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  چكيده
 ذهني در افتادگي عقب بروز يکي از علل ، وريز  درونو متابوليك بيماري ترين شايع تيروئيد، مادرزادي كاري كم :مقدمه

هاي تيروئيد  سنتز هورمون  دخيل دريها آنزيم ي کدکننده هاي جهش ژناثر  در ممکن است بيماري اين. است كودكان
ترين عامل در بروز  اول نقص در ژن تيروئيد پراکسيداز به عنوان متد.دارد نام هورمونوژنزتيروئيدي ديس رخ دهد كه

کودکان  ژن تيروئيد پراکسيداز درهاي  اين مطالعه بررسي شيوع جهشدر هدف  . مطرح استديس هورمونوژنزتيروئيد
  نوزاد۴۰ رويدر   مقطعيصورت به مطالعه اين: ها مواد و روش .تيروئيد در استان اصفهان بود هورمونوژنز به ديس مبتلا
 از ژنوميك DNA استخراج. شد انجام تيروئيد هورمونوژنز ديس دليل به تيروئيد درزاديما مييدا كاري كم به مبتلا
اگزوني ژن تيروئيدپراکسيداز تکثير شدند ي   ناحيه۱۷. شد انجام نمك اشباع استاندارد روش اين بيماران به خون ي نمونه

 يک جهش بدمعني در: ها يافته .تند و تعيين توالي مورد بررسي قرار گرفSSCP با روش غربالگري PCRو محصولات 
 ،۸ ،۷ ،۱هاي  نوکلئوتيدي مختلف واقع در اگزون تک مورفيسم  پلي۷ در يک بيمار، و۱۵اگزون   در)G2669A (موقعيت

در مقايسه با  شيوع جهش در ژن تيروئيدپراکسيداز در اين مطالعه :گيري نتيجه. يافت شدژن تيروئيد پراکسيداز  ۱۵ و ۱۱
 مربوط به مورد بررسياين احتمال وجود دارد که جهش مربوط به اين ژن در بيماران . بودکمتر ،  مشابههاي مطالعهساير 

ديگر دخيل هاي  و بررسي ژن SSCPديگر در کنار هاي  روشاستفاده از  ،اين علاوه بر. نواحي اينتروني و تنظيمي باشد
  .رسد ظر مي بعدي لازم به نهاي مطالعهتيروئيد در  هورمونوژنز در ديس

  
  SSCP، داز، جهشيد پراکسيروئي ژن ت،ديروئيس هورمونوژنز تيتيروئيد، د مادرزادي كاري كم :واژگان كليدي

  ۳/۵/۸۸ :ـ پذيرش مقاله ۷/۴/۸۸ :ـ دريافت اصلاحيه ۲۹/۲/۸۸ :دريافت مقاله

  
  

  مقدمه

 يا (OMIM No:# 274500) ديروئيتمادرزادي  يکار کم
i(CH) ،ز کودکانير غدد درونهاي  بيمارين يترعي از شايکي 

  ازصورت تشخيص و درمان زودرسکه در  است

                                                           
i- Congenital Hypothyroidism 

  محسوبي ذهنيماندگ  عقبيريشگين علل قابل پيتر متداول

به  اروپا و آمريکاي شمالي در  شيوع اين بيماري.شود مي

 ۱،۲.است نوزاد گزارش شده ۴۰۰۰ تا ۳۰۰۰ در ۱ طور متوسط

کاري  کمغربالگري هاي  همطالع بار اولين براي ايران، در

 انجام كمبود يد رفع قبل از ،۱۳۶۶سال  درمادرزادي تيروئيد 

 از بعد ۳.شدبالا متوقف ميزان فراخوان  به دليل طرحكه  شد
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 ۵۴۴ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۸۸دي ، ۵ ي شماره,  يازدهمي دوره

 

  

