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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 94-93 ، صفحه6936 خرداد، 6، شماره نوزدهمه دور

 آلانین بیوانفورماتیکي دو جهش شايع ژن فنیل یزبررسي مولکولي و آنال

 HRM با روش  (PAH)هیدروکسیلاز
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 61/4/36 ، پذيرش:9/64/39 ، اصلاح:64/61/39دريافت: 

 خلاصه
بررسهی  مطالعهه حارهر،از  هدف ترين خطاي مادرزادي متابولیسم آمینواسید در جهان است و نرخ بروز آن در ايران در حال افزايش است.کتونوري شايعبیماري فنیل :سابقه و هدف

با کمهک  ، تاباشدمی P281Lو  IVS10-11G>Aجمله آلانین هیدروکسیلاز منهاي شايع ژن فنیلر شناسايی جهشروشی سريع و مناسب د به عنوان HRMکارايی روش 

 آن جلوگیري کرد. علائم به تشخیص زود هنگام اين بیماري بتوان از بروز

نمونه کنترل فاقهد  61و  P281Lمونه حاوي جهش و يک ن IVS10-11G>Aشامل يک نمونه حاوي جهش  DNAنمونه  41ي شاهد-مورد مطالعهدر اين  ها:مواد و روش

. گرديدنهدتعیهین ژنوتیه   Real time PCRدر دستگاه  HRMبا روش  ندآوري شداز خون محیطی استخراج شده و از مرکز ژنتیک پزشكی اصفهان جمعکه  PKUبیماري 

بهر پهروتنین  P281Lمطالعه بیوانفورماتیكی براي تعیین اثرات ساختاري و عملكردي جههش . يابی تعیین ژنوتی  شدندهاي جهش يافته با روش توالینمونه ،جهت تايید جهش ها

PAH استفاده شد. 

-هاي جهش يافته و کنترل در نمودارههاي طبیعهینمونهو شناسايی کرد  %611را با اختصاصیت و حساسیت  P281Lو  IVS10-11G>Aهاي جهش HRMروش  ها:يافته

 را نشان دادند. P281Lحاوي جهش  PAHزا بودن پروتنین م قابل تفكیک و تمايز بودند. مطالعات بیوانفورماتیكی اثرات ناپايداري و بیماريسازي و تمايز به راحتی از ه

 را P281Lو  IVS10-11G>Aتوانست دو جهش  %611روشی ساده و سريع است و با اختصاصیت و حساسیت  HRMروش نتايج مطالعه نشان داد که  گیري:نتیجه

  .شناسايی کند

 .کتونوري، حساسیت، اختصاصیت، تعیین ژنوتی فنیل هاي کلیدي:واژه
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 مقدمه 

تههرين خطههاي ( شههايعPhenylketonuria=PKUکتونههوري )بیمههاري فنیههل

-آلانهینمادرزادي متابولیسم آمینواسید در جهان است و به دلیل نقص آنزيم فنیهل

( کبهدي ايجهاد PAH) =Phenylalanine Hydroxylaseهیدروکسیلاز 

( و (Phenylalanine=Pheآلانهین فنیهل شود. اين نقص منجر به تجمهعمی

ها و مايعهات بهدن م هل م هز، خهون و ادرار در بیمهاران هاي آن در بافتمتابولیت

PKU (4)مانهدگی ههنهی اسهت که يكی از پیامدهاي مهم آن عقب (6)شود می .

-L( را بهه L enantiomers=L) L-Phe، هیدروکسیلاسهیون PAHآنزيم 

Tyr (Tyrosineکاتالیز می ) آمینواسهید  994مونهومر آن متشهكل از . (9)کنهد

 69قهرار گرفتهه و حهاوي  64ازوي بلند کروموزوم انسانی روي ب PAHاست. ژن 

بسته به کشورها يها نهواحی  PKUاينترون است. میزان بروز بیماري  64اگزون و 

 بالاترين شیوع را دارند و  (9)مختلف متفاوت است. کشورهايی م ل ايرلند و ترکیه 

 

ترين بروز را دارنهد. مطالعهات اخیهر در پايین (6)و فنلاند  (9)کشورهايی م ل ژاپن 

تولد است  9631در  6دهنده بروز بالاي آن در جمعیت ايرانی در حدود ايران، نشان

ههاي فهامیلی هاي وراثتی اتوزومی م لوب بهه دلیهل ازدواج. بروز بالاي بیماري(7)

