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 1 سولفاتاز ژنrs2623047 مورفيسم پلي فراواني تعيين

 زنان با آن مقايسه و مكرر سقط سابقه با زنان در انساني

  باروري نظر از نرمال
  

  2فاطمه بني عامريان ،2حسن تقي زاده ،1اي محمد بخشي گنجه ،*1اسكندر تقي زاده

  
، ياسوج دانشگاه علوم پزشكي ياسوج، ،مركز بهداشت شهيد داميده ها، زه با بيماريواحد مبار2ايران،  يزد، دانشگاه علوم پزشكي يزد، گروه ژنتيك،1

   رانيا

 13/10/1392 :تاريخ پذيرش           11/6/1392: تاريخ وصول

  

  
  چكيده

 از جمله فاكتورهاي متعددي است كه خوديه ب بيش ازآن سقط خود يا 3قوع سقط مكرر عبارت از تشيخص باليني و :زمينه و هدف

 اين مطالعه هدف .دارد نقش رشد و نمو جنين در انساني 1سولفاتار ژندر اين ميان . در آن دخالت دارد عوامل ژنتيكي و محيطي

و مقايسه آن با زنان  يزد ناباروري مركز مراجعه كننده به با سقط مكرر در زنان 1سولفاتاز ژن rs2623047 مورفيسم پلي بررسي

  .نرمال از نظر باروري است

  

  موردبه عنوان گروه  مكرر مبتلا به سقط زن 35و به عنوان گروه شاهد  زن سالم 65 يشاهدـ اين مطالعه مورد در :روش بررسي

 تكثيرو استخراج شد آنها  DNAروش دستي كم نمك  از استفاده با و از افراد هر دو گروه نمونه خون گرفته شد. وارد مطالعه شدند

عمل هضم  BstNI آنزيم از استفاده باو  شده انجام PCRبا روش  1از ژن سولفاتاز rs2623047 قطعه داراي پلي مورفيسم

  .ندشدتجزيه و تحليل  يمجذور كا يآمارآزمون ها با  داده. صورت گرفت يمآنزي

  

   AGپيه ژنوتك يدر حال). p=003/0(درصد بود  5/18و در افراد گروه شاهد  درصد 9/42 در افراد گروه مورد GGژنوتيپ  :هايافته

  ).p=003/0(درصد بود 1/37درصد و در افراد گروه مورد  9/56در افراد گروه شاهد 

  

باشد و مطالعات  ممكن است داراي يك نقش در تكامل جنين در زمان حاملگي 1تغييرات ژنتيكي در ژن سولفاتاز :گيري نتيجه

 .تواند كمك كننده باشد يمهاي موجود در اين ژن  مهاي بيشتر همراه با ديگر پلي مورفيس تر با تعداد نمونه گسترده

  

  1سولفاتاز مكرر، سقط مورفيسم، پلي :كليدي يها هواژ

  
  كي، گروه ژنتي، دانشكده پزشكيدانشگاه علوم پزشك زد،يزاده،  اسكندر تقي: نويسنده مسئول*

Email: eskandar.taghizadeh@yahoo.com
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  مقدمه