 كاري كم غربالگري ،)۱۳۶۸ سال(طرح يدرساني عمومي 

در  و تهران در ۱۳۷۶ سال رد دوباره تيروئيد مادرزادي

اين هاي  يافته. اجرا شدديگر بعد در چند استان هاي  سال

کشور نسبت به  شيوع بالاي اين بيماري را درها  بررسي

کاري مادرزادي تيروئيد  فراواني کم . دادندنشان آمار جهاني

 ۱ ،۹۱۴ در ۱ به ترتيب  فارس و اصفهان،تهرانهاي  استان در

 نوزاد تازه تولد يافته تخمين زده شده ۳۱۷ در ۱ و ۱۴۲۳در 

 موارد به صورت گذرا %۱۰ين مبتلايان، حدود  در ب۴،۵.است

يا ها   به طور خود به خود و کامل در عرض هفتهو است

 باقي مييساير موارد به صورت دا. رود  ميماهها از بين

 يمي دايکار کمنوع متداول د يروئيژنزت سي د۶.ماند مي

 به غلبو اآن است  موارد %۸۵شامل  و ديروئي تيمادرزاد

ل اشکال ي که به دلكند بروز مي) گير تك (کيصورت اسپوراد

جاد و به دو نوع ي اينيد در دوران جنيروئي تي در تکامل غده

د يروئي تي غده (يپوپلازيو ه) ديروئي تي فاقد غده ( يآژنز

در محل  اي، غده يپوپلازيدر نوع ه. شود  ميميتقس) کوچک

. شود  ميدهيگردن د آن در ر ازي غيگاهيا جاي خود يعيطب

با عنوان  يميداد يروئي مادرزادي تيکار کم ي  ماندهي باق۱۵%

آن   و در شناخته شده استديروئيهورمونوژنز ت سيد

قادر به طبيعي د يروئي تي ان با وجود داشتن غدهيمبتلا

نقص  د،يروئيت هورمونوژنز سيد علت.  نيستندسنتزهورمون

به بيشتر ن نوع يا. د استيروئيسنتز هورمون ت فرايند در

 در ۷. با توارث اتوزوم مغلوب گزارش شده استيورت ارثص

هورمونوژنز، اختلال  سينوع د در مختلف مؤثرهاي  ن ژنيب

 2p25کروموزوم  ، واقع در)TPOi( دازيدپراکسيروئيدر ژن ت

ن ي ا۸. شناخته شده استعاملن يتر ن و مهميتر عيبه عنوان شا

 و  استKbp ۱۵۰ يبي تقري اندازه با  اگزون و۱۷ يژن دارا

ن کوچک يموک ديبا  که کند يم  را کديآهن دار نيکوپروتئيگل

 ي  غدهيکوليفولهاي  سلول ي داخلي به غشاييدرون غشا

 را در سنتز ي و نقش اصلشود ميد متصل يروئيت

 هاي  مطالعه تاکنون در۹.دينما  ميفاي ايديروئيتهاي  هورمون

 نوع ۴۰ز ش ايب ،ييايآس  ويياروپا انجام شده در چند کشور

بسياري از آنها روي   شده کهييشناسا TPOجهش در ژن 

ها  جهشبيشتر . ندا اين ژن واقع شده ۱۴ و۹،۱۰، ۸هاي  اگزون

از نوع ها   و تعداد کمي از آن استiiاي از نوع جهش نقطه

 ي نوکلئوتيد۴دوپليکاسيون .  هستنداضافه حذف وهاي  جهش

GGCC ودرس در  که منجر به کدون خاتمه ز۸ در اگزون

                                                           
i - Thyroid Peroxidase 
ii - Point mutation 

 ها مطالعهشتر ين جهش در بيتر عيشود، شا  مي۹ اگزون

  ۱۰- ۲۸. شده استيمعرف

 غربالگريبا اجراي طرح همزمان  در استان اصفهان،

 ي زمينه  در مختلفييها مطالعه کاري مادرزادي تيروئيد، کم

و ريز  درون در مرکز غدد يمارين بي ايوع بالاي شيافتن علت

 يد  كمبودآنجا که از.  استل انجاممتابوليسم اصفهان در حا

 در جهان تيروئيد مادرزادي كاري كم علت ترينشايع عنوان به

کشور،  انجام طرح يدرساني عمومي در  بعد از۲۹،معرفي شده

 شدانجام ها   آنمادران  نوزادان و دراي در اصفهان مطالعه

، در  در آن مطالعهمورد بررسيهاي  که ميزان يد در نمونه

اي ديگر، فراواني   در مطالعه۳۰. طبيعي قرار داشتي محدوده

کاري دايمي مادرزادي تيروئيد در استان اصفهان بسيار  نوع کم

بالاتر از فراواني اين نوع نسبت به آمار جهاني گزارش شد و اين 

دهد که کم کاري مادرزادي تيروئيد به علت موارد  نشان مي

هاي  هاي مطالعه يافته ۳۱.تر است دايمي در استان اصفهان شايع

گر اين است که  بيان ديگر در اين زمينه در استان اصفهان

ميزان بالاتري از  ابتلاي علت هورمونوژنز تيروئيدي، ديس

از طرف ديگر، شيوع . است جهاني آمار با مقايسه بيماران در

هاي  هاي داراي ازدواج  در خانوادهکاري مادرزادي تيروئيد کم

   ۳۲،۳۳.استخويشاوندي، بيشتر 

هاي  رسد ازدواج فاميلي و جمع شدن ژن بنابراين، به نظر مي

 هورمونوژنز  ي اتوزوم مغلوب و بروز ديس يافته جهش

کاري مادرزادي  ي شيوع بالاي کم کننده تيروئيدي تاحدي توجيه

اين مطالعه به بررسي شيوع . تيروئيد در اين استان باشد

داز در کودکان مبتلا به هاي احتمالي ژن تيروئيد پراکسي جهش

ي  کاري مادرزادي تيروئيد دايمي استان اصفهان با اندازه کم

ي تيروئيد طبيعي پرداخته است و هدف آن کمک به  غده

شناسايي علل بالا بودن شيوع اين بيماري در استان اصفهان، 

ي ژنتيک و شناسايي ناقلان در  ها در مشاوره استفاده از يافته

  . در استان اصفهان استغربالگريي  رنامه بنمودنجهت بهتر 

  

  ها مواد و روش

 در شده متولد نوزادني   همه،۱۳۸۱ ماه خرداداز ابتداي 

 از اوليه در صورتي که بعدغربالگري پس از  اصفهان استان

 ميكروگرم ۷و واحد بر ليتر   ميليTSH ≤ ۱۰تولد دوم ي هفته

ي کار کم لا بهبه عنوان کودکان مبت داشتند، T4 ليتر بر دسي

 قرص پزشک، با  و توسطي تلقديروئيت يمادرزاد

 ،كلي سلامت نظر از ن کودکانيا. درمان شدند وتيروكسينول
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 سكينه كريمي زارع و همكاران احتمال جهش در ژن تيروئيدپراكسيداز ۵۴۵

 

  