شناخته شهده کهه در پايگهاه داده خها   PAHجهش در ژن  311است. بیش از 

 ايهاي نقطههها، جهشجهش %31معرفی شده است. حدود  PAHvdbلوکوس 

در اصهفهان اشهاره بهه  و همكاران Vallianمطالعه انجام شده توسط  .(1)هستند

طبق گهزارش  مانده ههنی دارد و( در میان افراد عقب%9شیوع بالاي اين بیماري )

هاي شايع در اصفهان از جهش IVS10-11G>Aو  P281Lهاي آنها جهش

بها نهام سیسهتماتیک IVS10-11G>A (9191199rs )جههش  .(3) باشندمی

c.1066-11G>A  و نههام ديگههرIVS10nt546g>a تههرين جهههش شههايع

و ايهران در شههرهايی  (61و66)یه، ايتالیا، اسپانیا، مصر م ل ترکاي نواحی مديترانه

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?chr=12&from=103237568&to=103237568&gts=rs5030855&mk=103237568:103237568|rs5030855
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 P281L. جهههش (64)چههون آهربايجههان، خراسههان، سههمنان و همههدان اسههت 

(9191196rs داراي نام سیستماتیک )c.842C>T در مطالعهات (69)باشهد می .

Zare-Karizi  و همكاران، جهشIVS10-11G>A تهرين جههش در شايع

از شیوع نسبتاً بهالايی در جمعیهت ايرانهی  P281Lش جمعیت ايرانی است و جه

 HRM=High Resolution)آنالیز هوب با تفكیک بالا  .(64)برخوردار است 

Meltingهاي جديد پس از ( از روشPCR شهناخته هاي براي شناسايی جهش

است. در اين روش، تك یهر ههدف  PAHژن هاي شده و ناشناخته از جمله جهش

اي در يهک لولهه بسهته طهی واکهنش دو رشهته DNAدر حضور رنگ متصل به 

PCR با شروع مرحله  به دنبال آنشود، انجام میHRM  و افزايش دما از حدود

ºC69  تاºC39  منحنی هوب با واسرشته شدن آرام نمونهDNA شهودايجاد می .

کند و نور اي پرتو متصاعد میدو رشته DNAدر طول هوب، تنها رنگ متصل به 

فلورسانس به طور مداوم توسط سیستم نوري شناسايی و به صورت نمهودار اهاهر 

شوند و در نتیجهه شهدت رنگ از آن جدا میهاي مولكول DNAبا هوب  شود.می

کنهد. نقطهه عطهف نمهودار مربوطهه بهه عنهوان دمهاي هوب فلورسانس افهت مهی

(Melting temperature=Tm )DNA شهود. قطعهات در نظر گرفته مهی

DNA  با طول يكسهان چنانههه حتهی در يهک نوکلنوتیهد متفهاوت باشهندTm 

و همكهاران از روش  Dobrowolskiدر مطالعهات . (69)متفاوت خواهند داشت 

HRM  براي تعیهین ژنوتیه  بیمهارانPKU  اسهتفاده شهد و بها اختصاصهیت و

بهراي  HRM. همهنهین از آنهالیز (69)ها شناسايی شهدند جهش %33حساسیت 

هاي اتهوزومی م لهوب ديگهر ( بیماريScanningتعیین ژنوتی  و پايش کردن )

به کار  (61)و همهنین سرطان  (67)تالاسمی Bو  (66)م ل سیستیک فیبروزيس 

تعیهین اختصاصهیت و حساسهیت روش  ،ههدف از مطالعهه حارهر برده شده است.

HRM  هههاي شناسههايی و تعیههین ژنوتیهه  جهههشدرIVS10-11G>A  و

P281L  در ژنPAH باشدمی. 

