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  74- 82/ 1392 فروردين و ارديبهشت/ 1، شماره 15دوره / اه علوم پزشكي شهركردگدانشمجله 
   پژوهشيمقاله

   ،0381-3346692:  تلفــن، مركــز تحقيقــات ســلولي و مولكــولي   ،ه علــوم پزشــكي دانــشگارحمتيــه،  شــهركرد،: نويــسنده مــسئول *
  E-mail:hosseintimm@yahoo.com                                       74  

 مبتلا به صرع منتشر ايديوپاتيك در بيماران  Bشناسايي جهش هاي ژن سيستاتين 
  در استان چهارمحال و بختياري

  
  2ثريا حيدري، 4دكتر علي حائري روحاني، *3حسين تيموريدكتر ، 2علي محمد احديدكتر ، 1زينب اميني فارساني

 ؛ ، ايرانشهركرد،  شهركرد دانشگاه،ژنتيكگروه  2 ، ايران؛ تهران، تهران آزاد اسلامي، واحد علوم تحقيقات، دانشگاهزيست شناسيگروه  1
   تهران، تهران، ايران، دانشگاه زيست شناسي گروه4، ايران؛ شهركرد،  شهركرددانشگاه علوم پزشكيمركز تحقيقات سلولي و مولكولي، 3

  10/4/91: تاريخ پذيرش  4/4/91 :اصلاح نهايي  2/3/91 :تاريخ دريافت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  :مقدمه
ترين صرع يكي از شناخته شده ترين و شايع

اختلالات دستگاه عصبي است كه بعد از انواع سكته مغزي و 
 50بيش از. قلبي، بيشترين فراواني را در جوامع انساني دارد

 ميليون نفر در سراسر جهان مبتلا به بيماري صرع هستند
 انساني يكسان البته اين ميزان در جوامع مختلف. )2،1(

به نوعي بيانگر و تأييد كننده نقش عوامل ژنتيكي نيست و 
 هاي منتشر ايديوپاتيك صرع.)3 (در بروز صرع مي باشد

)Idiopathic Generalized Epilepsy =IGE( 
  صرع ها هستند كه حاصل فعــــال شـــدنگروهي از 

  
در اين  .نورون ها در تمامي كورتكس مغز مي باشند

تشنجات سراسري با فعاليت الكتريكي غير عارضه 
طبيعي در هر دو نيم كره مغز شروع مي شود و در 

هنوز علت  .)4 (اكثر موارد هوشياري از بين مي رود
اين نوع صرع ها مشخص نشده است و احتمالاً در 

يكي . )5،4 (بروز آن ها عوامل ژنتيكي دخالت دارند
 ژن باشد دخيل ميIGEاز ژن هايي كه در بروز 

اين ژن بر روي .  است)B )Cystatin Bسيستاتين 
 قرار داشته و )q 22.3 21( 21بازوي بلند كروموزوم 

  :چكيده
كد كننده پروتئيني است كه مهار كننده فعاليت پروتئازي آنزيم هاي ) B )cstBژن سيستاتين  :هدف و زمينه

عه با هدف اين مطال. جهش در اين ژن يكي از علل بروز صرع منتشر ايديوپاتيك است. كاتپسين مي باشد
 مبتلا به صرع انمار در بيـcstBهاي جديد در ژن هاي شناخته شده و همچنين جهشغربالگري تمام جهش

  . منتشر ايديوپاتيك در استان چهارمحال و بختياري انجام شد
 و ناحيه 3 تا 1هاي ها در اگزونآزمايشگاهي به بررسي جهش-اين مطالعه توصيفي :روش بررسي
- با روش استاندارد فنلDNA.  بيمار مبتلا به صرع منتشر ايديوپاتيك پرداخته است35 در cstBپروموتوري ژن 

 موارد  وهاي اين ژن غربالگري تمام جهشPCR– SSCPكلروفورم استخراج شد، سپس با استفاده از تكنيك 
  .مشكوك تعيين توالي شدند

