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 چكيده
و هدف و كام يكي از نواقص شايع مادرزادي: سابقه و اقتصادي است شكاف لب . دنبال داردهببسياري كه عوارض فردي، اجتماعي

. باشد ميTGFβ3 ترين آنها اند كه يكي از مطرح سازي اين بيماري درگير شناخته شده هاي متعددي در زمينه ژن

و روشها مح DNA، شاهدي حاضر-مورد در مطالعه:مواد و40يطي از خون فرد سالم50فرد مبتلا به شكاف لب با يا بدون شكاف كام

 DNAبا استفاده از روشTGFβ3ژن3شده در محل اگزون PCRنمونه Genotyping. از طبقه اجتماعي مشابه استخراج گرديد

Restriction Digestion ب شد HinfIو HaeIIIهاي آنزيمه وسيلهو . انجام

هم هضم شده نمونه PCRمحصول الكتروفورز:ها يافته و ساير موارد مشابه ها تنها يك واريانت نادر را در يكي از افراد مبتلا نشان داد

. بودند

ژن در اين مطالعه، پلي:گيري نتيجه و در نژاد ايراني ارتباطي بين پلي،در نتيجه. يافت نگرديدTGFβ3مورفيسمي براي مورفيسم اين ژن

و كام وجود ندارد ناهنجاري . شكاف لب

ژن:كليد واژگان و لب، رابطه، TGFβ3شكاف كام
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 مقدمه
و كام يكي از نواقص شايع مادرزادي كه با است شكاف لب

. نمايد درصد شيوع متفاوتي در جوامع مختلف بروز مي
تولد تخمين زده شده1163/1ميزان آن در ايران حدود

ب.)1(است و غيرسندرميكه اين نقص صورت سندرميك
از لحاظ شناسايي عوامل ايجاد كننده بسيار، بروز كرده
ژن. پيچيده است و محيطي متعددي در بوجودتعوامل يكي

و اين ناهنجاري. باشند آمدن آن تاثيرگذار مي عوارض فردي
و درازمدتي را در پي دارد با. اجتماعي متعدد مبتلايان

و هزينه بالا دوره طولاني از عمرشان را بايد،احتساب وقت
 فكي، گفتار- اي، دنداني تغذيه- هاي جراحي صرف درمان

و سايكولوژيك ناشي از اين- درماني، پزشكي دارويي
براي جستجوي بنابراين انگيزه كافي. ها نمايند ناهنجاري

مي عوامل زمينه . گردد ساز فراهم
كام در پستانداران از زوائد ماگزيلاري قوس اول برانشيال

بهها نام تاقچههب صورت عمودي در هر طرف زبان در كه

ميحال تكامل  ، ولي همراه با رشد شود هستند، تشكيل
ها به اندازه كافي رشد منديبل، زبان پايين آمده، تاقچه

هم، كنند تا به هم رسيده مي در. نمايندشروع به اتصال به
، دچار)Epithelial seam( تليوم طرفين حين اتصال، اپي

Migration Apoptosis وTransformation يك، شده به
تشكيل كام،بنابراين. گرددميمنجر دست شدن مزانشيمال 

رينت ساز زيادي كه شايع عوامل زمينه، پيچيده بودهاي پديده
و رشد ناكافي آنها دير شدن روند افقي شدن تاقچه ها

مي تاقچه مي ها شونتوان باشد، .)2(دند باعث بوجود آمدن آن
TGFβ3ز  Medialهاي يادي توسط سلولدر حد بسيار

Edge Epithelium (MEE) مي . گردد جوندگان بارز
در، عدم چسبندگي تاقچهTGFβ3هاي فاقد موش هاي كامي

. گرددميمنجر دهند كه به شكاف كام حد كافي را نشان مي
كه را در عمل تكامل نشان ميTGFβ3 تجربيات، اهميت دهند
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  MEEدر  Filopidiaهاحتمالاً از طريق القا بوجود آمد
.)3(باشد مي

در β–cateninتوزيع نامنظمZTGFβ3 هاي در موش
و محيطي يافت شده سيتوپلاسم در مقايسه با توزيع منظم

مي جنين موش در  MEE.)4(شود هاي سالم ديده

intercalation هاي در موشZTGFβ3با رخ نمي دهد، ولي
ميهبTGFβ3اضافه كردن  توان اين صورت اگزوژن

.)5(ها را از دچار شدن به اين نقص نجات داد موش
وجود رابطه)Case–Control  )16-6چندين مطالعه با روش

مي Cl/PوTGFβ3بين  و را رد با كنند يا رابطه مثبتي را
و محيط شكاف كام بدون اثر متقابل بين اين ژن )10( ها