 
 

 هامواد و روش
نمونهه خهون  41 ،حارهر يشاهد-در مطالعه مورد :از خون تام DNAاستخراج 

و ديگهري  IVS10-11G>Aشامل دو نمونه جهش يافته يكی حاوي جههش 

کهز ژنتیهک پزشهكی نمونه کنترل فاقد بیماري از مر 61و  P281Lحاوي جهش 

 (63) و همكههاران Millerبهها روش  DNAهههاي آوري و نمونهههاصههفهان جمههع

استخراج شدند. رويه هاي آزمايشگاهی توسط شهوراي اخهلاق پهژوهش دانشهگاه 

تصويب قرار گرفت. از کلیه افهراد  مورد .474.6939SKU.REC شهرکرد با کد

 اصفهان اخذ گرديد.نیز ررايت آگاهانه کتبی در مرکز ژنتیک پزشكی 

-IVS10بههراي طراحههی پرايمرهههاي مربههوج بههه دو جهههش  :طراحههی پرايمههر

11G>A  وP281L  ابتهههدا تهههوالی ژنPAH  بههها شهههماره دسهههتیابی آن

111631NG   از سههايتNational Center for Biotechnology 

Information (NCBI گرفته شد و بها )افهزارکمهک نهرمGene runner 

(http://www.generunner.net)  پرايمرهههها  16/9/6 )ورژن( نسهههخه

و توالی   P281lحاوي جهش bp 649( و توالی آمپلیكون 6طراحی شدند )جدول

به کمک پرايمرهها تك یهر  IVS10-11G>Aحاوي جهش  bp 649آمپلیكون 

 شدند. 

حضور ترکیبی از مواد شامل: در  μL49 در حجم  PCRواکنش  :PCRواکنش 

μL9/4  از بههههههافرx61 ،μL 9/1  ازdNTP (Deoxynucleotide  

triphosphate) (mM 91 ،)μL 79 ./2MgCl (mM 611 از هر پرايمهر ،)

(pmol/µlit 61) μL 9/1 ،μL 49/1  ازTaq DNA polymerase 

(unit/µlit9 ،)μL9  ازDNA (ng/μL 411)  وμL67  آب ديهههونیزه انجهههام

راحههل و در طههی م (TC-XP-G)توسههط دسههتگاه بیههوئر  PCRتك یههر . شههد

چرخهه شهامل  99دقیقهه و سهپس  9به مدت  ºC 39دناتوراسیون اولیه در دماي 

ثانیهه، مرحلهه اتصهال در دمهاي  91به مدت  ºC 39دماي دناتوراسیون در له مرح

ºC93  براي جهشP281L  و دمايºC97  براي جههشIVS10-11G>A 

انتهها ثانیهه و در  91بهه مهدت  ºC74ثانیه، مرحله گسترش در دماي  91به مدت 

  دقیقه انجام شد. 9به مدت  ºC74طويل سازي انتهايی در دماي 

براي به دست آوردن دماي مناسب اتصال براي تك یر اختصاصی قطعه مهورد نظهر 

گهراد و بهراي جههش درجه سانتی 93تا  97از شیب دمايی  P281Lبراي جهش 

IVS10-11G>A  گهراد در دسههتگاه درجههه سهانتی 97تها  99از شهیب دمهايی

PCR .استفاده شد 

 

 IVS10-11G>Aو  P281L. توالی پرايمرهاي مربوج به جهش 6جدول

 نام الیگو توالی اندازه قطعه

649bp 

-GGATCCAAGCCCATGTATAC

- 

-GACCAGCCAGCAATGAAC 

- 

PAHP281L-

Forward 

PAHP281L-

Reverse 

bp649 

-GGAATAC GGATGCAGCAG

- 

TTGGATGGCTGTCTTCTC – 

- 

PAHIVS10-

11-Forward 

PAHIVS10-

11-Reverse 

 