 بـاليني  تشيخص از است عبارت مكرر سقط 

 بدون يا با خوديه ب خود سقط آن از بيش يا 3 وقوع

 و افتـد  يم اتفاق بيستم هفته از لقب كه حاملگي سابقه

 گرفتـار  را زوجـين  درصـد  5 تـا  3 بـين  كلي طور به

 ژنتيكـي،  عوامـل  مكرر هاي سقط ايجاد در .)1(كند يم

 فسـفوليپيد  آنتـي  عفوني، عوامل آندوكريني، اختلالات

 وبقيه بوده دخيل محيطي عوامل ساير و ها بادي آنتي

 بعضـي  .)2(دهنـد  يم ـ نسـبت  نامشخص عوامل به را

 قويـاً  دشـواه  و ندارنـد  مشخصـي  علـت  هيچ زوجين

 ايـن  در زنتيكـي  عوامـل  نقـش  كـه  اسـت  آن از حاكي

 نقش ژني تك اختلالات ميان در .است چشمگير موارد

 كد SULF1 ژن وسيله به انسان در كه 1 سولفاتاز ژن

 رسـيده  اثبـات  بـه  جنـين  رشد اختلالات در د،شو يم

 نظيــر اندوســولفاتازها، o-6 ســولفات هپــاران. اســت

SULF1 هايه گرو انتخابي صورت به o-6 را سولفات 

 بـا  عملكـرد  ايـن  ).3(كنـد  يم خارج سولفات هپاران از

 دهنـده  پيـام  هـاي  مولكـول  اتصـال  هاي جايگاه تغيير

 ولفاتســ هپــاران اثــرات تعــديل و تنظــيم بــه منجــر

 بـه  نيـز  هـا  وگليكـان ئپروت سـولفات  هپـاران . شود يم

 از زيــادي تعــداد بــراي كمكــي رســپتور يــك عنــوان

 و )4ـ6(كنند يم عمل ها سايتوكاين و رشد فاكتورهاي

 نظيـر  هايي مولكول دهي پيام هاي مسير در گونه اين

Shh, Wnt, BMP, FGF,VEGF, HB-EGF, GDNF  نقـش 

 رشـد  نظيـر  ينـدهايي آفر و) 7(كنند يم ايفا را بسزايي

 قـرار  ثيرأت ـ تحـت  را مهاجرت و تمايز تكثير، سلولي،

   .)8و 9(دهند يم

 اثبات به جنين تكامل و رشد در sulf1ژن نقش

 موجـودات  طبيعـي  تكامـل  ينـدهاي آفر .اسـت  رسيده

 ،دارد يكـديگر  بـا  ها سلول ارتباطات به زيادي بستگي

 طيـف  لهيبـه وس ـ  سـلولي  يها برهمكنش قبيل اين كه

 پروتئيني فاكتورهاي و ها مولكول از متنوعي و وسيع

 ژنتيكـي  مطالعـات  .شـود  يم ـ ميانجيگري شده ترشح

 نظيـر  موجوداتي در جنيني تكامل برروي شده انجام

 مـوش  و زبـرا  ماهي دروزوفيلا، الگانس، حلقوي كرم

 هپـاران  نظيـر  هـايي  پروتئوگليكـان  بيولوژيكي اهميت

                رشــد تورهــايفاك فعاليــت تنظــيم در را ســولفات

ــدآفر و متعــدد ــوژنز تكــاملي ين  كــرده آشــكار مورف

  . )10و  11(است

ــين كـــه اســـت شـــده ثابـــتن يچنـــ هـــم  بـ

 رشـد  اخـتلالات  و ژن ايـن  مختلـف  هاي مورفيسم  پلي

 بررسي مطالعه اين از هدف .دارد وجود ارتباط جنين

 1 سـولفاتاز  ژنrs2623047،  G>Aمورفيسم پلي فراواني

 آن مقايسـه  و مكـرر  سـقط  سابقه با زنان در يانسان

  .بود يعيطب باروري داراي سالم زنان

  

  يبررس روش

 بـه  G لـل آ فراوانـي  بـه  توجه با مطالعه اين در

 حداقل درصد 58 ميزان به A آلل و درصد 5/41 ميزان

 تعيـين  آماري مطالعات لهيبه وس مورد 35 نمونه تعداد

 مكـرر  سـقط  به لامبت زن 35 ن تعداديبنابرا. است شده

 انـد  داشـته  ناشناخته علت با سقط مورد بيشتر يا 3 كه
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 شـاهد  عنـوان  بـه  سالم زن 65 وبه عنوان گروه مورد 