 مركز در اي دوره صورت به موارد ساير و درمان كفايت

 در. پيگيري شدند متابوليسم وريز  درون غدد تحقيقات

مشکل  ا گذار بودني دايمي صي تشخبرايبعدي  ي مرحله

 دو گروه شيرخواران به ماران،يب نيا در ديروئي تيکار مک

  . شدند ميتقس

به  مطالعه شروع زماناز   بودند کهيکودکان ،اول گروه

 نيروکسيلووت قرص افراد نيا در. ده بودنديرسي سالگ سن سه

کاري  کم به ابتلا نظر از دارو قطع از بعد ماه کيها  آن شد و قطع

  و)TSH و T4با بررسي (شدند  مايشآز و تيروئيد دايمي معاينه

کاري کم  بهه عنوان کودکان مبتلااثبات بيماري، ب صورت در

درمان و پيگيري  تلقي و دوباره دايمي  تيروئيدمادرزادي

ي ژنز سيتواند د علت بيماري در اين مقطع، مي. شدند اي دوره

 ديروئيتهاي  هورمون سنتز دري ميآنز اختلال ک يا يو ديروئيت

قبل از درمان مجدد، . باشد) هورمونوژنز تيروئيد سيد(

. انجام شد ديروئيت زتوپيوايراد اسکن اي يسونوگراف

 تحقيقات مركز در مجرب راديولوژيست سونوگرافي توسط يك

 ۲۰۰۰ مدل الكتريك هوندا دستگاه متابوليسم با ريز و درون غدد

 از تيروئيد و اسكن مگاهرتز، ۵/۷ ي شماره Linear پروب با و

 در گردن ي ناحيه از قدامي نماي در planar تصاوير طريق

. انجام شد پرتكنتات تكنسيم با و گردن extension وضعيت

 ساخت Gamma camera ESPECT 75 PMT مربوط دستگاه

 زمان در تولد بدو در كه كودكاني تنها. آلمان بود كشور

 عشرو از قبل تيروئيدي و مادرزادي کاري کم ي اوليه تشخيص

 در تيروئيد را نسج تيروئيد اسكن اند و شده تيروئيد اسكن دارو

. معاف شدند سونوگرافي انجام داده بود، از نشان طبيعي محل

کودکاني که در بدو تولد در اسکن آژنزي داشتند براي تأييد يا 

 نوزاد کهي صورت در. رد تشخيص دوباره سونوگرافي شدند

تيروئيدي  هورمونوژنز سيداشت، د طبيعي اسکن اي يسونوگراف

  . براي او مطرح شد

تيروئيد دايمي  يمادرزاد کم کاري به انيمبتلا از دوم گروه

 که پس از سن يک سالگي باوجود درمان  بودنديکسان

و مشابه ) واحد بر ليتر  ميلي۱۰ ≤ (نشده مهار TSH همچنان

 مجموع، در. داشتند طبيعي اسکن اي يگروه اول سونوگراف

 مادر کاري کم به کودکان ابتلاي مطالعه، به اين ورود معيار

 در تيروئيد طبيعي آناتومي داشتن تيروئيد دايمي و زادي

گيري رضايت کتبي از  قبل از خون. بود اسکن يا سونوگرافي

  .والدين بيماران براي ورود به مطالعه گرفته شد

 سي  سي۵ مقدارمورد بررسي كدام از كودكان  از هر

دار،  درپوشهاي فالكون  لوله در  خوني نمونه ه وگرفت وريدي

در ريخته شد و ) مول  ميليEDTA )۵ي ضد انعقاد  داراي ماده

 انجامهاي خون براي  نمونه.  گرديد نگهداري-c˚۷۰دماي 

 بخش پزشکي مولکولي يخ بههمراه مراحل بعدي طرح 

ي  مطالعه توسط کميته. انتقال يافتيتوپاستور تهران تانس

ريز و متابوليسم اصفهان   تحقيقات غدد دروناخلاق مرکز

  .بررسي و تأييد شد

DNA ژنوميک از خون محيطي بيماران به روش اشباع 

 و بعد از ارزيابي خلوص و غلظت توسط ۳۴ استخراج شدiنمکي

ي سانتيگراد   درجه-۲۰در فريزر  دستگاه اسپكتروفوتومتر،

  . نگهداري شد

جفت آغازگر GeneRunner ۱۷افزار  ابتدا با کمک نرم

(primer) براي مناطق اگزوني و مجاور اگزوني ژن تيروئيد 

پس از ساخت آغازگرها، اين ). ۱جدول (پراکسيداز طراحي شد 

بعد از ) PCR(اي پليمراز  ي واکنش زنجيره نواحي به وسيله

  .سازي به طور جداگانه تکثير شدند بهينه

 هر  پيکومول از۱۰مواد مورد نياز اين واکنش شامل 

 نانوگرم ۵۰۰ آغازگر پايين دست و بالا دست براي هر اگزون،

DNA ژنومي، مخلوط dNTP )با ) شرکت سيناژن ـ ايران

 ۵/۲مول،   ميلي۲ با غلظت MgCl2 ميکرومول، ۲۰۰غلظت 

مراز  پلي Taq DNAواحد آنزيم  ۵/۰ و 10Xميکروليتر بافر 

. بود ميکروليتر ۲۵در حجم نهايي ) شرکت سيناژن ـ ايران(

 آن علاوه بر CG به دليل درصد بالاي ۸براي تکثير اگزون 

متيل سولفوکسايد   ميکروليتر دي۱مواد فوق به ميزان 

(DMSO) ii به ترکيب واکنش اضافه شد .PCR در دستگاه 

 به ۹۵ي  با دماي واسرشت اوليه) اپندورف ـ آلمان( ترموسايکر

 با دماهاي اي  سيکل تحت برنامه۳۰ آغاز و سپس  دقيقه۴مدت 

دماي اتصال بهينه شده براي  (۶۲-۵۵ و اتصال، ۹۵واسرشت 

گراد  ي سانتي  درجه۷۲مريزاسيون  و پلي) هاي مختلف اگزون

 ثانيه ادامه پيدا كرد و در نهايت ۴۰ و۳۰، ۴۵به ترتيب به مدت 

 دقيقه خاتمه ۵ درجه به مدت ۷۲مريزاسيون نهايي  با دماي پلي

 با PCRش به منظور بررسي، محصول بعد از اتمام واکن. يافت

 تا ۵/۱ي تکثير شده روي ژل آگاروز  در نظرگرفتن طول قطعه

ليتر،  گرم بر ميلي  ميلي۵/۰ ميکروليتر اتيديم برمايد ۱داراي % ۲

الکتروفورز و سپس با تابش   ولت۸۰ دقيقه با ولتاژ ۳۰به مدت 

مارکر ي  ها با اندازه ي آن نور ماوراي بنفش مشاهده و اندازه

100 bpمقايسه و تأييد شد .  

                                                           
i- Salting out  
ii - Dimethyl Sulfoxide 
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  دازيدپراکسيروئير ژن تي تکثيبه کار رفته براهاي  مشخصات آغازگر -۱جدول 

  

  

