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  :مقدمه
ترين اختلالات كانالي حملات صرعي از شايع

 تشنج ها نتيجه تخليه الكتريكي غير طبيعي سلول هاي. هستند
جهش در . ي در نواحي مختلف مغز مي باشندــــعصب
هاي يوني  هاي كد كننده برخي از انواع كانال ژن

. خالت داشته باشدرع دــــروز صــــممكن است در ب
   )Febrile seizures:FS ( هاي همراه با تب تشنج
مطالعات . ترين اختلالات تشنجي كودكان هستند شايع

 5 تا 2 در كشورهاي توسعه يافته نشان داده است كه 
 يك بارداقل ــ سالگي ح6كان تا قبل از سن درصد كود

  
FSهايدرمدو مورد شناخته شده از سن. )1(  را تجربه مي كنند  

 تب با همراه منتشر صرعصرعي مرتبط با تشنج تب دار، 
(Generalized Epilepsy with Febrile Seizures plus=GEFS+) و 

 )Dravetسندرم دراوت ( صرع ميوكلونيك شديد نوزادان
)Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy=SMEI (

 مشخص حدي تا +GEFS اساس ژنتيكي ).2( دارند نام
. نيست مشخص حاضر حال در آن شيوع ولي است شده

 ولتاژ به وابسته هاي كانال كننده كد هاي ژن در جهش
هاي تحقيقاتي   توسط گروه +GEFSبه مبتلا بيماران در

  :چكيده
جهش  .سيستم عصبي مي باشد از كانال سديمي در 1-كد كننده زير واحد آلفا SCN1A ژن :هدف و زمينه

. برشمرده مي شود (+GEFS) تب با همراه منتشر صرع و  صرع ميوكلونيك شديد نوزاداندر اين ژن علت اصلي
و نيز صرع  تب با همراه منتشر صرعبيماران مبتلا به   درSCN1Aهاي ژن  اين تحقيق، غربالگري جهشهدف 

  . منتشر ايديوپاتيك است
  بيمار و خانواده آنها،30مشاوره ژنتيك با   پس ازآزمايشگاهي-عه توصيفيدر اين مطال :روش بررسي

 در PCRواكنش .  با روش حذف نمكي استخراج گرديدDNAنمونه هاي خون محيطي از بيماران جمع آوري و 
 به كمك پرايمرهاي اختصاصي، تكثير و در Scn1a از ژن 26 تا 16هاي  شرايط استاندارد بهينه سازي و اگزون

و در پي آن تعيين توالي قرار ) SSCP(رايط دناتوره مورد بررسي پلي مورفيسم فضايي قطعات تك زنجيره ش
  .گرفتند

نتايج به دست آمده در يكي از بيماران مبتلا به  صرع منتشر ايديوپاتيك بر وجود جهش بدمعني  :يافته ها
4289c>gبه 1430سيد آمينه آلانين موقعيت اين تغيير باعث تبديل ا.  به شكل هتروزيگوت دلالت داشت 
  .مي شود) A1430G(گلايسين 

چند بروز آن به  تاثير مستقيم اين جهش در بيماري فرد مبتلا به بررسي هاي بيشتر نياز دارد، هر :نتيجه گيري
  .صورت هتروزيگوت با ماهيت غالب بروز بيماري صرع همخواني دارد

  
  . كانال سديمي1، زير واحد آلفا نتيكيصرع، كانال سديم، جهش ژ :واژه هاي كليدي
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اين اختلال اولين بار ). 3-7(مختلفي گزارش شده است 
 سندرم يك عنوان بهBerkovic  و  Schefferتوسط
 شناسايي ناقص نفوذ و غالب آتوزومال وراثت با صرعي

 ها عموماً  در اين سندرم تشنج).8 (گرديد معرفي و
فنوتيپ هاي صرعي . منتشر و به ندرت كانوني مي باشند

 نيز SMEIميوكلونيك يا -شديدتر مثل صرع آتونيك
 هايبررسي). 2( اند شده توصيف +GEFS علاوه بر
 ژنتيكي نظر از +GEFS كه است داده نشان ژنتيكي