. سازند مطرح مي
نيز رابطه مثبت  Linkage Disequilibration (LD)مطالعات

و يا ضعيفي را بين  مطرحTGFβ3و CL/Pحائز اهميت
.)5-14(سازند مي

و روشها  مواد
گيري با روش نمونهشاهدي حاضر-مطالعة مورد

شد) آسان(غيراحتمالي  فرد مبتلا به شكاف40تعداد. انجام
لب با يا بدون شكاف كام غيرسندرميك از مراجعين بخش 
ارتودنسي دانشكده دندانپزشكي شهيد بهشتي، بيماران 

و بيماران بيمارستان)س(بيمارستان حضرت فاطمه 
و فرد گروه كنترل از طبقه اجتماعي مشابه50طالقاني

. اب شدندانتخ
،mM5، ميكروليتر بافر ليز كننده 500مقدار : DNAاستخراج

mM Tris.10 ،mM Sucrose150 ،100-xTriton1%،
MgCl2 ازرا و بعد به نيم سي سي خون اضافه كرده

با5مدت به سوسپانسيون  دور دقيقه 5000دقيقه
دوباره،مايع فوقاني خالي شده،سپس. سانتريفيوژ شد

بارسوب حاصل  سي را سي بافر ليز كننده، نيم
. مانند مرحله قبل سانتريفيوژ گرديد،سوسپانسيون نموده

اين فرآيند چندين بار تكرار شد تا رسوب پايين لوله سفيد
آن 100مقدار سپس،. گردد ميكروليتر بافر ليز كننده به

دريك، به مدت اضافه كرده درجه قرار37دماي ساعت
شد10مدت، بعد به گرفته در اين مرحله.نددقيقه جوشانده

ته، ها دناتوره شده پروتئين نشين با سانتريفيوژ كردن
در، مايع فوقاني را به لوله جديد منتقل كرده.دشدن مي

و براي انجام واكنش . استفاده گرديد PCRيخچال قرار داده
:پرايمرهاي

TgfF5’-GGT ACT CAC TCC TTT CTC TG3’ 
TgfR5-CAC CTA CCT CTT CTC AAC Ag3’  

در شماره دست(TGFβ3ژن3كه براساس اگزون يابي
و سنتز شدند) AY 208161بانك ژن  را bp  165،طراحي

مي آمپلي . كردند فاي
 PCRواكنش
در50با حجم PCRواكنش ميكروليتر با مقادير زير
شد PCRهاي مخصوص لوله . تهيه

)حجم(مقدار نام ماده  نهاييغلظت
Taq DNA 
polymerase 0 .25 µL 1.25 unit

10 mMdNTP 0.5µl 0.1 mM
Primer (F & R ) 2 µL 20 pmol each
DNA 5µL 1 µg (20 ng/ µL)
10X PCR Buffer 5µl 1X
50mM MgCl2 1.5µl 1.5 mM
ddH2O 35.75 µL

مخلوط واكنش را مختصري سانتريفيوژ كرده تا مواد در
انجام PCRسپس با برنامه زير. پايين لوله جمع شوند

درجه قرار94ثانيه در دماي30واكنش به مدت.شد مي
ثانيه دماي30درجه به مدت52دماي آنيلينگ. گرفت

Extension 72و مدت آن نيز ثانيه در نظر گرفته30درجه
كه. مرتبه تكرار شدند30ها سيكل اين. شد لازم به ذكر است

در5واكنش مدت PCRهاي قبل از شروع سيكل 94دقيقه
كل (Predenaturation)درجه قرار گرفت موجود DNAتا

و بعد از اتمام آن در  دقيقه5مدت به نيز PCRدناتوره شود
تا (postextension)گرفتميدرجه قرار72دماي در

و رشته آنها Extensionكه DNAهاي واكنش فرصت يابد
3روي ژل آگارز PCRمحصول. ناقص است كامل شوند

و نوار  مربوطه با دستگاه DNAدرصد الكتروفورز شد
UVtransilluminator مشاهده گرديد .