 احتمالي ژن تيروئيدپراکسيداز،هاي  براي بررسي جهش

 به اين صورت که.  استفاده شدSSCP iازآزمايش غربالگري 

 حاصل از تمام نواحي تکثير PCRمحصول  از  ميکروليتر۵

به طور جداگانه  )۸ي مربوط به اگزون  به غير از ناحيه(شده 

از   ميکروليتر۷با ) کنترل منفي(طبيعي و به همراه کنترل 

SSCP loading bufferبروموفنل ، %)۹۵( فرماميد شامل  که

 مخلوط شد و  است،%)۰۵/۰( و زايلن سيانل%) ۰۵/۰( بلو

 ي  درجه۹۵ دقيقه در حرارت ۱۰ترکيب حاصل به مدت 

به سرعت  انکوبه و DNAاي شدن  رشته تک براي گراد سانتي

با استفاده از سرنگ ها  سپس نمونه. شديخ منتقل در 

ل تعبيه شده روي ژل پلي آکريهاي  هاميلتون به درون چاهک

                                                           
i - Single Conformational Pdymorphism 

 درصد گليسرول ۱۰شامل  iiکننده غيرتقليب% ۸ ،۱ به ۲۹ آميد

ي  درجه ۴در دماي   ساعت۱۰-۱۶منتقل و به مدت 

 ظهور براي. شدند الکتروفورز  ولت۳۰۰ با ولتاژگراد  سانتي

به اين . آميزي نيترات نقره استفاده شد باندها از روش رنگ

اسيد % ۵ با محلول شامل هق دقي۵ترتيب که، ابتدا ژل به مدت 

نيترات   دقيقه با۱۰اتانول تثبيت، و در ادامه  %۴۰استيک و 

آب مقطر باندها  شستشو با پس از. آميزي شد رنگ% ۱ي  نقره

قابل رويت شدند و  %۳۷و فرمالدئيد % NaOH ۵/۱محلول  با

 .شدواکنش متوقف % ۱در نهايت با اضافه کردن اسيد استيک 

از نظر ) کنترل منفي( طبيعي باندهاي حاصل با کنترل ،سپس

اي که   و هر نمونهشدندمقايسه  حرکتي و محل قرار گرفتن،

                                                           
ii- Nondenaturing 

  ناحيه    آغازگر بالادست  دست آغازگر پايين

موقعيت  (´3→´5) توالي

 '5سر 

تا 

انتهاي 

  اگزون

موقعيت   (´3→´5) توالي

 '5سر 

تا 

انتهاي 

  اگزون

طول 

 قطعه
(bp)  

دماي 

  آنيلينگ

  CACTTTACAAGTTCCAATGATG  ۶۷+   GACTTCCTAGCATCTTGACG  ۷۰-  ۲۲۰ °c ۵۸  ۱اگزون 

  CATGGCCTTGTCAGTGCTTG  ۹۵+  AGACAAGGACACAGCGGTTC  ۷۴-  ۲۲۵ °c ۶۰  ۲اگزون

  TTAACAATGGCAAGCTTCAG  ۱۲۳+  AAGCAACACTGTCAGTGAATC  ۶۷-  ۲۷۵ °c ۶۰  ۳اگزون

  CACAAAGTCAAGGTGTCCTC  ۶۵+  TT AGTACCAAAGATACCATAGAC  ۶۰-  ۲۹۵ °c ۶۰  ۴اگزون

  TCCTTCATGATGGCATCTAGTC  ۷۳+  CAAATTCAGATGCTGGAGTCAC   ۱۰۱-  ۳۰۸ °c ۶۱  ۵اگزون

  AGCATCACAGGACCCAATC  ۵۲+  CTGAGAATGGTGTCTTATATCTG   ۸۶-  ۳۱۳ °c ۶۱  ۶اگزون

  TTGACGTTTTAAATAGCACTTAG  ۶۰+  GTCATCTTTCTGCTACCACG   ۶۱-  ۳۲۷ °c ۵۵  ۷اگزون

  AAGTACCTGGGAGAGAGA AGC  ۱۶۳+  AGAGTCTTACAA AGG GTG CAC   ۶۰-  ۶۷۸ °c ۶۰  ۸اگزون

  AAGAGTTCATGGGGACCAG  ۴۵+  TCA CTGAGATGCTTTTCCTAT C   ۲۹-  ۳۲۷ °c ۶۰  ۹اگزون

  AGTCTCTCTAGCAGCAGGTTG  ۷۹+  GTTTCTCTAGAACTGAGCCAAG   ۵۵-  ۳۰۶ °c ۶۱  ۱۰اگزون

  TGTGCAGAACGTGAAGGAAG  ۴۴+  AACAAAAGTTCAGTTCTGTGAGAG   ۵۱-  ۳۳۰ °c ۶۱  ۱۱اگزون

  CTTTGTTTGATGAGATGCACG  ۵۷+  CTC CAT GCA CTG TGA CCT TAC   ۴۲-  ۳۰۸ °c ۶۱  ۱۲اگزون

  CTTATATCGGAAACATTCAGATG  ۵۴+  CTTTTCTCGTAGTTTGACTACATG  ۴۶-  ۲۷۱ °c ۶۰  ۱۳اگزون

  TACAAAAACTCGCAAATGGAC  ۶۹+  AGAGAAGCACCTCCCAGAAC  ۶۹-  ۲۷۰ °c ۶۱  ۱۴اگزون

  ATTGCAGCCATGTCCAGAG  ۶۹+  CAGACTCAGGCAGGACAACC   ۷۵-  ۲۴۴ °c ۶۱  ۱۵زوناگ

  CCAGATCCTGTCCAACCACT  ۵۹+  CTACCCTCCACAGTCACGGT   ۶۱-  ۲۵۰ °c ۶۲  ۱۶اگزون

  GTGATTTTGGGAACATGAAG  ۴۹+  TGTGAAAAGAGCTCCTGTC ۱۰۸-  ۲۱۱ °c ۶۲  ۱۷اگزون
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 سكينه كريمي زارع و همكاران احتمال جهش در ژن تيروئيدپراكسيداز ۵۴۷

 

  

