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   مسؤول؛ ایمیل:*نویسنده 
( )  حق تالیف برای مولفان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد توسط دانشگاه علوم پزشکی تبریز تحت مجوز کرییتو کامنز

منتشر شده که طبق مفاد آن هرگونه استفاده تنها در صورتی مجاز است که به اثر اصلی به نحو مقتضی استناد و ارجاع داده شده باشد.

 مقاله پژوهشى
 

  تخمدان زودرس نارسایی در   ژن جهش پیش تعیین و  اعتبارسنجی
 

 3، معصومه عزیزی2، لعیا فرزدی*1شیرین شهبازی، 1فخمیافاطمه 

 

 پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانعلوم گروه ژنتیک پزشکی، دانشکده 1
 ، دانشگاه علوم پزشکی تبریز، تبریز، ایرانمرکز تحقیقات سلامت باروری زنان2
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 : هاکلیدواژه
  پیش جهش 
 جهش دینامیک
 تاییبسط تکرار سه
  نارسایی زودرس تخمدان

وابسته به ایکس شکننده
 ای پلیمراز واکنش زنجیره

 اختصاصی متیلاسیون

 چکیده 
زودرس تخمدان وابسته به ایکس شکننده از نظر بالینی به عنوان نوعی از نارسایی اولیه نارسایی .زمينه

های قاعدگی نامنظم، افزایش سطح هورمون محرک فولیکول، یائسگی زودرس و ناباروری تخمدان با چرخه
 باشد. می ترجمه نشده ژن -'5ناحیه  تعریف شده است. از نظر ژنتیکی عامل آن پیش جهش تکرار 

 در بیماران ژن  های مولکولی و مقایسه تعداد تکرار  هدف این مطالعه استاندارد سازی روش
 نارسایی زودرس تخمدان بود. 

با سدیم استخراج و به دو روش دستی و کیت  ژنومی پس از اخذ رضایت و خونگیری، .کار روش
غیرمتیله با واکنش  متیله شده و  تیمار شد. با استفاده از دو جفت پرایمر اختصاصی،  سولفیت بی

جفت  161+ 7و  141+ 7ای پلیمراز اختصاصی متیلاسیون تکثیر و محصولات به ترتیب به ترتیب زنجیره
خانواده با حداقل  4گیر و کبیمار مبتلا به فرم ت 44های بالینی باز بر روی ژل آگارز آشکار شد. پس از ارزیابی

 دو فرد مبتلا مورد مطالعه قرار گرفتند. 
و در موارد  44/54 ±33/44  گیر تکمتوسط سطح سرمی هورمون محرک فولیکول در موارد  .ها يافته

گیر و موارد خانوادگی به ترتیب های سونوگرافیک در موارد تکبود. بررسی 32/34 ±11/33 خانوادگی 
در هر دو روش  بیسولیفیت تیمار های آتروفیک را گزارش کرد. صحت درصد تخمدان 34درصد و  58

دستی و کیت تأیید شد، و تفاوتی بین دو روش مشاهده نشد. نتایج بررسی تعداد تکرارها بر روی ژل آگارز 
ند. هیچ موردی از پیش بود ( ناقل الل اینترمدییت درصد 14گیر )نشان داد دو بیمار در بین موارد تک
 75تا  15ها بین گیر یا خانوادگی مشاهده نشد، و تعداد تکرارها در آنجهش و یا جهش کامل در موارد تک

 تخمین زده شد. 
در عملکرد تخمدان، بررسی آن از اهمیت برخوردار است استانداردسازی  به دلیل نقش ژن  .گیری نتیجه

 باشد. ها در این زمینه مییک روش تشخیص مولکولی سریع و مقرون به صرفه از اولویت
هایی که و شناسایی پیش جهش ترجمه نشده ژن -'5ناحیه  تعیین تکرار  .پیامدهای عملی

ه سندرم ایکس شکننده شوند در میان زنان جوان امکان مشاوره ژنتیکی ممکن است گسترش یافته و منجر ب
 کند.ریزی زندگی باروری را فراهم میلازم برای برنامه

 

 مقدمه
زودرس تخمدان یا  نارسایی

سال  04های زیر ماه فقدان قاعدگی در خانم 0به حداقل 
شود. این بیماری با دو سطح سرمی هورمون محرک اطلاق می

در محدوده   فولیکول یا
گیری شده باشند، اندازهماه  1سطوح یائسگی که حداقل در فاصله 

های نامنظم یا شامل سیکل گردد. علائم شایع تأیید می
فقدان قاعدگی، کاهش باروری، ناباروری، گرگرفتگی و دیگر علائم و 

  1دهند.عوارض یائسگی است که به طور زودرس رخ می

توانند در بروز این بیماری  عوامل مختلف محیطی و ژنتیکی می
تغییر  ترین علت تک ژنی ابتلا به دخالت داشته باشند. شایع