روي محصول Hinf Iو Hea IIIهاي آنزيم: RFLPانجام
PCR و رو اثر داده شدند درصد3ي ژل آگارز واكنش

 PCRاز الگوي الكتروفورزي محصول. الكتروفورز شدند
ت شدآثيرأبعد از و تحليل. نزيم، عكس تهيه جهت تجزيه

شد chi-squareها، از آناليز داده .استفاده

ها يافته
باDNA 72رويبر PCRواكنش شد نمونه موفقيت انجام
آنها اثر PCRروي محصول Hinf Iو Hea IIIهايو آنزيم
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هاي هضم شده با آنزيم پس از الكتروفورز نمونه. داده شد
Hinf I مورفيسم نادر در نمونه يكي از مبتلايان تنها يك پلي

هيچ PCRروي محصول Hea IIIاز آناليز آنزيم. ديده شد
. واريانتي ديده نشد

بTGFβ3بدين ترتيب در اين مطالعه براي ژن يكه، عدد جز
و در نتيجه دراين پلي واريانت نادر، مورفيسمي مشاهده نشد

و كامTGFβ3بينارتباطها نمونه و بيماري شكاف لب
. وجود ندارد

 بحث
، تفاوت حائز اهميت بين فركانس Associationدر مطالعات

و كنترل مي بين LDتواند نشانگر آللي ماركر در گروه بيمار
و جايگاه احتمالي بوجود آورنده بيماري باشد از. ماركر

مي LDآنجا كه  Closeشود، تنها در يك فاصله كوچك يافت

Linkage و جايگاه بيماري در صورت پيدا شدن بين ماركر
Statistical association مي با اين وجود اثر. گردد مطرح

ار Population Stratificationمخدوش كننده  زيابي در
Genotype–phenotype association طور وسيع مطرحهب

 False–Positiveدليل اثر اين عامل،هب. شده است

association ب ديده Population structureدليله ممكن است
ناشي از اين عامل به ساختار جمعيتي Biasميزان. شود

اختصاصي جامعه مورد مطالعه، ميزان تفاوت فركانس آللي 
وم . داردبستگي شيوع بيماري اركر

كه جمعيت ايراني مخلوطي از نژادهاي مختلف مي باشد
و كام به ميزان نسبتاً بالايي  داراي درصد وقوع شكاف لب

و نمونه. است و ها گروه كنترل در اين مطالعه از طبقه پايين
 Population Structureمتوسط اجتماع انتخاب شدند كه اثر 

مي را هاي فرض رايج در آناليزهاي آماري روش.كند كم
شمارش آللي اين است كه هر دو ژن در هر ژنوتايپ 

وجود ارتباطي حداقل زماني كه هيچ(غيروابسته هستند 
 ). ندارد

در Hardy –Weinberg equilibriumخارج شدن از محدوده
صورتهب Associationباعث بالا رفتن شانس،جمعيت

false-positive ياfalse-negative از  Bialleleبا استفاده

markerبخصوص، ميزان. گردد ها ميFalse-positive ،
 High–riskهاي هموزيگوت براي آلل هنگامي كه ژنوتايپ

بيني شده توسط قانون احتمالي در كل جمعيت از ميزان پيش
Hardy–Weinberg مي شايع اين نقطهاز. رود تر باشد، بالا

از Genotype–disease associationنظر،  با استفاده

 Hardy–Weinberg equilibriumة ماركرهايي كه در محدود
يا Population-basedنيستند، بايستي توسط مطالعات

Family–based تاييد شود .
و كنترل سازي همساناز مولفان، رخيب نژادي گروه بيمار

در  Genotyped unlinked marker lociيا استفاده از روش
و گروه كنترل را به عنوان راهي براي كنترل اثر  بيماران

Population Stratification مطالعاتدر Association 
هاي مطالعاتي توان از روشمي،همچنين. اند پيشنهاد كرده

Family-Based association نظيرPatient–Parent عنوانهب
از  False–positive associationراهي براي اجتناب از ناشي

Population Stratification استفاده كرد .
TGFβ3و كام در يك كانديد بسيار قوي براي شكاف لب

) Mouse Model )18،17ها براساس انسان است كه اين يافته
مطالعات.باشدمي)Linkage Disequilibrium )20،19و

. مختلف متفاوت است هاي مربوط به اين ژن در جمعيت
وTGFβ3در جمعيت نروژ، شواهد كمي از همراهي ژن

. شود بيماري شكاف لب با يا بدون شكاف كام ديده مي
به Associationترين قوي با دو كپيFold risk  7/1مربوط
TGFβ3CAاز  Variant ژن.)6(بود در اينTGFβ3براي

شد (bp 254,248)هاي جمعيت آلل ر جمعيت فنلاندد. پيدا
Association ژن وTGFβ3قوي بين و بيماري شكاف لب
).6(كام ديده نشد

 در جمعيت فيليپين با وجود پيدا شدن يك آلل جديد علاوه بر
اي هاي اروپاي شمالي، رابطه دو آلل قبلي موجود در جمعيت