 در جهش اثر در تواندمي كه است هتروژن اختلالي
 مختلف يوني هاي كانال واحد زير پنج از يكي حداقل
 كه SCN1A: از عبارتند ها ژن اين). 2 (نمايد بروز

 SCN2A ژن و) 3،6،9 (است شده تاييد گروه سه توسط
 آلفا 2 و 1 نوع واحدهاي رـــزي كننده كد ترتيب به كه
 ژن ،)4( هستند بيعص سيستم سديمي هاي كانال از

SCN1B كد را سديمي هاي كانال از بتا 1 واحد زير كه 
-گاما واحد زير كننده كد كه gabrG2 ژن ،)5( كندمي

است ) GABA (اسيد آمينوبوتيريك گاما رسپتوراز  2
 دلتا واحد زير كننده كد gabrD و در نهايت )14-10(
 ره). 15( باشدمي اسيد آمينوبوتيريك گاما رسپتور از

 نقش كه ديگر هاي ژن از بسياري دخالت هنوز چند
 جاي كنند مي بازي عصبي سيستم در مهاري يا تحريكي
 نگاهي گذرا به شيوع بالاي اختلالات .دارد بررسي

صرعي، لزوم مطالعات ژنتيكي در اين زمينه را توجيه مي 
مضاف بر اينكه يافتن اطلاعات كامل در مورد . نمايد

، كليدي براي پيشگويي رفتار اساس صرع هاي مختلف
 ،مطالعهاين  از هدف .ساير اختلالات كانالي خواهد بود

در گروه كوچكي  SCN1A ژن هاي جهش غربالگري
 در +GEFS شبه يا +GEFSاز مبتلايان به سندرم صرعي 

 .باشد مي بختياري و چهارمحال استان

  
  :روش بررسي

 يك عمليات آزمايشگاهي-اين مطالعه توصيفي
 در بيماران SCN1Aهاي ژن  گري در مورد جهشغربال

ها و  پس از بررسي. دو ب+GEFSمبتلا به صرع شبه 
  مطالعات اوليه از تعداد زيادي خانواده كه در آنها نوع 

  فرد مبتـلا در30مشاهده شــــده بـــود، خاصي از صرع 
دهنده وراثت بيماري  خانواده هايي كه شواهد اوليه نشان

 فرد كنترل با 30همچنين . تخاب شدنددر آنها بود ان
از تمام .  منفي نيز در بررسي مقايسه شدندپيشينه كاملاً

ق به عمل آمده و شجره ـــاوره ژنتيكي دقيـــافراد مش
در اين بررسي علاوه . نامه هاي فاميلي آنها تهيه گرديد

ها  بر پيشينه فاميلي، سابقه تب و ابتلا به برخي بيماري
 ويروسي و باكتريايي، سوانح مختلف، هاي عفونت نظير

نحوه تولد و مشكلات احتمالي زمان تولد، داروهاي 
مصرفي و رفتار بيمار در پاسخ به دارو، سن شروع 
بيماري و تناوب حملات و نظر متخصص مربوطه در 

 MRI(و ) EEG) =Electro Encephalo Gramمورد 
=Magnetic Resonance Image (از. در نظر گرفته شد 

افراد خونگيري به عمل آمد و نمونه هاي خون در 
 ميلي مولار به عنوان ماده ضد EDTA 3شرايط سرما و 

انعقاد به آزمايشگاه مركز تحقيقات سلولي و مولكولي 
با به .  شدمنتقلدانشگاه علوم پزشكي شهركرد 

 ژنومي از DNAري روش حذف نمكي، ـــكارگي
در مرحله ). 16( هاي سفيد آنها استخراج گرديد گلبول

، SCN1A ژن 26 تا 16هاي  بعد جهت تكثير اگزون
رايمر كه ويژه توالي هاي ژني كد كننده ـــبيست جفت پ

هاي پروتئيني مهم در عملكرد كانال بودند  موتيف
  طراحي گرديد و كيفيت آنها به وسيله نرم افزار

