشده بود؛مشاهد یموتاسیون آنهاهاي  پیشین سایر اگزون

 CCG به CCA کدون تغییر ،1اگزون  در .شدیابی بررسی  ترادف
ها مربوط به  چون هر دوي کدون شود؛ باعث تغییر اسیدآمینه نمی

هاي فامیلی در جامعه  توجه به ازدواج اما با است،اسیدآمینه پرولین 
هموزیگوت در ایران در هر دو آلل  FRDA رسد بیماران نظر می به

حال گزارش نشده   به  اي دارند که تا موتاسیون نقطه، FXNژن 
نیز  FAیابی براي سایر بیماران  شود ترادف لذا پیشنهاد می ،است

  .انجام شود
  صورت گرفته نیز طرح مطالعاتی در سایر کشورها این  در راستاي

   :استبدین شرح  که
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 یافت شده است FRDAاي مرتبط با  جهش نقطه 17 کنونتا
، اي هاي نقطه جهش باهیچ بیمار هموزیگوتی ، همچنین )15،14(

تغییر  1997و همکاران در سال  Cossee .)16(مشاهده نشده است 
 ،(M1I)گزارش کردند  1نوکلئوتید گوانین به تیمین را در اگزون 

و  Gellera. )17(شود   که سبب نقص در شروع ترجمه می
حذف نوکلئوتید گوانین را در اگزون  1997در سال نیز همکاران 

ین فراتاکسین ئکه این تغییر در پایان ترجمه پروت، کردندمشاهده  1
و  Gelleraدر همان سال  و، (100delG) کند نقص ایجاد می

مشاهده  1ا در اگزون حذف نوکلئوتید سیتوزین رنیز همکاران 
ین ئترجمه پروتزودرس هم در پایان  که این تغییر کردند

  . )18((104delC)  نقش داردفراتاکسین 
تغییر نشان دادند  1997همکاران در سال و  Pookهمچنین 

که در  دهد رخ می 1دنین به گوانین در اینترون آنوکلئوتید 
 19( .Forrest( (Splice Donor) کند اسپلایسینگ نقص ایجاد می

تغییر نوکلئوتید تیمین به گوانین را در  1998و همکاران در سال 
 اسپلایسینگپدیده  در موجب نقص مشاهده نمودند که 4اینترون 

در سال نیز و همکاران  20( .Cossee( (Splice Donor) شود می
گزارش  1تغییر نوکلئوتید آدنین به سیتوزین را در اگزون  1999
تغییر نوکلئوتید تیمین به هم همان سال  و در، (M1L) کردند

که هر ، t(M1T) شدمشاهده توسط آنها  1سیتوزین در اگزون 
 ،شود باعث نقص در شروع ترجمه می ها دوي این موتاسیون

 1همچنین در همان سال حذف نوکلئوتید سیتوزین در اگزون 
فراتاکسین ین ئدر پایان ترجمه پروتنیز که این تغییر  شد گزارش

و همکاران در سال  158delC( )21( .Potter( کند نقص ایجاد می
مشاهده  1تغییر نوکلئوتید گوانین به آدنین را در اگزون  2000
ین فراتاکسین ئترجمه پروتزودرس که این تغییر در پایان  کردند

و همکاران در سال  De Castroهمچنین. )22( (M1I)نقش دارد 
 گزارش نمودند 1سیتوزین را در اگزون  حذف نوکلئوتید ،2000

ین فراتاکسین نقص ایجاد ئدر پایان ترجمه پروتنیز که این تغییر 
ال ــاران در سـو همک 23(. McCormack( (118delC) کند  می

   1به سیتوزین را در اینترون  نـوانیـگد ـیـلئوتـوکـر نــیـتغی 2000
  
  

      شود میاسپلایسینگ  در نقص سببکه  کردندمشاهده  
(Splice donor) )24( .Pook تغییر 2000 و همکاران در سال 