انجام . شد كه تاكنون شناخته نشده بود مشاهده c.48C >Tها جهش نقطه اي در يكي از نمونه :يافته ها
 و دور از cstB كه اين تغيير در ناحيه اينتروني ژن رماتيكي بر روي اين نمونه مشخص نمودهاي بيوانفوبررسي

  . جايگاه پيرايش رخ داده است
 در ايجاد صرع منتشر ايديوپاتيك در B نقش ژن سيستاتينكه نتايج اين مطالعه نشان داد  :نتيجه گيري

  .جمعيت مورد مطالعه ضعيف است
  

  .B ، ژن سيستاتينصرعجهش،  :كليديواژه هاي 
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 اينترون تشكيل شده است 2 اگزون كوتاه و 3از 
 قرار داشته - 174/- 210پروموتور اين ژن در موقعيت.

  .)6 (است )C( سيتوزين  و)G( گوايين و غني از بازهاي
 اسيد cstB ،98ن پروتئين كد شده توسط ژ

 كيلو 11آمينه دارد و وزن مولكولي آن حدوداً 
اين پروتئين به طور گسترده در اكثر . دالتون است

انواع سلول ها و بافت هاي بدن توزيع شده است و 
 3مهار كننده سيستين پروتئازهاي خانواده كاتپسين

  ).7- 9 (است
مطالعات گوناگوني در نقاط مختلف دنيا در 

 انجام شده  IGE در بروز صرعcstBنقش ارتباط با 
 جهش مختلف مانند حذف، 10است و تاكنون 

 شناسايي cstBگسترش و جهش هاي نقطه اي در 
اثر جهش هاي ذكر شده بر روي . )10- 12 (شده است

در ناحيه پروموتوري ژن .  متفاوت استcstBپروتئين 
cstB5  نسخه از توالي تكراري3 تا 2 افراد سالم'- 

GCG CCC CGC CCC -3'  در فاصلهbp 175 بالا 
دست كدون آغاز وجود دارد اما در افراد بيمار اين 

 بار گسترش يافته است كه موجب از 150 تا 30توالي 
بين رفتن فاصله اجزاي پروموتور از مكان شروع 

  . )14،13(شود  ميcstBرونويسي و مهار رونويسي ژن 
اي نيز موجب حذف هاي حذفي و نقطهجهش

 يا تغيير اسيدهاي آمينه اي مي شوند كه در اتصال
 دخالت دارند، لذا باعث B به كاتپسين cstB پروتئين

 مي شود B به كاتپسين cstBكاهش گرايش اتصال 
 توسط Bكه در پي آن فعاليت پروتئازي كاتپسين 

cstB  مهار نخواهد شد و بيماري صرع ايجاد  
  .)15- 17 (مي شود

در . بسيار شايع است بيماري صرع در ايران 
 بر روي زمينه ژنتيكي بيماري ايران مطالعات اندكي

 cstBصرع انجام شده است و در مورد نقش ژن 
 لذا اين مطالعه اي صورت نگرفته است،تاكنون مطالعه

به بررسي تمام جهش هاي شناخته شده و همچنين 
 PCR - SSCP به روش cstBجهش هاي جديد ژن 

   مبتلا به صرع منتشر ايديوپاتيك تعدادي از بيماران در

  . در استان چهارمحال و بختياري پرداخته است
  

  :روش بررسي 
آزمايشگاهي يك  - اين مطالعه توصيفي

 در cstBمورد جهش هاي ژن  عمليات غربالگري در
پس از . بود 1390در سال  IGEبيماران مبتلا به 

ر  دبررسي ها و مطالعات اوليه از تعداد زيادي خانواده
 كه در آن ها نوع خاصي استان چهارمحال و بختياري
 IGEبه  فرد مبتلا 35، از صرع مشاهده شده بود

شاخصه اصلي انتخاب بيماران وجود . انتخاب شدند
سابقه فاميلي مثبت و نفي هر عامل فيزيكي يا عامل 