 ديده شد، پس طبيعيدر آن تغيير الگوي حرکت نسبت به فرد 

سازي   ميکرو ليتر و خالص۵۰ مجدد در حجم کلي PCRاز 

  ـکياژن( از ژل DNAکيت تخليص   توسطPCRمحصول 

 بالادست به روش ختم پايين دست ياهاي  با آغازگر ، و)آلمان

تعيين )  کره ـشرکت ماکروژن(زنجيره به صورت تجاري 

  . توالي شد

در اينجا کنترل طبيعي يا کنترل منفي به عنوان فردي در نطر 

گرفته شد که فاقد هر گونه تغيير نوکلئوتيدي در توالي ژن 

براي انتخاب اين مورد از فرد سالم که از . تيروئيدپراکسيداز باشد

. هورمونوژنز تيروئيد بود، استفاده شد اليني فاقد بيماري ديسنظر ب

 ۲۰ طبيعي در سن T4 و TSHفرد طبيعي انتخاب شده داراي ميزان 

در اين . سالگي بود و اسکن و سونوگرافي تيروئيد طبيعي داشت

ي نواحي اگزوني ژن تيروئيدپراکسيداز تعيين توالي شد و  فرد همه

  .توالي ژن تيروئيد پراکسيداز تأييد شدنبود تغيير نوکلئوتيدي در 

داراي هاي  نمونه وجود عدم علت در شروع آزمايش به

ي  نمونه مورد، جمعيت  درTPOتغيير نوکلئوتيدي در ژن 

اي که در آن وجود تغيير نوکلئوتيدي در  نمونه(کنترل مثبت 

وجود  )ييد شده باشدأاي از ژن تيروئيدپراکسيداز ت ناحيه

ي  هنگامي که در يک ناحيه  انجام کار،مهنگادر  .نداشت

در نمونه يک   تفاوت حرکتي،اگزوني ژن تيروئيدپراکسيداز

 فرد ي نمونه مشاهده شد،) کنترل منفي (طبيعيبيمار با کنترل 

 و نوع تغيير نوکلئوتيدي در آن شدمذکور تعيين توالي 

 از اين نمونه به ،در مراحل بعدي. ييد شدأي ژني ت ناحيه

ي ژني استفاده شد  ي کنترل مثبت براي آن ناحيه مونهعنوان ن

ي ساير بيماران و کنترل منفي روي ژل  و در کنار نمونه

  . الکتروفورز شد آميد آکريل پلي

مهم که بر حساسيت تکنيک متغيرهاي جا که يکي از  از آن

 تکثير شده هاي هي قطع گذارد، اندازه  مي اثرSSCPغربالگري 

ش تدريجي در حساسيت تکنيک با کاه  و استPCR توسط

 در ،دارد  به بالا وجودbp ۲۵۰ از DNA ي افزايش طول قطعه

  باز در نظر۳۵۰اين تکنيک معمولاً حد بالاي طول قطعه حدود 

 به علت بزرگ بودن و نداشتن ۸اگزون  فقط. شود  ميگرفته

 در ،SSCPي تکنيک  شرايط مناسب براي بررسي به وسيله

. شد تکثير و تعيين توالي  طور مستقيمها به  نمونهي همه

 بيمار   فرد که شديدتر از بقيه۴علاوه بر اين، در بين بيماران 

 انتخاب، و علاوه بر بررسي تمام قطعات مربوط به ژن بودند،

TPO توسط SSCP،تعيين توالي شدها  آن درها   کل اگزون .

ل  حاصهاي يافته با SSCP هاي يافتهي  اين کار براي مقايسه

احتمالي در هاي  از تعيين توالي کلي و بررسي ميزان خطا

 . انجام شدSSCPتکنيک 

 با نرم افراز يالتجزيه و تحليل اطلاعات حاصل از تعيين تو

انجام شد و سپس با توالي اصلي ژن تيروئيد پر اکسيداز  كروماز

(Gen Bank Accession Number : DQ011222) ي  ي برنامه به وسيله

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast) Blast تطبيق داده شد و به اين 

پس از . ترتيب اختلاف باز مربوط با توالي اصلي مشخص شد

ي آنها، تغيير به  ها و ترجمه ي توالي هاي لازم درباره انجام آناليز

 Human Gene Mutationدست آمده با بانک اطلاعاتي موتاسيون، 

Database )http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd0.html(  و

 و SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)بانک اطلاعاتي 

  .شدند مرتبط با اين موضوع مقا يسه هاي مطالعه

  

  ها يافته

 TSH < ۱۰  بيمار با۴۰بين کودکان فراخوانده شده،  از

 در روزليتر   ميكروگرم بر دسيT4 < ۷و واحد بر ليتر  ميلي

 سالگي، و ۴ تا ۳ سن  ماه پس از قطع دارو در۱ و تولد ۷ تا ۳

به عنوان بيماران   انتخاب وطبيعيبا اسکن و سونوگرافي 

از نوع  دايمي کاري مادرزادي تيروئيد مبتلا به کم

کودک  ۱۱ نيوالد. هورمونوژنز وارد اين مطالعه شدند ديس

  . بودنديشاوندي ازدواج خويدارا

 تا ۷/۱(مناسب  ODاياستخراج شده دارهاي  DNAي  همه

 مناسب تشخيص PCR  برايي و کيفي و از نظر کمندبود) ۲

فاصل  و نواحي حدها   بيماران اگزوني در همه. داده شدند

  . شدندژن تيروئيدپراکسيداز تکثيرهاي  و اينترونها  اگزون

 ۷ مجموع و تعيين توالي در SSCP حاصل ازهاي  يافته

يک   و،TPO در ژن (SNP) نوکلئوتيدي مورفيسم تک نوع پلي

اگزون  درها  مورفيسم پلي.  نشان دادند۱۵در اگزون را جهش 

به صورت ) پروموتر(بالادست آن  ي مجاور يک و ناحيه

حالت  دو هر  در۱۵ و ۷،۸،۱۱هاي  اگزون هموزيگوت و

. هموزيگوت و هتروزيگوت در بيماران مشاهده شدند

 در SNPراي داهاي  مربوط به نمونهSSCP الگوهاي حرکتي

از  هتروزيگوت از يکديگر، و حالت هموزيگوت و دو هر

 ي همه.  متفاوت و قابل تشخيص بودند،SNPفاقد هاي  نمونه

گذشته گزارش  درمطالعه يافت شده در اين هاي  مورفيسم پلي

 ۲در جدول .  است موجودSNPشده و در بانک اطلاعاتي 

 موردران و فراواني آن در بيماها  مورفيسم پلي جايگاه

  .مطالعه، درج شده است
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  مورد بررسي ژن تيروئيدپراکسيداز در بيماران ي  آمدههاي به دست* SNP-۲جدول 