 Gene Runner تاييد شد و جهت سنتز به شركت 
. )1  شمارهجدول (اده شدژن فناوران سفارش د

   هر قطعه در شرايط استاندارد برايPCRسپس 
 )1U Taq Polymerase,1X PCR Buffer, 1.5mM 

MgCl2, 0.4pM primers, 200µM dNTP ( و با
 )ASTEC,PC818,JAPAN( كمك دستگاه ترموسايكلر

 درالكتروفورز PCRمحصولات . ام گرفتـــــانج
 درصد 8ميد ژل آگارز و همينطور ژل آكريل آ

بررسي شد تا از عدم وجود محصولات غير 
اختصاصي اطميان حاصل گردد و شرايط مناسب 

PCRمحصولات .  براي تكثير هر قطعه بدست آيد
PCR  درصد، 10در ژل آكريل آميد در مرحله بعد    
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  .)SCN1A( كانال سديمي- آلفا زير واحدتوالي پرايمرهاي به كار رفته در تكثير قطعات اگزون هايي از ژن :1جدول شماره 
  

 توالي  نام
   دماي اتصال

 )درجه سانتيگراد(

  طول قطعات 
 )جفت باز(

SNAF24 F24:5- GGACACAGTTTTAACCAG -3 
SNAR24 R24:5- TGTTTTTGTATTTTTCCC-3 

52 185bp 

SNAF25A F25:5- AAGCATTTCTATTTCTCTACAG -3 
SNAR25A R25:5-AATAGCACAATGAACACCAG -3 

55 192 bp 

SNAF25B F25:5- ATTGTGCTATTTACTGGAG -3 
SNAR25B R25:5- GATTGTTTCAGCTTTCAC-3 

50 170 bp 

SNAF26A F26:5- GATTTCTTCACTGGTTGG -3 
SNAR26A R26:5- CATCAAAGCAAAGAGCAG -3 

50 180 bp 

SNAF26B F26:5- GCTTTGATGATGTCCCTTC -3 
SNAR26B R26:5- TTGGAATAGGCAGATCATG -3 

54 174 bp 

SNAF26C F26C:5- TCCAAATTACAACCTCTGC -3 
SNAR26C R26:5- CACAACCAGGAAGGATATG -3 

52 178 bp 

F26D F26:5-GTGGTGAACATGTACATCGC-3 
R26D R26:5-CAGATTGAGAGGCGGTTC-3 

57 195 bp 
F26E F26:5-CAATCTGCCACAACCAAAC-3 
R26E R26:5-TTGGAAGGATTGGAAGCC-3 

54 183 bp 
F26F F26:5-GGTCTCCTATCAGCCAATC-3 
R26F R26:5-TTCTGTCAATTATCATGTCTTC -3 

56 191 bp 
F26G F26:5-GACAGAATAAATGAAAACTC-3 
R26G R26:5- AGTCCTGTTGATAAAAATAC-3 

52 223 bp 

بانك اطلاعات ژني با كد توالي مرجع جهت طراحي در . توالي كليه پرايمرها در صورت درخواست قابل حصول است
NM_006920مي باشد .  

  
 025/0 درصد، 10اميد ــفرم(شتگي رـــدر شرايط واس

زايلن سيانل به همراه  درصد 025/0 ل بلو وبرموفن درصد
 دقيقه و سپس 10ه سانتيگراد به مدت ـــدرج 96دماي 

، مورد بررسي )سرمايش ناگهاني در دماي صفر درجه
SSCP) Single Stranded Conformational Polymorphism( 

 با TBE بافر ،در طي الكتروفورز). 17( قرار گرفتند
به كار  )0.75X, 1X, 1.5X( هاي مختلف يوني قدرت

 SSCP هاي جهت اطمينان از نتايج، آزمايش .گرفته شد
فري مختلف تكرار هاي با در شرايط دمايي و غلظت