به منظهور اطمینهان از صهحت : روي ژل آگارز DNAهاي آشكارسازي مولكول

 استفاده شد. %6موردنظر، از ژل آگارز  DNAهاي تك یر نمونه

شهرکت کیهاژن  Type itاز کیت ، HRMبراي انجام مرحله  :HRMواکنش 

(,Germany Qiagen)  6111روتههههور ژن  دسههههتگاهاسههههتفاده شههههد و در 

(Qiagen, Hilden, Germany ) انجههام شههد. کیههتHRM حههاوي 

، HotStarTaqPlusپلیمهراز  DNAاست که اين مستر شامل:   PCRمستر

و ترکیهب  Qمحلهول ، EvaGreenبه همراه رنگ  Type itمدل  PCRبافر 

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTPمی ).باشد 

مسههتر  μL 9و بهها ترکیههب مههوادي شههامل:  μL 61در حجههم  HRMواکههنش 

HRM ،μL 9 ./DNA ( الگههههوng/μL 411 ،)μL 9 از هههههر پرايمههههر ./

(pmol/µlit 61 و )μL 3/9  آبRNase-free .انجام شد 

دو  DNAصهل بهه در حضهور رنهگ مت PCRواکهنش  ،HRMيند آفرقبل از 

بهه  ºC39اي انجام شد که در اين واکنش مرحله دناتوراسیون اولیه در دماي رشته

بهراي  ºC93ثانیهه،  61بهه مهدت  ºC39چرخه شهامل  91دقیقه، سپس  9مدت 

ثانیه و  91به مدت  IVS10-11G>Aبراي جهش  ºC97و  P281Lجهش 

ºC74  ثانیه بود و به دنبال آن مرحله  61به مدتHRM فزايش دما از دمهاي و ا

  انجام شد. ºC39تا  ºC71کم به زياد براي هر دو جهش از دماي 

روش نهايی و اسهتاندارد طلايهی  توالی يابی :(sequencingيابی )روش توالی

ههاي در نتیجه براي تأيید وجهود جههش در نمونهه باشدجهت تشخیص جهش می
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 و همكاران ملیكا امیردر تشخیص مولكولی؛  HRMروش 

 

عیهین تهوالی، از دسهتگاه جهش يافته از تعیین توالی اسهتفاده شهد. جههت انجهام ت

ABI3500 (Life Technologies, Foster City, CA, USA و )

 روش اختتام زنجیره استفاده گرديد.

هاي محاسهباتی را در گويیبیوانفورماتیكی پیشابزارهاي : مطالعات بیوانفورماتیكی

 آورند. مورد اثرات ساختاري و عملكردي ت ییرات توالی پروتنینی فراهم می

روي سهاختار و عملكهرد  P281Lطالعه حارر براي بررسهی اثهرات جههش در م

هها و ابزارههاي استفاده شهد و پايگهاه هاي بیوانفورماتیكیاز روش PAHپروتنین 

، I-Mutant ،PROVEAN ،SNP&GO ،PhD-SNPمختلف شهامل: 

PANTHER ،NetSurfP ،HOPE  وI-TASSER  مورد استفاده قهرار

 .(41)و همكاران هکر شده است  Akhoundiلعه گرفت که توصیف آنها در مطا

 

 

 هايافته
ههاي در اين مطالعه، پس از اسهتخراج نمونهه: در ژل آگارز PCRمشاهده نتايج 

DNA اطمینهان از صهحت  ها باند بدون اسمیر در ژل مشاهده شهد وو تك یر آن

با شیب دمايی، دمايی که بانهد بهارزي  PCRتك یر حاصل شد. پس از استفاده از 

 (.6در اندازه مورد نظر داد به عنوان دماي مناسب اتصال انتخاب شد )شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

جفت بازي مربوج به جهش  649ينتايج الكتروفورز تك یر قطعه .6لشك

P281L  الف( و(ج به جهش جفت بازي مربو 649IVS10-11G>A  )ب(

( مارکر وزن M) 6با شیب دمايی مورد نظر. چاهک شماره  PAHدر ژن 

هاي و چاهک (GeneRuler 100 bp DNA Ladderمولكولی )

دهد. در شكل نتیجه تك یر قطعه در دماي مورد نظر را نشان می 9و  4،9شماره 

فقط در  و در شكل ب گراد باند بهتري مشاهده شددرجه سانتی 93الف در دماي 

 گراد باند مشاهده شد.درجه سانتی 97دماي 

 

 41بهراي تعیهین ژنوتیه   HRMواکهنش : يابیو توالی HRMنتايج واکنش 

انجهام شهد. بها  DNAچرخه، تك یر قطعهات  91انجام شد و طی  DNAنمونه 

نمودارهههاي طبیعههی سههازي  4/1/4نسههخه  6111افههزار روتههور ژن اسهتفاده از نههرم

(Normalized graph( تمهايز ،)Difference graphو آنهالیز منحنهی ) 