 مطالعـه  وارد بودنـد  سـالم  فرزنـد  يك حداقل داراي كه

  .شدند

 شـرح  و مكرر سقط داراي زنان انتخاب از پس

 افـراد  ميـان  از نامـه  رضـايت  كسـب  و تحقيق موضوع

 كسـاني  ميان از يزد، ناباروري كز مر به هكنند مراجعه

 سـي  سي 5 ،بودند كرده مراجعه مكرر سقط علت به كه

 حـاوي  هـاي  لولـه  درون و .شـد  گرفتـه  محيطـي  خون

 بعد مرحله در .شد ريخته EDTA انعقاد ضد ماده حاوي

 بــا بودنـد  طبيعــي بـاروري  داراي كــه سـالم  زن 65 از

 از پـس   .شد گرفته خون سي سي 5 نامه رضايت كسب

دسـتي كـم    روش از اسـتفاده  بـا  هـا  نمونـه  آوري جمع

 اسـتخراج  شـاهد  افـراد  و بيمـاران  نمونـه  DNA ،)1(نمك

فـوروارد و   صـورت ه ب ـ پرايمـر  جفـت  يك از و گرديد

 rs2623047 مورفيسم پلي توالي و شده استفاده ورسير

. شـد  تكثيـر   1سـولفاتاز  ژن پروموتور ناحيه در واقع

 در ساعت 16 مدته ب  PCR شده تكثير محصول سپس

 جايگاه داراي كهBstNI  كننده محدود آنزيم با مجاورت

 حاصل محصول .ه شدداد قرار  ،بود G باز براي برش

 الكتروفـورز  آگـاروز  ژل روي  يم ـآنزي هضـم  عمل از

 اتيـديوم  لهيبـه وس ـ  شـده  تشـكيل  بانـدهاي  بـا  و شده

 هانشانگر  از استفاده با و ديگرد مشاهده قابل برومايد

 صورت در كه شد گيري اندازه شده ايجاد قطعات طول

 بـود،  GAژنوتيـپ  چاهـك  هـر  بـراي  قطعـه  سـه  وجود

ــپ ــك داراي AAژنوتي ــپ و قطعــه ي  دو داراي GGژنوتي

  .دنباش يم قطعه

ــدر ا ــه،يـ ــه DNA ن مطالعـ ــون نمونـ ــاي خـ  هـ

 روش از استفاده بامورد مطالعه  افراد شده آوري جمع

 خـون  از سي سي2 مقدار ابتدا .شدند استخراج نمك كم

ــراد شــده آوري جمــع ــه درون اف ــالكون هــاي لول  15 ف

 و سـلولي  ليـز  بـافر  افـزودن  با و ه شدهريخت سي سي

 هـاي  گلبـول  و شـده  ليـز  قرمـز  هـاي  گلبول سانتريفوز

 داراي كـه  شـفاف  رسـوب  بـه  .شـدند  يم ـ جـدا  سـفيد 

 كننـده  ليز ميكروليتر 1000،باشد يم )2(سفيد هاي سلول

 از اسـتفاده  بـا  بعـد  مرحله در .شد فهاضا سلول هسته

 بـا  هـا  پـروتئين  و هشـد  هضـم  هـا  پـروتئن  Kپروتئيناز

 كلريدسديم و سولفات سيل دود سديم نمك از استفاده

  DNA كلاف مطلق اتانول لهيداده شده و به وس رسوب

 جهـت   5/1 ميكروتيـوب  در DNA نهايت در .رفته شدگ 

  . .شدند آوري جمع بعدي مراحل

 از پــس هـا  نمونـه  DNA كيفـي  ابيارزي ـ بـراي 

ــتخراج ــون از اســ ــا خــ ــپكتوفتومتري روش بــ  اســ

 مـوج  طـول  در DNA ارزيابي .ندقرارگرفت موردآزمايش

 260 در نـوري  جـذب . شـد   انجـام  نانومتر 280 تا 260

 گيـري  انـدازه  با و دهد يم نشان را DNA غلظت نانومتر

             280 و 260 هـــــايمـــــوج طـــــول در OD نســـــبت

 نسبت(
280

260

A
A  ( خلـوص  درجـه  تـوان مـي  نـانومتر 

DNA باشـد  2 تا 6/1 بين عددي اگر كه كرد محاسبه را 

 .بـود  خواهد مطلوب شده استخراج DNA خلوص ميزان

 ايـن  در چشـمگير  كـاهش  موجـب  پـروتئين  با آلودگي

 را اســيدنوكلئيك صــحيح ميــزان كــه شــودمــي نســبت

 DNA پـايين  كيفيـت  دهنـدة نشان بلكه ،كندنمي مشخص

                                                 
1- Salting Out 

2-White Blood Cell  
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 كيفيـت  بـودن  پـايين  صـورت  در. است شده استخراج