GTCA>TTG  در  نیز گزارش کردند که این تغییر 2را در اگزون
کند  ین فراتاکسین نقص ایجاد میئپایان ترجمه پروت

(202GTCA→TTG) )25(.  
 De Castro  اضافه شدن  نشان دادند 2000و همکاران در سال

این تغییر در پایان  که دهد رخ می 3نوکلئوتید تیمین در اگزون 
و عدم تولید این پروتئین نقش دارد ین ین فراتاکسئترجمه پروت
(297insT) )23( . همچنینDominick 2002 و همکاران در سال ،

 ،یافتنددست G130V  هتروزیگوت مرکب با موتاسیون يبیماربه 
  اي در بیمار شده که این موتاسیون سبب نقص عصبی و ماهیچه

حذف اگزون  ،2004در سال نیز و همکاران  Zühlke. )26(بود 
a5 نمودند را گزارش (g.120032_1222808del) )27( . Porter 

در یکی از  را Gly130Val موتاسیون، 2007 و همکاران در سال
کردند  مشاهده ،که سبب کاهش شدید بینایی شده بودبیماران 

)28( .Cossée  بیان کردند  2010در سال نیز و همکاران
 باعث علائم غیرمعمول در ،(D122Y and G130V)جهش

  . )21( دشو می FRDA بیماران
دهنده عامل ایجاد بیماري  شده نشان گزارشهاي ذکر تمامی

هاي  توجه به اینکه اکثر موتاسیون با باشد و فردریش آتاکسیا می
گردد در  لذا پیشنهاد می است، واقع شده 1اگزون  شده در گزارش

تکرارهاي  FXNبیماران واجد علائم فردریش آتاکسیا که در ژن 
GAA  منظور یافتن  در این ژن به 1نرمال دارند ابتدا اگزون

   .شوداي بررسی  موتاسیون نقطه
عنوان اولین  در ژن فراتاکسین، به 1مطالعه حاضر نشان داد اگزون 

جهش در بیماران آتاکسی نقطه جهت جستجو براي پیدا نمودن 
همچنین طبق نتایج این . تواند مورد نظر قرار گیرد فردریش می

  هاي هاي فامیلی ممکن است جهش دلیل ازدواج  به مطالعه،
بنابراین،  .فردریش آتاکسی شود بیماري هموزیگوت باعث

نظر  هاي این ژن ضروري به ن بررسی تعیین توالی تمامی اگزو
  .رسد می
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Abstract 
 
Background and Objectives: Friedreich’s ataxia (FRDA) is an 
autosomal recessive disorder that is typically associated with 
dysarthria, muscle weakness, spasticity in the lower limbs, scoliosis, 
bladder dysfunction, absent lower limb reflexes, and loss of position 
and vibration sense. Approximately two-thirds of these patients suffer 
from cardiomyopathy and more than 30% have diabetes mellitus. 
Individuals with FRDA have identifiable mutations in the FXN gene. 
The most common type of mutation which is observed on both alleles 
in more than 98% of patients is an expansion of a GAA triplet-repeat 
in intron of FXN gene. Approximately 2% of individuals with FRDA 
are compound heterozygotes, who have a GAA expansion in the 
disease-causing range in one FXN allele and an inactivating FXN 
mutation in another allele. Aim of the present study was to 
investigate exon 1 in FRDA gene in patients with clinical symptoms 
of Friedreich’s Ataxia that have not GAA triplet-repeat expansion in 
intron 1 of FXN gene. 
 
Methods: In this study, exon 1 in 5 patients suspected of FRDA 
analyzed using PCR and sequencing.  
 
Results: An A to G transition at nucleotide number 815284, in exon 1 
was observed in all patients.  
 
Conclusion: The results of this study showed that disease-causing 
homozygous mutations could be because of consanguinity marriage 
in Iran. Therefore, sequencing  of all exons of the gene is necessary. 
 
Keywords: Friedreich Ataxia; Exons; Genes. 
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