هاي هموزيگوت بهر اسهاس نمونه ( ترسیم شد.melt curve analysis) هوب

ههاي و نمونهه هسهتند ههاي طبیعهیتفاوت در نقطهه هوب قابهل تمهايز بها نمونهه

آنالیز منحنی هوب، تفاوت در هتروزيگوت بر اساس شكل منحنی قابل تمايزند. در 

کهاملاً  DNAههاي مختلهف که بهراي قطعهه DNAاي شدن لگوي تک رشتها

( که تنها 9در نمودار طبیعی سازي )شكل (.4)شكلاختصاصی است نشان داده شد 

 و %611 برابهر اولیهه دههد، فلورسهنسبازه دمايی در مرحلهه هوب را نشهان مهی

. در شهد گرفتهه نظر در صفر درصد ،DNAشدن  جدا از بعد باقیمانده فلورسنس

ههاي هاي کوچهک بهین منحنهی( که تجسم بهتري از تفاوت9نمودار تمايز )شكل

تواند به عنوان رفرنس انتخاب شهود کهه کند و هر ژنوتی  میهوب افراد ايجاد می

معمولاً نمونه نرمال است يک نمونه نرمال به عنوان کنترل استفاده شد و تفكیهک 

راحتهی انجهام شهد. جههت تايیهد  ي نرمال بهاز نمونه PAHنمونه داراي جهش 

ژنوتی  نمونه هاي جهش يافته، تعیین توالی به انجام رسید که مويد وجود جههش 

 (.9هاي هکر شده در نمونه ها بود )شكل 

هاي مختلهف بیوانفورمهاتیكی با به کارگیري پايگاه: نتايج مطالعات بیوانفورماتیكی

نشان داده شد  P281Lهش حاوي ج PAHزا بودن پروتنین ناپايداري و بیماري

 In( و تجربهی )In silicoو تطابق نتايج حاصهل از مطالعهات بیوانفورمهاتیكی )

vivo.در مجموع، روش  ( حاصل شدHRM  توانست با اختصاصیت و حساسهیت

 IVS10-11G>Aو  P281Lداراي دو جههش  PKU، افراد مبتلا به 611%

 را از ساير افراد تمايز دهد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IVS10-11G>Aهاي ها مربوج به جهشمنحنی هوب خام داده .4شكل

طور که نشان داده شده است دماي هوب نمونه همان)ب(.  P281L)الف( و 

هاي رنگ قرمز و خردلی نمودارهاي نمونه .يافته متفاوت استنرمال و جهش

 دهندهاي طبیعی را نشان میيافته و رنگ آبی و بنفش نمودارهاي نمونهجهش

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هاي دار مربوج به جهشهاي نرمال و جهشنمودار طبیعی سازي نمونه .9شكل

IVS10-11G>A  الف( و(P281L  در اين نوع .)هاي نمودار نمونه)ب

رنگ قرمز و يافته به صورت از هم تفكیک شده نشان داده شدند. نرمال و جهش

 دارهاي يافته و رنگ آبی و بنفش نموهاي جهشخردلی نمودارهاي نمونه

 دهندهاي طبیعی را نشان مینمونه
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هاي جهش يافته از حالت نرمال به وسیله نمودار تمايز مربوج تمايز نمونه .9شكل 

طور که در همان )ب(. P281L)الف( و  IVS10-11G>Aهاي به جهش

هاي هموزيگوت جهش شكل مشخص است اين نوع نمودار، باعث تفكیک نمونه

يافته و هاي جهش. رنگ قرمز و خردلی نمودارهاي نمونهمونه نرمال شديافته از ن

 دهندهاي طبیعی را نشان میرنگ آبی و بنفش نمودارهاي نمونه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-IVS10هاي يابی مربوج به جهشنتايج به دست آمده از توالی .9شكل 