  ناحيه    مربوطه SNP تعداد بيماران با    

تغيير و 

 موقعيت

  †نوکلئوتيد

تغيير و 

موقعيت 

  اسيد امينه

اقد ف  هتروزيگوت  هموزيگوت
SNP  

ي  شماره  نوع تغيير

  ارجاع

ي  شماره

  SNP ثبت

  -   -  A-35G  -  ۱۲  -  ۲۸ تروپروم  ۱

  -  G11A  **  ۱۲  -  ۲۸  - ۱۳ ۱اگزون  ۲

   G859T A257S  ۶  ۱۵  ۱۹  Missense‡ ۱۳ rs4927611  ۷اگزون  ۳

   G1207T  A373S  ۹  ۱۴  ۱۷  Missense ۱۱ rs2280132 ۸اگزون  ۴

   G1283C  T398S  ۷  ۱۴  ۱۹  Missense ۱۱ rs2175977 ۸اگزون  ۵

   C2088T D666D ۶  ۱۵  ۱۹  Synonymous§ ۱۳ rs10189135  ۱۱اگزون  ۶

  T2630C  A847V  ۹  ۱۹  ۱۲  Missense ۱۶ rs1126799 ۱۵اگزون  ۷

* SNP =ها بر اساس  گذاري باز شمارهet al. 1989 Kimura شود،   ژن تيروئيدپراکسيداز به پروتئين کد نمي۱اگزون **، )۱۲(مي باشد†Missense : جهشي که

  والين: Vآسپارتيک، اسيد :Dترئونين، :T سرين،: Sآلانين، : Aشود،  جهشي که سبب تغيير اسيد آمينه نميSynonymous § شود، بب تغيير اسيد آمينه ميس

  

  

، تنها يک الگوي ۱۵مربوط به اگزون  SSCP هاي يافته

  راSNPداراي هاي   و نمونهطبيعيکنترل  حرکتي متفاوت از

فرد  آناليز تعيين توالي در). ۱ شکل( دادنشان  يک بيمار در

 ژن ۲۶۶۹گاه يجا  در(G) نيد گوانينوکلئوتجايي  مذکور، جابه

TPOني به آدن) A) (G2669A (ي  اسيدآمينه  تغييرکه سبب

 پروتئين ۸۶۰در موقعيت را  (A) آرژينين به (G) گلايسين

ر به يين تغي اشود تأييد نمود، که  ميتيروئيدپراکسيداز

با   جهش مشاهده شدهالبته. گوت مشاهده شديموزصورت ه

دست و بالا دست  انجام تعيين توالي با هر دو آغازگر پايين

  ).۲ شکل( تأييد شد

ها  آن  درTPOژن هاي   که تمام اگزونيماريب در چهار

مشابه يافته ن ي گزارش نشد که اي، جهشي شدن توالييتع

  . بودماران ين بيدر ا SSCP حاصل ازهاي  يافته

  

  

  

  
  

 هاي رديف. T2630C در جايگاه SNPفرد فاقد  : ۲رديف . طبيعيفرد  : ۱ رديف .۱۵ مربوط به اگزون SSCP نتايج ژل -۱ شکل
فرد  : ۱۰رديف .  به صورت هموزيگوتSNPافراد داراي  : ۹ و۸،۷،۵رديف  .هتروزيگوت  به صورتSNPافراد داراي  : ۶ و۳،۴

  .G2669Aدر موقعيت  داراي جهش هموزيگوت
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 سكينه كريمي زارع و همكاران احتمال جهش در ژن تيروئيدپراكسيداز ۵۴۹

 

  

  

  G2669Aمربوط به فرد داراي جهش هموزيگوت در جايگاه  ۱۵ نتايج تعيين توالي اگزون -۲شکل 

  

  