در اين . ديگر در بروز صرع آن ها بوده استمشخص 
ي، سابقه تب و ابتلا به بررسي علاوه بر پيشينه ي فاميل

ها نظير عفونت هاي ويروسي و باكتريايي، برخي بيماري
سوانح مختلف، نحوه تولد و مشكلات احتمالي زمان تولد، 
داروهاي مصرفي و رفتار بيمار در پاسخ به دارو، سن شروع 

    تناوب حملات و نظر متخصص مربوطه در،بيماري
  و) Electro Encephalo Gram=EEG( مورد

)Magnetic Resonance Image = MRI ( در نظر
ل آمد و از افراد خون گيري به عم. )18 (گرفته شد

  با غلظتEDTAسرما و نمونه هاي خون در شرايط 
 مولار به عنوان ماده ضد انعقاد به آزمايشگاه 5/0

شگاه علوم مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دان
 روش با به كارگيري. ندپزشكي شهركرد منتقل شد

 ژنومي از گلبول هاي سفيد DNA،  كلروفورم- فنل
  .)19 (نمونه ها استخراج شد

 3 تا 1 بعد جهت تكثير اگزون هاي در مرحله
 چهار جفت پرايمر cstBو ناحيه پروموتوري ژن 

 و كيفيت آن ها به )1جدول شماره  (طراحي گرديد
 تاييد شد و جهت Gene Runnerوسيله ي نرم افزار 

   .ت ژن فناوران سفارش داده شدسنتز به شرك
مواد و مقادير مورد نياز براي هر نمونه 

  ،µl (50mM) MgCl2 2/5 شامل PCRواكنش 
PCR 2/5 µl  بافر(10X) ،(10 mM, PH=7.5) dNTP 

0/5 µl ،(10 PM) F Primer 0/5 µl،(10 PM) R Primer 
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u/µl)   (5 l Taq DNA Polymerase 0/1 µ 1 و µl از 
DNA (100 ng) كه با  بودند ddH2Oحجم  به   

25 µlواكنش . ند رسانده شدPCR در دستگاه 
 در شرايط (ASTEC PC 818-Japan)ترموسايكلر 

 سيكل، دماي واسرشت شدن 33دمايي بهينه شامل 
94-96˚c 72، دماي ساخت˚cو دماي اتصال   

59-66˚c سپس . )2جدول شماره ( انجام شد
ه بر روي ژل پلي اكريل  بدست آمدPCRمحصولات 

تحت جريان  )Merck – Germany ( درصد8آميد 
 با  به مدت يك ساعت الكتروفورز و ميلي آمپر50

.شدندروش نيترات نقره رنگ آميزي استفاده از 

    
  

  cstB  زنجيره اي پلي مراز ژنپرايمرهاي استفاده شده براي انجام واكنش هاي  :1جدول شماره 
  طول قطعه هدف  رايمرتوالي پ  نام پرايمر

EF1  5' – GCAGGGGACTCCGAAGCC – 3' 
ER1  5' – ACCTGGTCGGCGATGTGC – 3' 212bp  
EF2  5' – TGCGTGCAAGTTACTCTAGC – 3' 
ER2  5' – CCCACACTCTACCTTGATG – 3' 180bp  
EF3  5' – ACTCCGCTCTCTTCCCAG – 3' 
ER3  5' – CTGGTAGACGGAGGATGAC – 3' 208bp  
PF  5' – CCCGGAAAGACGATACCAG – 3' 
PR  5' – GGGAGGAGGCACTTTGGC – 3' 195bp  

F  :  پرايمرForward .  R :پرايمرReverse  .  E : اگزون.  P :پروموتور. cstB : )نژن سيتاتي B(  
  

 SSCP  ا روشـــ بPCRولات ــــمحص

)Single Srand Conformation Polymorphism( 

توري فقط از نظر تفاوت ناحيه پرومو. بررسي شدند
 . مورد بررسي قرار گرفتPCRاندازه محصولات 

  هرPCR ميكروليتر از محصول 5 ابتدا SSCPبراي انجام
 Loading Buffer 1X   حاوي ميكروليتر محلول4نمونه را با 