11G>A  الف( و(P281L  در شكل الف .)نوکلنوتید )بG  بهA تبديل شده 

 تبديل شده است. Tبه  Cنوکلنوتید  است. و در شكل ب

 
 حث و نتیجه گیريب

و  IVS10-11G>Aتوانسهت دو جههش  HRMدر مطالعه حارر روش 

P281L  کهه بهه  تحقیقهاتیشناسايی نمايد.  %611را با اختصاصیت و حساسیت

مبادرت به تعیین ژنوتی  اين دو جههش نمهوده  HRMوروح با استفاده از روش 

و همكهاران  Dobrowolskiبسیار محدود می باشهند. در همهین راسهتا،  باشند

بیمار لهسهتانی مبهتلا  67را در  PAHآلل هاي جهش يافته ژن  %9/39توانستند 

شناسههايی نماينههد. علههت اصههلی عههدم موفقیههت در  HRMبهها روش  PKUبههه 

در آن مطالعه به عدم توانهايی ايهن روش  PAHجهش هاي ژن  %611شناسايی 

 . (3) سايی جهش هاي حذفی بر می گردددر شنا

هاي ديگري نیهز از روش در هر حال، براي تشخیص مولكولی اين دو جهش

و  IVS10-11G>Aههاي استفاده شده است. براي م ال براي شناسايی جهش

P281L يهابی ههاي شهايع در خراسهان ررهوي از روش تهوالیبه عنوان جههش

هها در ترکیهه ابتهدا از روش . همهنین براي شناسايی اين جههش(46)استفاده شد 

DHPLC و از روش  (44)يهابی اسهتفاده شهد و سپس از روش توالیSSCP  و

يابی در و توالی DGGE ،RFLPهاي و از روش (49)يابی در شمال چین توالی

اسهت امها  %71حهدود  SSCPينهد آمیزان تشهخیص فر .(49)مان استفاده شد آل

هها بهه دلیهل عهدم تهأثیر مشكل عمده اين روش عدم شناسايی بسیاري از جهش

 باشهد. در نتیجهه در الگهوي مههاجرت بسیاري از آنها بر رشهته داراي جههش مهی

 شود. نمیها تفاوتی مشاهده قطعه

است  است اما روش آن پیهیده %39بالاي  DGGEقدرت تشخیص روش 

بالاي  DHPLCاي دارد. قدرت تشخیص روش و نیاز به تجهیزات نسبتاً پیهیده

سازي روش اگرچه کوتاه است نیهاز بهه است. از معايب آن اين است که بهینه 36%

شهود. بعهلاوه، بعضهی از قطعهات ورود مستقیم اپراتور دارد که مانع اتوماسیون مهی

ش انتخاب دمايی هوب تجربی ناديهده چندين دومین هوب دارند که به راحتی با رو

از شهوند. قطعات محدودکننده با الكتروفورز جهدا مهی RFLPشوند. در گرفته می

بردن يک مكهان تشهخیص معايب اين تكنیک اين است که نیاز به ايجاد يا از بین

هاي محدودکننده گران هستند. روش بعلاوه، بعضی آنزيم .کننده داردآنزيم محدود

( روش نههايی و اسهتاندارد طلايهی جههت تشهخیص sequencing) يابیتوالی

کند. از معايهب باشد که تعیین ژنوتی  و غربالگري را همزمان فراهم میجهش می

 سازي دارنهدنیاز به خالص PCRآن اين است که هزينه زيادي دارد و محصولات 

 .(49و46)

بر هستند و خطر آلهودگی گران و زمان HRMبه غیر از  هاي هکر شدهروش

اسهازي نمونهه روي يهک ژل يها مهاتريكس، به همراه دارند، همهنین نیهاز بهه جد

هاي آنزيمی يا شیمیايی دارند. هر پردازش، خطر آلهودگی پردازش ارافی و واکنش

در معهر   PCRدههد؛ چهون محصهولات هاي آينده افهزايش مهیرا در واکنش

ها سريع و مقرون به صهرفه نسبت به ساير روش HRM. اما روش هستند محیط

شهود؛ نیهاز ي دارد؛ چون در يک لوله بسته انجام میتر هست و خطر آلودگی کمتر

ها تواند نسبت به ساير روشبه ماتريكس و ماده واسرشت کننده ندارد؛ بنابراين می

براي پیدا کردن واريانت تک بازي تهوالی ماننهد  HRMروش  .(49)تر باشد ارجح

، تعیهین ژنوتیه  پهروب بهدون بهر چسهب (47)پلی مورفیسهم تهک نوکلنوتیهدي 

(Label )(41)  و تطهابقHLA (Human Leukocyte Antigen )(43) 