  بحث

 نقش ۳ به دليل داشتن (TPO)آنزيم تيروئيدپراکسيداز 

اکسيده کردن يد، (هاي تيروئيد  سنتز هورمون فرايند کليدي در

گلوبين و ي تيروزين در پروتئين تيرو امينه انتقال يد به اسيد

گيري  ي مجاور به منظور شکل هاي يددار شده اتصال تيروزين

 ۹.است فرايند ، مهمترين آنزيم در اين)هاي تيروئيد هورمون

 به عنوان تأ ثيرگذارترين عامل ژنتيکي TPOجهش در ژن 

  ۱۰-۲۸.ديس هورمونوژنز تيروئيد معرفي شده است

داز يدپراکسيروئيوع جهش ژن تيزان شين مطالعه، ميدر ا

استان  مبتلا به ديس هورمونوژنز تيروئيد کودک ۴۰در

افت شد يک مورد يتنها  ماري ب۴۰ن ياز ب .اصفهان بررسي شد

 ،نيبنابرا.  بودTPO ژن ي  کدکنندهيجهش در توالي که دارا

  .  استنيي مطالعه پا موردماراني در بTPOوع جهش ژن يش

ت يدر موقع TPO ژن ۱۵ در اگزون ،جهش گزارش شده

G2669Aي نهيدآميل اسي آن تبدي جهي قرار دارد که نت 

 با بار مثبت يوني ي نهيدآمي به اس(G)ن يسي گلايونيريغ

 دازيدپراکسيروئين تي پروتئ۸۶۰ت ي در موقع(A)ن ينيآرژ

د مربوط به يپپت ي پلTPO ژن ۱۵آن جا که اگزون  از. است

داز يدپراکسيروئين تي پروتئييدرون غشا (Domain)ن يمود

ن يمون دي برهمکنش اي شيوهر حاصل در ييکند، تغ  ميا کدر

 تأثير ديروئي تي  غدهيکوليفولهاي  سلول ي داخليبا غشا

 جادي اختلال اين با غشايح پروتئيدر اتصال صح گذارد و مي

ن ي عملکرد درست پروتئيح که برايعدم اتصال صح. کند مي

TPO ن و دريت پروتئي است، منجر به کاهش فعاليضرور 

  ۲۱.شود  ميد در فرديروئيد هورمون تيزان توليجه کاهش مينت

 در کشور Avbelj  توسط ۲۰۰۷ که در سال يا در مطالعه

ژن  مار انجام شد، جهش دري ب۴۶ درن يگو  و هرزهيبوسن

TPO يد معرفيروئي تژنزهورمونو سي موارد د%۴۵ عامل 

 و همکاران در  راكوورتوسطي  ن سال مطالعهي در هم۲۱.شد

 آن ي جهينت. مار انجام شدي ب۲۲ در ين اشغاليکشور فلسط

مبتلا به ماران ي در بTPO جهش ژن يوع بالايز شي نيبررس

  دو مطالعهآندر .  را نشان داديديروئيهورمونوژنز ت سيد

گر در ي دي مطالعه ۲۸.شدماران مشاهده ي ب%۹۰نوع جهش در 

ال  و همکاران در کشور پرتقرودريگوئز توسط ۲۰۰۵سال 

 ۱۳ نوع جهش در ۸ي  بررسآندر . مار انجام شدي ب۵۵در 

 در ۲۰۰۲ که در سال يا در مطالعه ۲۳.مار گزارش شديب

مبتلا به  ماري ب۱۶ انجام شد، در  نيووان توسطيکشور تا

 جهش در ژن يدارا) ماراني ب%۴۴( ماري ب۷رمونوژنز هو سيد

TPOش احتمال وجود جه ان شد کهيمطالعه بآن در .  بودند

ر يا جهش در ساي و TPO  ژنيمي و تنظينتروني ايدر نواح

ماران ير بيد در سايروئيهورمونوژنز ت سيل در ديدخهاي  ژن

  ۱۹.وجود دارد

 و TPOوع جهش در ژن ين شي آمده ببه دست ارتباط

 ساير با مطالعه اين دري ديروئيهورمونوژنز ت سي ديماريب

هاي  جهش بين ياديز  به نسبتارتباط  كه۱۹،۲۱،۲۳،۲۸ها مطالعه

افته بودند، ي يديروئيهورمونوژنز ت سي ديماريو ب ژن اين

.  مشابه بودهاي مطالعهتر از  نييار پاي نداشت و بسيهمخوان

 و ي بوسني ماران کمتر از مطالعهي ما تعداد بي در مطالعه

. بودوان ي و تاين اشغالي فلسطي شتر از مطالعهيپرتقال ب

 بود مشابه هاي مطالعه ي ن در محدودهماراي تعداد ب،نيبنابرا

وع کم جهش در ژن يل شيتواند از دلا  نميمارانيو تعداد کم ب
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 ۵۵۰ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۸۸دي ، ۵ ي شماره,  يازدهمي دوره

 

  