 ،Formamid 90%(، (PH=8) EDTA  10µl حاوي(

Ylen Cyanol 1 mg/ml، Bromophenol Blue 1mg  
 C˚96  دقيقه در دماي10رده و به مدت مخلوط ك

 به صورت DNAحرارت داده تا دو رشته اي هاي 
تك رشته تبديل شوند براي جلوگيري از بازگشت 

 ، و دو رشته اي شدن آن هاDNAتك رشته هاي 
 .)20 (بلافاصله نمونه ها با استفاده از يخ سرد گرديد

  
  cstB ژن  پلي مرازاكنش هاي زنجيره ايبرنامه دمايي تنظيم شده براي و  :2جدول شماره 

              مراحل  طويل شدن  چسبيدن  واسرشت
  زمان  دما   زمان  دما   زمان  دما    نام قطعه

  C  30sec  60˚C    30sec  72˚C  20sec˚94  1اگزون 
  C  30sec  59˚C  25sec  72˚C  30sec˚94  2  اگزون 
  C  30sec  66˚C    45sec  72˚C  50sec˚94  3اگزون 

  C    1 min  65˚C    1 min  72˚C  30sec˚95  وتورپروم
cstB) : ژن سيتاتين B(  
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  cstB  واكنش زنجيره اي پلي مراز ژنمحصولات SSCP شرايط بهينه براي الكتروفورز  :3جدول شماره 
  )درصد (غلظت ژن  )min(زمان   زمان  vولتاژ    )C˚ (دما  اگزون

1  10  220  12  10  
2  10  280  9  12  
3  10  250  8  10  

SSCP :Single Strand Conformation Polymorphism   ،cstB : )ژن سيتاتين B(  
 
  

جدول  (شدندسپس نمونه ها را بر روي ژل بارگذاري 
 با DNAپس از پايان الكتروفورز باندهاي ) 3شماره 

. استفاده از روش نيترات نقره رنگ آميزي شدند
 در SSCPهاي جهت اطمينان از نتايج، آزمايش

 .ايط دمايي و غلظت هاي بافري مختلف تكرار شدشر
كوك به وجود مشSSCP نمونه هايي كه روي ژل 

، جهت بررسي توالي جهش تشخيص داده شدند
DNAبه شركت ژن فن آوران فرستاده شدند .  

  

  :يافته ها 
 در شرايط واسرشتگي و بافر PCRمحصولات 

TBE )Tris/Borqte/EDTA ( با قدرت هاي مختلف
  قرار گرفتند كه در يكي از SSCPد بررسي يوني مور

شكل فضايي  SSCP، روي ژل 2نمونه هاي اگزون 

شكوك به وجود جهش اين نمونه م جديدي رويت و
  ).1تصوير شماره (تشخيص داده شد 

بررسي نتيجه تعيين توالي در نمونه اي كه 
 درگير شده بود، جهش نقطه اي 2اگزون شماره 

c.48C >T هاي پس از انجام بررسي را نشان داد كه
 و Chromasبيوانفورماتيكي با استفاده از نرم افزار 

  بر روي اين نمونه، مشخص شــد كهBLAST  سرور
تصوير  ( رخ داده استcstBاين تغيير در ناحيه اينتروني ژن 

در مورد بقيه اگزون ها هيچ گونه شيفت و . )2شماره 
د مشاهده اختلاف الگو بر روي ژل هاي پلي آكريل آمي

 ناحيه پروموتوري نيز كه از نظر PCR محصولات .نشد
اندازه مقايسه شدند هيچ گونه تغيير محسوسي را نشان 

.ندادند

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .cstB ژن 2  مربوط به اگزون SSCPاي از ژل نمونه :1تصوير شماره 
 كه با نوك پيكان 8نمونه  .باشندبوط به بيماران ميهاي مر نمونه14تا  1 هايستون ،DNA. ماركر اندازه M، %12 ژل آكريل آميد