و كام ديده نشدTGFβ3بين ژن در اين).13(و شكاف لب
ژن3جمعيت  TGFβ3آلل براي CA شد )پيدا bp 180-168-

166(.
آلل براي2در كشور ژاپن، تعداد)Tanabe )2000مطالعه

TGFβ3ژن  CA آناليز).10(در كشور ژاپن را نشان داد 
Chi–square ژنTGFβ3و مبتلا هيچ بين گروه كنترل
م ).9(اي را نشان نداد لاحظهتفاوت قابل

TGFβ3در جمعيت دانمارك براي X5.1 و براي دو آلل
TGFβ3اي بين انواعو رابطه)11(سه آلل پيدا شدTGFβ3و

و كام ديده نشد افرادي كه ژنوتايپ آنها حداقل. شكاف لب
TGFβ3از2داراي يك كپي از آلل  CA اي نيز رابطه،بود

ني صورتي نشان دادند، اين هاي دهاو شكافTGFβ3بين
و اين مطالعه اولين مطالعه اي است كه بين شكاف كام تنها

).14(دهد رابطه نشان ميTGFβ3ماركر خاص از 
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تعداد نيز) 1999(و همكاران Romittiقابل توجه است كه
TGFβ3و دو آلل براي TGFβ3-CAسه آلل براي  X5.1 و

TGFβ3 5UTR.1 بين ايشان، همچنين،.)8(پيدا كردند
TGFβ3 CA هاي دهاني صورتي نيز رابطهو شكاف

در. مشاهده نمودند ولي در نتايج آنها، وارياسيون ژنتيكي
همراه اين ماركر با ريسك شكاف لب با يا بدون شكاف كام 

افزايش پيدا3باشد ولي ريسك در حضور آلل شماره مي
. كند مي

TGFβ3 آلل براي3تعداد در جمعيتي ديگر CA آلل2و
TGFβ3براي  5’UTR.1 وTGFβ3 X5.1 شد ،همچنين. پيدا

LD و و كام پيدا شد كهTGFβ3قابل توجهي بين شكاف لب
. كند احتمال دخالت اين ژن را پاتوژنز شكاف كام مطرح مي

CA. TGFβ3در اين مطالعه انواع 5’UTR.1, X5.1 در
ان  Case–controlبررسي واع شكاف نشان هيچ ارتباطي را با
TDT،TGFβ3ولي در بررسي. ندادند 5’UTR.1 وTGFβ3

X5.1 با شكاف لب با يا بدون شكاف كام ارتباط نشان
.)15(دادند

ها در بيماران شكاف كام در بررسي موتاسيون،همچنين
و در و كام، هيچ تنها يك شجره از بيماران شكاف لب

ژ Codingموتاسيون شايعي در نواحي  .ن مشاهده نشداين
ژن،ژبا اين وجود پيداTGFβ3چندين وارياسيون نادر از
ا .)2(ت فعاليت نرمال آنها را تغيير دهدسشد كه ممكن

)21(در آمريكا Marylandدر مطالعه انجام شده در جمعيت
و Linkage، شواهدي ازTGFβ3بر روي ژن
Disequilibrium شد . با استفاده از چندين تست آماري ديده
بين انواعTGFβ3در نقش Heterogeneityشواهد كمي از

ميمختلف  از.شود شكافهاي دهاني ديده  Eastدر جمعيتي

Coast و هم شكاف ، هم شكاف لب با يا بدون شكاف كام
همراه بودند،TGFβ3كام تنها با ماركري بسيار نزديك به

.)21(نبود associateولي شكاف لب تنها، 
، موارد شكاف LRTدر جمعيت آمريكاي جنوبي تحت تست

با Transmission Distortionكام به تنهايي، حائز اهميتي،
TGFβ3از bp254آلل  5’UTR.1 12(نشان داد.(

مورفيسم آللي در مطالعه حاضر در جمعيت ايران هيچ پلي
مي، به در نتيجه. يافت نگرديدTGFβ3براي ژن  رسد نظر

و كام در جمعيت  و بيماري شكاف لب ارتباطي بين اين ژن
. ايراني وجود ندارد

 سپاسگزاري
اين مطالعه، طرح پژوهشي مصوب دانشگاه علوم پزشكي

باشد كه قسمتي از آن برگرفته از رساله شهيد بهشتي مي
بخش ارتودنسي خانم دكتر الهه محجوب، دستيار تخصصي 

و بدينوسيله مراتب تقدير خود را از حمايت. است هاي مادي
و معاونت پژوهشي ابراز  معنوي دانشكده دندانپزشكي
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