 ماهیهت که است اين HRMروش  اصلی يتمحدود گیرد.مورد استفاده قرار می

 دارد باشد، بنابراين در صورت لزوم نیهازنمی شناسايی قابل آسانی به جهش دقیق

گیرد. از ديگر معايهب آن محهدوديت  قرار استفاده مورد يابیتوالی روش همراه که

 شهامل مزيت چندين HRMآنالیز  کلی طور ولی به باشد،می در طول آمپلیكون

 بهه نسهبت آلودگی ريسک و کاهش زمان در جويی صرفه انسانی، نیروي کاهش

  .(49)باشد می دارا را بالا در شده هکر هايروش

بیان آنالیز  و همكاران Dworniczakو همكاران و  Okanoدر مطالعات 

 PAHهاي کشت داده شده پستانداران، غیاب پهروتنین آلل جهش يافته در سلول

در  PAHاي ترانسفكت شده با اين جههش بهدمعنی و غیهاب فعالیهت هدر سلول

. هرچنهد (96, 91)دههد هاي ترانسفكت شده با الل جهش يافته را نشان میسلول

پروتنینی کهه ايهن جههش را دارد از لحهال عملكهردي بیهان و طبق اين مطالعات 

 Inباشد، اما در مطالعه حارر ههدف از انجهام کارههاي دارا میفعالیت ناچیزي را 

Silico  آن بود که نشان داده شود که اين ت ییهر نوکلنوتیهدي در سهطحDNA 

چه اثراتی را بر پايداري پروتنین، ت ییر انرژي آزاد آن، دسترسی آمینواسید وحشی و 

عهلاوه گذارد. بهجهش يافته به حلال )خصوصیات بیوفیزيكی پروتنین( بر جاي می

زا بودن پروتنین ت ییريافته نیز تخمهین زده پیامد اين تأثیرات بیوفیزيكی بر بیماري

در ارتبهاج بها تهاثیر  ههاي تجربهی همخهوانی دارد.شده است که به خوبی با يافتهه

نیهز نشهان داده شهده  PAHبر پروتنین IVS10-11G>A عملكردي جهش 
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بد در بیماران هموزيگوت، نرمال اسهت؛ ک PAHاگرچه محتواي پروتنین است که 

ولی هیچ فعالیت کاتالیتیک دارا نمی باشد. اين فقدان فعالیت آنزيمهی بهه احتمهال 

زياد به دلیل ت ییرات کانفورماسیون ايجاد شده در حضهور سهه آمینواسهید ارهافی 

(Gly ،Leu ،Glnبین توالی )66و اگهزون  61شده توسط اگزون هاي نرمال کد 

باشهد، بهر يابی که روش استاندارد طلايهی مهیبه است ناي روش توالی. (94)است 

ايا و معايب روش هاي شناسايی جهش هها اساس مطالعات انجام شده در زمینه مز

 گونهه تهوان ايهن، مهیPKUدر بیمهاري  PAHبا تمرکهز بهر جههش ههاي ژن 

هها با صرف زمان و خطر آلودگی کمتر جههش HRMگیري نمود که روش نتیجه

کند؛ هر چند که در مطالعهه شناسايی می %36را با اختصاصیت و حساسیت حداقل 

رد بررسی، اين روش توانست با اختصاصهیت حارر به علت ماهیت جهش هاي مو

را در ژن  P281Lو  IVS10-11G>Aههههاي جههههش %611و حساسهههیت 

PAH .شناسايی کند 

 
 

 تقدير و تشكر
و فناوري دانشگاه شهرکرد جهت حمايت مالی  پژوهش معاونت بدينوسیله از

 و تشكرفرهاد بنی مهدي آقاي همكاري و مساعدت و همهنین از  تحقیقاز اين 

  گردد.می دانیقدر
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Phenylketonuria (PKU) is the most prevalent inborn error of amino acid 

metabolism in the world and its incidence rate is increasing in Iran. The aim of the present study was to assess the 

efficiency of HRM technique as a fast and suitable method in identifying common mutations of phenylalanine 

hydroxylase gene including IVS10-11G>A and P281L in order to improve the early detection of the disease to prevent 

the occurrence of it. 

METHODS: In this case-control study, 20 DNA samples including one sample with IVS10-11G>A mutation , one 

sample with P281L mutation and 18 control samples were extracted from peripheral blood collected in Medical 

Genetic Center of Isfahan and were genotyped with HRM technique. To validate the mutations, the mutant samples 

were genotyped using sequencing. Bioinformatic analyses were used for determining structural and functional effects 

of P281L mutation on the of PAH protein. 

FINDINGS: HRM analysis identified IVS10-11G>A and P281L mutations with a sensitivity and specificity of 100% 

and the mutant and normal samples differentiated well in normalized and difference plots. Bioinformatic analyses 

demonstrated instability and pathological effects of PAH protein containing P281L mutation. 

CONCLUSION: HRM is a simple and fast technique detecting the two IVS10-11G>A and P281L mutations with 

100% sensitivity and specificity. 

KEY WORDS: Phenylketonuria, Sensitivity, Specificity, Genotyping. 
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