ها اي است كه در آن تغيير مشاهده شده و الگوي كنفورمرها و هترودوپلكس متفاوتي با ساير نمونه نمونهنشان داده شده است
  . كنترل منفي است15نمونه  . دارد
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  الف
  
  
  
  

  
  

  ب
  
  
  
  
  
  
  

، cstB ژن ،2 يافته در اگزونين توالي نرمال و جهش انجام شده ب :BLASTالف :2تصوير شماره 
 cstB ژن .پيكان جايگاه جهش را نشان مي دهد نوك .كروماتوگرام حاصل از تعيين توالي نمونه مشكوك:ب

  .)Bژن سيستاتين (
  

  : بحث 
تلالات دستگاه صرع يكي از شايع ترين اخ

بعد از انواع سكته مغزي و قلبي . عصبي در ايران است
عوامل محيطي و . رين فراواني را در جامعه داردبيشت

يكي از . ژنتيكي هر دو در بروز صرع دخيل مي باشند
 cstBتغييرات ژنتيكي مسبب صرع، جهش در ژن 
 cstBاست و در اين تحقيق غربالگري جهش هاي ژن 

 بيمار 35 و ناحيه پروموتوري در3 تا 1در اگزون هاي 
 شهر شهركرد در مبتلا به صرع منتشر ايديوپاتيك در

نتايج حاكي از . استان چهارمحال و بختياري انجام شد
آن بود كه يك تغيير نقطه اي در ناحيه اينتروني ژن 

cstB در كل نمونه هاي مورد مطالعه رخ داده است 
ماتيكي مشخص كه پس از انجام بررسي هاي بيوانفور

 رخ داده cstBناحيه اينتروني ژن شد كه اين تغيير در 
  .است

   در بروزcstBمطالعات گوناگوني بر روي نقش ژن 

  
صرع در نقاط مختلف دنيا به ويژه در كشورهاي 

بر اساس بررسي اما ، فنلاند و آمريكا انجام شده است
در كشور ايران تاكنون هيچ هاي محققين اين مقاله 

 در ايجاد صرع cstBگونه بررسي بر روي نقش ژن 
 5 پسر و 5(  بيمار10مطالعه بر روي . انجام نشده است

نشان داد كه در همه بيماران  EPM1مبتلا به ) دختر
 وجود cstBجهش گسترش توالي تكراري در ژن 

دارد و بين شدت علائم بيماري و سن شروع بيماري 
 .)13 (با اندازه توالي تكراري رابطه اي وجود ندارد

 كه گسترش در ديگر مطالعه نشان داده شده است
 cstBساتيلايت در ناحيه پروموتوري ژن ناپايدار ميني 

 است و منجر به EPM1شايع ترين جهش در بيماران 
 و Pataskar. )16 ( مي شودmRNAكاهش سطح 

شان دادند كه توالي هاي تكراري در نهمكارانش 
 ، ساختارهاي ثانويه CstBناحيه پروموتوري ژن 
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  پايداري تحت شرايط فيزيولوژيكي تشكيل 
  DNA تسهيل سرخوردن آنزيم دهند كه باعثمي

پلي مراز در هنگام همانند سازي و گسترش توالي 
   .)21 (دنتكراري مي شو

Joensuu و همكاران در كشور فنلاند دو 
را  c.168+1-18 del وc.149- G > A جهش جديد 

 ترتيب منجر به جايگزيني و حذف اسيدهاي  بهكه
   B به كاپتسين Bآمينه مهم در اتصال سيستاتين 

مي شود را در بيماران مبتلا به صرع ايديوپاتيك 
در مطالعه اي  همچنين .)12 (منتشر گزارش كردند

 و همكاران انجام دادند جهش نقطه اي de Haanكه 
c.212 A>C ژن 3 را در اگزون cstB  گزارش كردند

كه منجر به جايگزيني گلوتامين با پرولين و كاهش 
همه ). 15 ( شود ميB به كاپتسين Bاتصال سيستاتين 