ي جديد يي كه از نظر الگوي كنفورمرنمونه ها. گرديد
مشكوك به وجود جهش شمرده مي شدند، جهت 
بررسي تعيين توالي به شركت ژن فن آوران فرستاده 

  توالي هاي بدست آمده با استفاده از دستگاه. شدند
 ABI Pyrosequencer توسط نرم افزارهاي Chromas2.1  

  . مورد ارزيابي قرار گرفتندBLAST  سرورو
  

  :يافته ها
سرشتگي  در شرايط واPCRمحصول 

)Denaturation ( و بافرTBE با قدرت هاي مختلف 
وجود جهش قرار گرفت و  SSCPيوني مورد بررسي 

تصوير (  را نشان دادGEFS+در فرد مبتلا به صرع شبه 
  ). 1شماره 

 تاييد كننده صرع منتشر EEG ساله با 15بيمار دختري 
 بود كه از حملات گاه به گاه و در مواردي شديد رنج مي برد
. و بازگشت بيماري به محض قطع دارو را تجربه كرده بود

ــاده شد و18 اگزون PCRمحصول    براي تعيين توالي فرستـ
ـــايج آن با استفـاده از نرم افزار   و سرور Chromas2.1نتـ

BLAST 3 و 2تصويرهاي شماره ( ارزيابي شد .( 
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در ژل آكريل 18  اگزونSSCPتيجه ن: 1تصوير شماره 
  . 180 با ولتاژ %10آميد

  .كنفورمرهاي متفاوت به وسيله علامت مشخص شده است
  
  

 شدگي حفاظت ميزان بررسي براي ادامه در
 سرور كمك به فوق موقعيتدر  آلانين آمينه اسيد

BLAST پرداختيم  مختلف هاي گونه بين آن مقايسه به
 هـــآمين اسيد اين بودن ناپذير تغيير نشاندهنده نتايج كه
بين SCN1A اين بررسي توالي پروتئيني ژن  در .بود

آلانين جهش بودن  گونه هاي مختلف حفاظت شده
  .يافته را تاييد نمود

  
 
 
  
  
  
  
  
 
  

  
   

  
كروماتوگرام مربوط به قسمتي از اگزون : 2تصوير شماره 

  GEFS بيمار مبتلا به صرع شبه 18
 ناحيه مشخص 

  

  .قابل تاييد است) N(هتروزيگوسيتي در

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

و تغيير توالي مقايسه توالي بدست آمده : 3تصوير شماره 
مربوط به فرد بيمار با پروتئين حاصل از اين جهش 

  .توالي استاندارد
 بد معني جهش. NM_006920 :كد دسترسي در بانك ژني(

4289C>gتوالي تغيير مقايسه همچنين.  مشخص شده است 
 )A1430G اي آمينه اسيد تبديل( جهش اين از حاصل پروتئيني

  .است شده آورده نيز
  
  

  :بحث
 ژن هاي جهش غربالگري تحقيق اين در

SCN1A  در اگزونهاي مهم اين ژن از نظر ارتباط با
 زير در جهش .عملكرد آن، مورد بررسي قرار گرفت

 علت ترين شده شناخته سديم، كانال از 1-آلفا واحد
شدت اختلال ارتباط .  است+GEFS سندرم بروز

در اين . محل و ماهيت جهش در ژن داردمستقيمي با 
 18مطالعه براي اولين بار يك جهش بدمعني در اگزون 

اين ژن را گزارش مي كنيم كه حاصل آن تبديل اسيد 
 به اسيد آمينه گلايسين 1430آمينه آلانين در موقعيت 

م مشابه  ساله با علاي15 فرد مبتلا دختري .مي باشد
GEFS+ر خانواده فرد مبتلا ه مثبتي دنپيشي.  مي باشد

وجود نداشته است هر چند بررسي اين توالي در والدين 
مي تواند كمك كننده باشد كه متاسفانه در زمان 

به هر حال به . پذير نبود-حصول نتايج اين كار امكان
فرض وجود اين جهش در يكي از والدين نيز ماهيت 