  .شود يم انجام استخراج كار دوباره

  master mix محلـول  از اسـتفاده  بـا  PCRواكنش 

 هريـك  و mgcl2،taq DNA polymerase ميزيد منيكلر حاوي

 و فــوروارد پرايمرهــاي و dTTPو dATP،dCTP،dGTP از

ــورس ــي ري ــا اختصاص ــاي ب ــگآنيلي دم ــه 52 ن  درج

  .گراد انجام شد يسانت

 تـوالي  تكثيـر  بـراي  ترموسايكلر دستگاه تنظيم

ــم پلـــي ــه از rs2623047 مورفيسـ ــورژن ناحيـ  پروموتـ

 اول مرحلـه  در؛ گرفـت  انجام ترتيب نيا به 1 سولفاتاز

 دقيقـه  5 مدته ب درجه 95 دماي با اوليه دناتوراسيون

ــام ــت انج ــپس و گرف ــت س ــام جه ــل انج ــد مراح  بع

 و ثانيـه  30 مـدت  بـه  درجـه  95 دماي با اسيوندناتور

 پلي توالي تكثير براي گراد، سانتي 55 دماي با نگيليآن

 به 1 سولفاتاز پروموتورژن ناحيه rs2623047 مورفيسم

 بـا  سازي طويل مرحله سپس و شد انجام دقيقه 1 مدت

 نهايـــت در و دقيقـــه 1 مـــدته بـــ درجـــه 72 دمـــاي

 10 مـدت  بـه  جـه در 72  دمـاي  بـا  نهـايي  سازي طويل

  .گرديد انجام دقيقه

 آنـزيم  از ميكروليتر 20 حدود كار دستور طبق

BstNI واكـنش  محصول ميكروليتر 40 تا 20 روي PCR 

 درجـه  37 دمـاي  در سـاعت  16 مدت به و شده ريخته

 ده .شـدند  قرارداده  آنزيم كردن عمل جهت گراد يسانت

بـه   هـا  نمونـه  شده هضم PCR محصولات از ميكروليتر

 بـافر  ميكروليتـر  1 بـا  ، BstNIمحـدودالاثر  آنزيمله يسو

 بـه  كـردن  مخلـوط  از پس وشده  مخلوط گذاري نمونه

 ريختـه  درصـد  2آگارز ژل هاي چاهك در پيپت وسيله

 از استفاده با و شدند داده قرار الكتروفورز وتحت شد

  .گرفتند قرار برداري عكس مورد داكيومنت ژل دستگاه

بــا اســتفاده از   شــده يآور جمــع يهــا داده

ه و ي ـتجز يمجذور كـا  يو آزمون آمار SPSSافزار  نرم

  .ل شدنديتحل

  ها افتهي

در افـراد گـروه    AGپ ي ـژنوت جيبر اساس نتا

را داشـت، در  ) درصـد  9/56( ين فراوان ـيشتريشاهد ب

درصـد مـوارد    1/37راد گروه مورد در كه در اف يحال

). p=03/0(دار بـود  ين اخـتلاف معن ـ ي ـمشاهده شد كه ا

مربوط  ين فراوانيشترين در افراد گروه مورد بيچن هم

و در افــراد گــروه  بــود) درصــد GG)9/42پيــنوتبــه ژ

ده شد كـه  ياز موارد د 5/18پ فقط در ين ژنوتيشاهد ا

 نتايج  هم چنين ).p=003/0(دار بود يز معنين تفاوت نيا

گروه شاهد ژنوتيپ نـوع  حاصله نشان داد كه در افراد 

AG  ي، در حـال )درصد 9/56(را داشت ياوانفربيشترين 

              درصــد  GGژنوتيــپ نــوع كــه در افــراد گــروه مــورد  

ــر   ــه دو نــــــوع ديگــــ ــالايي را نســــــبت بــــ                           بــــ

   .)1جدول ()درصد 9/42(داشت

  طالعه مورد م يها مشاهده شده در گروه يپ هايژنوت) تعداد و درصد( ينسب يسه فراوانيمقا: 1 جدول