 را در ايجاد cstBاين مطالعات به وضوح نقش ژن 
 جهش  حاضربيماري صرع نشان مي دهند در مطالعه

  در ناحيه اينتروني و دور ازc.48C>Tنقطه اي 
 يافت شدكه به نوعي بيانگر cstBجايگاه پيرايش ژن 

 در ايجاد صرع cstBنقش ضعيف جهش هاي ژن 
  چهارمحال و بختياري ستان منتشر ايديوپاتيك در ا

و تكنيك  با اين وجود نوع روش آزمايش. مي باشد
. ي جهش نيــــز داراي اهميت زيادي استشناساي
 ررسي جهش در اگزون هايــــراي بــــ بSSCPروش 

 و با توجه به هزينه مناسب و ه استاين ژن تنظيم شد
حساسيت بالاي آن، روشي مناسب براي بررسي 

 اين ).22 (ر اين ژن مي باشدهاي احتمالي دجهش
روش بسيار حساس و دقيق است و در شرايط 

اين .  درصد كارآيي دارد90 تا 70زمايشگاهي بين آ

ثير شرايط آزمايشگاهي متغير است و  تاروش تحت
كار محقق در نتيجه و دقت آن البته مهارت و روش 

يي روش با تكرار آ كارهمچنين. )23 (ثير نيستبي تا
 نمونه هاي مشكوك تحت شرايط آزمايش براي

قابل )  ولتاژ و شرايط يونيتغيير(آزمايشي مختلف 
در افزايش است و حتي الامكان تعيين جهش حتي 

در اين مطالعه .  درصد را نيز فراهم مي سازد100حد 
 در نمونه هايي كه به عنوان موارد مشكوك به جهش

 دوباره SSCP، يا پلي مورفيسم در نظر گرفته شد
 براي هر نمونه SSCPر شد و تكرار دوباره تكرا

اطمينان ما را از صحت نتايج تا حد زيادي بالا برد و 
از طرفي تعيين توالي نمونه هاي فوق صحت نتايج را 

  .تاييد كرد
  

  :نتيجه گيري 
 بيمار 35در نشان داد كه نتايج اين تحقيق 

شهر شهركرد در  مبتلا به صرع منتشر ايديوپاتيك در
ارمحال و بختياري ارتباط بين صرع منتشر استان چه

  مي باشد ضعيفcstBايديوپاتيك با جهش هاي ژن 
 در ناحيه اينتروني ژن c.48C>Tو تنها جهش نقطه اي 

cstBيافت شد .  
  

  :تشكر و قدرداني
بدينوسيله از كليه اساتيد و كاركنان محترم مركز 

و  مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد –تحقيقات سلولي 
 هم چنين گروه ژنتيك دانشگاه شهركرد و جناب آقاي دكتر

  .ري كمال تشكر و قدرداني را داريممهوجعفر 
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Background and aims: Cystatin B gene encodes a protein that inhibits proteolytic activity of 
cathepsin enzymes. Mutation in this gene has been stated as one of the causes of idiopathic 
generalized epilepsy. This study aimed at screening the cstB gene mutations in 35 patients 
affected by idiopathic generalized epilepsy in the Chaharmahal and Bakhtiari province. 
Methods: In this descriptive-lab study, the researchers examined mutations in exons 1 to 3 and 
uncovered the cstB gene promoter region in 35 patients with Idiopathic Generalized 
Epilepsy.Using standard phenol-chloroform procedure. The researchers extracted DNA and then 
they utilized PCR-SSCP analysis for screening mutations in this gene. Finally suspected cases 
were sequenced. 
Results: In one of the samples, point mutation c.48C> T was found which was unknown. 
Investigating the bioinformatic examinations on this sample, it can be concluded that this shift 
has been occurred in the cstB gene intronic region.  
Conclusion: The results obtained from the samples of this study reveales that there is a slight 
relationship between idiopathic generalized epilepsy and the cstB gene mutations. 
 
Keywords: Cystatin  B gene, Epilepsy, Mutation. 
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