 يکار  کميبررسآن در  به علاوه، .داز باشديدپراکسيروئيت

 ن نوعييروش تع.  شدي بررسه سال۳ تا ۱د در کودکان يروئيت

ن و يگو  و هرزهي بوسني  مانند مطالعهكاري تيروئيد دايمي كم

تواند   نمي مطالعهمورد در افراد يماريوجود ب رتقال بود وپ

زان يم تغيير تفسير ما در مورد .به علت موارد گذرا باشد

 ي  در مطالعه: استزير ما شامل موارد ي جهش در مطالعه

. گرفت ي بررسTPO ژن ي اگزونينواح حاضر جهش در

 ي هيجهش در ناح ني ارتباط بي  دربارهيا تاکنون مطالعه

 هورمونوژنز سي ديماريو ب ن ژني ايمي و تنظينترونيا

وان يطور که در مطالعه تا همان. استنشده گزارش  ديروئيت

 يمي و تنظينتروني اي هيذکر شد، احتمال وجود جهش در ناح

 ي هي که فاقد جهش در ناحيمارانيداز در بيدپراکسيروئيژن ت

ن ت استايممکن است در جمع.  وجود دارد، بودندياگزون

ژن ي مي و تنظينتروني ايجهش نواح اصفهان

 يماريب  ازيداز عامل درصد بالاتريدپراکسيروئيت

د در يگر که باي دي مسأله. د باشديروئيهورمونوژنز ت سيد

 كه اين به با توجه ن استي اقرار گيرد ما مد نظر ي مطالعه

ا دار را به خود مربوط ژنتيكي ي گنجينه جمعيت اصفهان

ت ي، در جمعها مطالعهر يت برخلاف سااست، ممکن اس

 يماريل در بيگر دخي دييها اصفهان جهش ژن

 مي سدييکانال غشاهاي  د شامل ژنيروئيت هورمونوژنز سيد

 يوع بالاتري شپندرين و ئيداکسيدازوتير، تيروگلوبوليند، ي ـ

 در يماريداز داشته و بروز بيدپراکسيروئياز جهش در ژن ت

گر يدهاي  ل جهش در ژني به دلمورد بررسي ماماران يب

 ،گر مورد بحثي دي نکته.  باشديمارين بيل در ايدخ

تکنيک  . استک مورد استفاده در مطالعهيت تکنيحساس

SSCPارزان و مناسب، با حساسيت بالا هاي   يکي از روش

 بسيار هاي  اختلاف۳۵. است ژنتيکهاي براي تشخيص اختلاف

هاي  دي و حذف و اضافهجايي تک نوکلئوتي ي در حد جابهيجز

 ۳۷،۳۸.با اين روش قابل شناسايي است کوچک در توالي ژنوم

 و کاربرد بالاي TPOاي در ژن  شيوع بالاي جهش نقطه

اي در کنار ساير  نقطههاي   در تشخيص جهشSSCPتکنيک 

از دلايل انتخاب آن در  مزاياي اين روش که به آن اشاره شد،

بوسني و هاي  ربوط به کشورم ي در مطالعه.  استاين مطالعه

 براي غربالگري SSCPاز تکنيک  گوين و پرتقال نيز هرزه

هر دو  در. جهش در ژن تيروئيدپراکسيداز استفاده شده است

ثري براي تشخيص ؤ روش مSSCPي گذشته،  مطالعه

 تواند  مياين  معرفي شده است، كهTPOژن هاي  جهش

  .حاضر باشدي  تأييدي براي انتخاب اين روش در مطالعه

متفاوت ثانويه است هاي   تشکيل ساختار،SSCPاساس 

  شرايط ويژه مثل تغييردر DNAاي  رشته تکهاي  که زنجيره

 نوکلئيک به خودهاي  در ترکيب بافرها و يا توالي اسيد

 تفاوت الگوي حرکتي قطعات درسبب  مسألهگيرند و اين  مي

هاي  DNA ،گردد، بنابراين  ميي الکتروفورز نتيجه ژل در

اي که داراي يک جهش ژنتيکي باشند نسبت به  رشته تک

الگوي حرکتي  آميد آکريل  روي ژل پليهاي طبيعي رشته

 براي تأييد تغيير و مشخص ۳۷.دهند  ميمتفاوتي از خود نشان

تعيين   حرکتي متفاوتيداراي الگوهاي   نمونه،شدن نوع آن

اي تعيين حد بالاي توانايي اين روش بر. شوند  ميتوالي

، قابل تشخيص ماي  در مطالعه ۳۸. است%۹۰حدود ها  جهش

در تعدادي از  (SNP)نوکلئوتيدي  مورفيسم تک بودن چند پلي

از طرفي مشابه بودن   وSSCPبا روش  TPOژن هاي  اگزون

در چهار بيمار با  حاصل از تعيين توالي مستقيمهاي  يافته

 تکنيک  حساسيتدهد که  مي نشان،SSCP مربوط به هاي يافته

به حد بالاي تعيين جهش با اين تکنيک  به کار گرفته شده

نيز مانند ساير  SSCPولي در عين حال تکنيک . نزديک است

از معايب .  استخطا صدي ازرغربالگري داراي دهاي  تکنيک

SSCPوابسته بودن شديد به شرايط آزمايشگاه و  توان  مي

گيري  غيير شکل کم در ت تأثيرهايي که عدم تشخيص جهش

در مواردي نيز . نام برد گذارند،  ميرشته ساختار فضايي تک

 مورد بررسي با هاي قطعهبه نواحي کناري  تغييرات مربوط

ي   در مطالعه، بنابراين۳۸.قابل بررسي نيست اين تکنيک

 قابل SSCPهايي که با روش  حاضر، احتمال وجود جهش

  . وجود دارد نيست،تشخيص

 هاي بيماري موارد، علت يدر بعض ان ذکر استيشا

گوت ي بزرگ هموزيها توارث اتوزوم مغلوب، حذف ک بايژنت

 حدف شده با روش يبيماران، نواح نيا  که در استدر ژن

PCR يول ص هستندين راه قابل تشخيشوند و از ا  نميتکثير 

ل يگوت، به دلي بزرگ هتروزيها در صورت داشتن حذف

 با ي مورد بررسينواحي  همه ژن، ي طبيعي ک نسخهيداشتن 

PCRک يها با تکن ن گونه حذفيافته که اير ي تکثSSCP و 

همان طور که اشاره شد، . ستنديص ني قابل تشخين توالييتع

تکثير  PCR با TPO ژن يها  بيماران تمام اگزوني در همه

 يافت نشد که قابل تکثير يا  ناحيهيشده و در هيچ بيمار

 يگوت رد شد وليف بزرگ هموزاحتمال وجود حذو نباشد 

مورد ماران يگوت در بيبزرگ هتروزهاي  امکان وجود حذف

بزرگ هاي  گرچه تاکنون حذفا. د در نظر گرفتي را بابررسي
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 سكينه كريمي زارع و همكاران احتمال جهش در ژن تيروئيدپراكسيداز ۵۵۱

 

  

د احتمال وجود ي گزارش نشده است، باTPOدر ارتباط با ژن 

  . در نظر گرفتمورد بررسيماران يدر ب ن مورد رايا

 در TPOوط به ژن  فراواني جهش مرب،يلبه طور ک

استان اصفهان  تيروئيد در هورمونوژنز بيماران مبتلا به ديس

 هاي ، مطالعهدر مجموع. است مشابه هاي مطالعه از كمتر

و  ها نترونياهاي  جهشبررسي نه مانند ين زميشتر در ايب

داده ن مطالعه پوشش يدر ا  کهTPO  ژنيمي تنظينواح

 در کنار روش يربالگرگر غيدهاي  ، و استفاده از روشنشدند

SSCP ل در يدخهاي  ر ژني جهش در سايبررس طور نيو هم

 شنهادي پي آتهاي مطالعهدر ي ديروئيت س هورمونوژنزيد

بيشتر  ي نمونه تعداد با گسترده هاي مطالعه چنين، هم. شود مي

گزارش هاي  سميمورف يپل ني ارتباط بي بررسي نهيدر زم

 هاي طبيعي سه با نمونهير مقا ديمارين مطالعه با بيشده در ا

  . کننده باشد تواند کمک يم زين

و ريز  درونمرکز تحقيقات غدد  اين طرح با حمايت :يسپاسگزار

در بخش پزشکي  متابوليسم دانشگاه علوم پزشکي اصفهان

همکاران گروه ژنتيک از  .انجام شد مولکولي انستيتو پاستور ايران

 سرکار  به خصوص ايران،بخش پزشکي مولکولي انستيتو پاستور

 دانشگاه علوم پزشکي  معاونت پژوهشيوخانم سميه جمالي 

 نغمه ها ، خانمو متابوليسمريز  درون مرکز تحقيقات غدد  واصفهان

ها  آنهاي محترم  خانواده و بيماران يهمه  ازچنين هم ،قانع و اکبري

 نهايت سپاس و امتنان را رساندند، ياري ما را اين طرح در كه

 .داريم
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Abstract 
Introduction: Congenital hypothyroidism (CH), the most common congenital endocrine disorder 

in childhood and one of the causes of mental retardation, may be caused by defects in the 
enzymatic cascade of thyroid hormone synthesis, called thyroid dyshormonogenesis, of which 
thyroid peroxidase gene (TPO) mutations are one of the most common causes. The aim of this 
study was to assess frequency of TPO gene defects in patients with thyroid dyshormonogenesis in 
Isfahan province. Materials and Methods: This was a cross sectional study conducted on 40 
patients with permanent congenital hypothyroidism, due to thyroid dyshormonogenesis. Genomic 
DNA was extracted from the peripheral blood of these patients, using the salting out method. The 
17 exonic region of the TPO gene was amplified and mutation screening was performed by single-
strand conformational analysis (SSCP) and sequencing. Results: Results demonstrated one 
missense mutation in the (G2669A) location of exon 15 in one patient and seven different single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) in exons 1, 7, 8, 11 and 15 of the TPO gene. Conclusion: 
Frequency of TPO gene mutation in this study was lower in comparison to other similar studies. It 
remains possible that in these patients, the disorder was caused by a TPO gene defect in 
regulatory or intronic regions. In addition, methods besides SSCP analysis and detection of other 
gene defects in thyroid dyshormonogenesis need to be further investigated in this field. 

 

Keywords: Congenital Hypothyroidism, Thyroid dyshormonogenesis, Thyroid peroxidase gene, Mutation, 
SSCP 
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