  پيژنوت

  گروه

AG AA  GG جمع  

  35)100(  15)9/42(  7)20(  13) 1/37(   مورد

  65)100(  12)5/18(  16)6/24(  37)9/56(  شاهد

  03/0  يدار يسطح معن
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  بحث

 دچار زنان در شايع عوامل از يكي مكرر سقط

 از بـيش  ژنتيكـي  عوامـل  كـه  اسـت  باروري در اختلال

 ايـن . )11و 12(دشـون  يم ـ شامل را سقط موارد از يمني

ــه ــا مطالع ــدف ب ــي ه ــي بررس ــم پل ــماره مورفيس  ش

rs2623047 سـابقه  بـا  زنـان  در انسـاني  1 سولفاتاز ژن 

  .شد انجام مكرر سقط

 اسـت  مسـتقر  سلولي يغشا در كه مذكور ژن

 كنـد  يم عمل رونويسي از پس پردازشگر يك عنوان به

 نظيـر  هـايي  پروتئوگليكان از  o-6 هاي گروه حذف با و

 اتصـال  جايگاه تغيير در را يممه نقش سولفات نهپارا

ــولي ــايي مولك ــر ه ــاي FGF,VEGF,BMP,WNT,SHH نظي  اف

 ينـدهاي آفر از وسيعي طيف در ترتيب اين به و كند يم

 و تـرميم  سـلولي،  تكثير و رشد آنژيوژنز، نظير سلولي

 .)13و  3(باشـد  يم ـ دخيل جنين تكامل و ها زخم بهبود

 زنـان  در G آلـل  فراوانـي  داد، نشان بررسين يا نتيجه

 از بيشـتر  داري معنـي  نسـبت  بـه  آزمـايش  مورد گروه

 بر گرفته صورت مطالعات اكثر و باشد يم شاهد گروه

 ماننـد  هـايي  سرطان در آن بيان زمينه در ژن اين روي

 نتـايج  كـه  اند بوده هپاتوسلولار و معده سينه، تخمدان،

 در ژن ايـن  بيـان  كاهش دهنده نشان مطالعات اين همه

 تنظـيم  در نقش به  آن علت كه است سرطاني هاي بافت

 ژن نقــش بــا ارتبــاط در. )14(گــردد يمــ بــر زايــي رگ

  هولست مطالعه به توان يم جنين تكامل در 1 سولفاتاز

 نـاك  كردنـد  مشاهده كه كرد اشاره )2007(همكاران و

 باعـث  مـوش  جنـين  در 2و1 سـولفاتاز  ژن كردن اوت

 هـاي  بررسـي  چنـين  هـم  .)15(شـود  يم آن بقاي كاهش

 ژن محصــول كــاهش يــا نبــود كــه داد نشــان يگــريد

 و اســكلتي عصــبي، اخــتلالات باعــث 2 و 1 ســولفاتاز

   .)16(گردد يم عضلاني

 بـا  زنان روي بر حاضر مطالعه مشابه كنون تا

 مطالعـه  در و اسـت  نگرفتـه  صورت مكرر سقط سابقه

 از حـاكي  مـوارد  بعضـي  در ژنـوتيبي  فراوانـي  حاضر

 زنان و شاهد گروه دو بين داري يمعن اختلافات وجود

نتايج به دست آمـده نشـان    .است مكرر سقط سابقه با

هاي ژنوتيـپ در دو   كه نسبت تعداد درصد فراوانيداد 

  .داري دارد يگروه شاهد و آزمون با هم تفاوت معن

  

   گيري نتيجه

فاتاز لژن سـو  مورفيسم پلي كه اين به توجه با 

 درناحيـه  كـردي  عمـل  مورفيسـم  يپل ـ يك عنوان به 1

 كننـده  تنظـيم  كـه  اسـت  شـده  واقـع   ژنايـن   پروموتر

 باشــد يمــ رونويســي ســطح در ژن ايــن هــاي فعاليــت

 توانـد  يم ـ G با  Aجايگزيني كه رسد يم نظر به بنابراين

 كـه  شـود  1 سولفاتاز نژ فعاليت سطح در تغيير باعث

 توانـد  يم ـ و اسـت  لازم جنينـي  هـاي  انـدام  تكامل جهت

  .گردد جنين سقط اعثب

 و اي هزينـه  هـايي  محـدويت  وجـود  به توجه با

ــان ــوارد ،زم ــر م ــان جهــت زي  پيشــنهاد بيشــتر اطمين

 گـرفتن  نظـر  در با جامع بررسي يك انجامـ 1؛ دشو يم
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ــر ــي ديگ ــاي مورفيســم پل ــي ه ــولفاتاز  ژن كلينيك  ،           1س

 لانـه  از بعـد  و گزينـي  لانـه  مراحـل  در ژن اين بيان ـ2

 تعـداد  بـا  مطالعـه  ايـن  ـ3 .گردد بررسي دقت با گزيني

  .گردد انجام نمونه بيشتري

  

  تشكرر و يتقد

 مقطـع  نامـه  پايان از بخشي حاصل مطالعه اين

 بـا  كـه  بـود  پزشـكي  ژنتيـك  رشـته  ارشـد  كارشناسي

 يـزد  صدوقي شهيد پزشكي علوم دانشگاه مالي حمايت

  .شد انجام يزد ناباروري مركز و
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Abstract 

 

Background & aim: recurrent miscarriage is defined as accruing of at least 3 clinical spontaneous 

abortions or more. Several factors including genetic and environmental factors are involved in it. 

Among them, sulftase1 gene rs2623047 has a role in the human embryonic development.  

The purpose of this study was to evaluate sulftase1 gene rs2623047 polymorphism in women with 

recurrent abortions referred to the infertility center of Yazd, Iran. 

 

Methods: In the present case-control study, sixty-five healthy women were selected as controls 

and thirty-five women with recurrent miscarriage were included as cases. Blood samples were 

taken from both groups manually, using a low-salt DNA extraction and amplified fragment 

polymorphism rs2623047 1 sulfatase gene made by PCR and enzymic digestion conducted using 

BstNI enzyme. Results were analyzed using the chi-square test. 

 

Results: GG genotype in cases were 42±9% and in control group 5/18% respectively (p=0.003). 

While the AG genotype in the control group was 9.56% and in the cases 1.37% (p=0.003). 

 

Conclusions: Genetic variation in sulfatase 1 gene may have a role in embryonic development 
during pregnancy and larger studies with more samples along with other polymorphisms in this 
gene may be helpful. 
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