 توجيه كننده )18 (صرع از نظر داشتن نفوذ ناقص
 اين جهش و عدم ابتلاء والدين خواهد بود و در عملكرد

 63

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


    1390مهر و آبان / 4، شماره 13دوره / مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد

  64

عين حال مواردي مثل موزائيسم گنادي نيز دور از ذهن 
علاوه بر اين عملكرد اين جهش از نظر . نيست

در بررسي اساس . بيماريزايي نياز به بررسي بيشتري دارد
ژنتيكي صرع به دليل ماهيت بسيار متنوع و در عين حال 

، انتخاب )19( كال مختلف بيماريشبيه به هم فنوتيپ اش
در عين حال تشابه . مناسب نمونه ها بسيار اهميت دارد

بسيار بالاي زير واحدهاي كانال سديم  طراحي پرايمرها 
در اين بررسي از . و قطعه تكثير شونده را حياتي مي كند

 استفاده شده است كه در عمل مي تواند تا SSCPروش 
ن بنابراين ممك. اشد درصد در تشخيص مفيد ب90-80

يماري در اين فرد  جهش ديگري نيز در بروز اين باست
 كه در بررسي مشخص نشده و يا در دخالت داشته باشد

اما . هايي است كه مورد بررسي نبوده اند ساير اگزون
آنچه مي تواند مويد دخالت اين جهش در بيماري باشد، 

 اسيد نتايج بررسي بيوانفورماتيكي مقايسه اي محل اين
آمينه در پروتئين است كه بين گونه هاي مختلفي بررسي 
. شد و حفاظت شده بودن آن مورد تائيد قرار گرفت

بنابراين مي توان فرض كرد كه تغيير در آن اهميت 
  . پاتولوژيك داشته باشد

  
 :گيري نتيجه

 مشابه موارد و بررسي اين در اينكه به توجه با
 شايد شود، نمي ديده جهش از داري معني و بالا شيوع
  به عنوان يك ماركر بهره برد، هرSCN1A ژن از نتوان

 محرز +GEFS و SME1چند دخالت آن در صرع 
 اين در كه A1430Gبه هر حال جهش . گرديده است

 رشد به رو ليست به توان مي را است شده معرفي مقاله
   .افزود صرع بيماري در ژن اين هاي جهش

 

  :تشكر و قدرداني
 علوم پزشكي از دانشگاه شهركرد، بدينوسيله

 مولكولي دانشگاه علوم -، مركز تحقيقات سلوليشهركرد
ركرد و كليه همكاران در اين مجموعه ها به دليل ـپزشكي شه

.حمايت هاي مالي و معنوي در انجام اين تحقيق سپاسگذاريم
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Background and aim: SCN1A gene encodes for neuronal voltage-gated sodium-channel α-
subunit. Mutations in this gene are the major cause of severe myoclonic epilepsy of infancy 
(Dravet syndrome) and generalized epilepsy with febrile seizures plus (GEFS+). GEFS+ is a 
heritable benign type of epilepsy associated with febrile seizures which belongs to Idiopathic 
Generalized Epilepsies with a marked clinical and genetic heterogeneity. The main objective of 
this research is screening of mutations in scn1a gene in patients affected by GEFS+ and 
Idiopathic Generalized Epilepsy (IGE). 
Methods: Genetic counseling was carried out with 30 patients and their family. Peripheral 
blood samples were collected from patients and DNA was extracted using salting out method. 
Standard PCR on 16th-26th exons of scn1a gene was optimized by employment of specific 
primers. PCR products were analyzed by SSCP in denaturant condition and sequenced in the 
next step.  
Results: Results showed a 4289c>g missense mutation in one patient affected by idiopathic 
generalized epilepsy. This mutation changes the alanine residue in 1430 position to glycine 
(A1430G).  
Conclusion: More studies are needed to identify the direct role of this mutation in pathogenesis, 
however, heterozygotic genotype of this mutation is consistent with dominant feature of 
inheritance of Epilepsy. 
 
Keywords: Epilepsy, Genetic mutation, SCN1A gene, Sodium channel. 
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