باشد   می  جهش ژن پیش
که به عنوان نارسایی زودرس تخمدان وابسته به سندرم ایکس 

 یا شکننده 

بر روی کروموزوم  ژن  4.شودبندی میدسته 
ایکس واقع شده است، و دارای یک ناحیه تکرار سه نوکلئوتیدی 

باشد. جهش دینامیک و بسط  غیر ترجمه شونده پروموتر می 5′در
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های متفاوتی را ایجاد   تواند فنوتیپ می تکرار سه نوکلئوتیدی 
شوند:  بندی میمورفیک طولی دستهکند که در سه گستره پلی

طبیعی بوده به صورتی که افراد  50 کمتر از  تعداد تکرار 
باشند. بسط تعداد تکرارها  تکرار می 42سالم به طور متوسط واجد 

منجر به  د کهشو میبه عنوان پیش جهش شناخته  122تا  55بین 
در زنان و سندرم آتاکسی/ترمور مرتبط با ایکس  بیماریهای 
 شکننده

 444بندی سوم شامل تکرارهای بالای د. دستهشو میدر مردان 
د. در این شو میاطلاق  باشد که به آن جهش کامل  می

و در نتیجه عدم تولید  حالت عدم رونویسی از روی ژن 
منجر به بیماری    

در  1با شیوع   یا سندرم ایکس شکننده
گردد. از مشخصات این بیماری   میزن  1444 در  1مرد و  0444
 7.باشد میتا متوسط و اختلالات شناختی  توانی ذهنی خفیف کم

مشخص شده افراد واجد تکرارهای پیش جهش، به دلیل ناپایداری 
به نسل بعد  مستعد انتقال بیماری  تعداد تکرارهای 

های جهش  این است که زنان با آللهستند. نکته حائز اهمیت 
تولید  د و نتیجتاشو میبیان ن  کامل که در آنها ژن

نقش نیستند که دال بر  گردد، در معرض خطر  مین
 0.در پاتوژنز بیماری است 

انجام شده،   تری که برای های دقیقدر تقسیم بندی
به عنوان منطقه  64-01و یا  50-05،  51-01تکرارهای بین 

برخی تحقیقات  6, 5.اندخاکستری یا اینترمدیت در نظر گرفته شده
نشان  های اینترمدیت  در مورد سن یائسگی در ناقلین آلل

داد که این افراد نیز مانند ناقلین الل پیش جهش در معرض 
درصد از کل این  44                 صورتی که تقریبا   هستند به افزایش خطر 

 74شوند و یک سوم این افراد قبل از  می ها، دچار خانم
البته مطالعه جدیدی  3.کنند میسالگی قطع نهایی قاعدگی را تجربه 

                     را مشخصا  برای تعداد  ، ریسک خطر 1661با حجم نمونه 
 به بالا با بیشترین احتمال ابتلا برای تکرارهای 65تکرارهای 

با یک  باید توجه داشت که  1.شناسایی کرده است 15-12
رسد. این بدان معناست   میالگوی غالب وابسته به ایکس به ارث 

خود دارای  های  که زنانی که حتی در یک نسخه از ژن
تکرارهای در محدوده ریسک هستند، در معرض خطر ابتلا به 

  1.گیرند میقرار  
مبتنی بر   تشخیص مولکولی اختلالات مرتبط با ژن

ارزیابی دو عامل تعداد تکرارها و وضعیت متیلاسیون طراحی 
بر روی  قرارگیری ژنگردد. بررسی متیلاسیون به علت  می

ها از طریق پدیده  است که یکی از الل ایکس کروموزوم

 ایکس  یا غیر فعال شدن کروموزوم 
ها د. به طور طبیعی خاموش شدن ایکسشو میمتیله و خاموش 

صورتی که  افتد. در میبه صورت تصادفی و با درصد برابر اتفاق 
  موزوم ایکس به صورت غیر تصادفی یا خاموش شدن کرو

را مانند سایر تواند سن شروع و شدت میرخ دهد، 
در زنان، تحت تأثیر قرار دهد. هر دوی ایکساختلالات کروموزوم

توانند دستخوش حالت موزائیسم باشند که بر  میها این وضعیت
  2.افزوده است های مولکولی پیچیدگی تشخیص

فناوری استاندارد  سولفیت بیبه روش  آنالیز متیلاسیون 
متیل -5با کارآمدی و دقت بالا حتی برای شناسایی یک جفت باز 

در طول تیمار  باشد. با این حال تخریب وسیع  میسیتوزین 
-5، تبدیل ناکامل سیتوزین به یوراسیل و وجود سولفیت بیبا 

متیل سیتوزینهای غیرواکنشی ممکن است منجر به نتایج ناموفق 
آمیز نیاز به بت کاذب شوند. بنابراین حصول نتایج موفقیتو مث

 14.پروتکل با حساسیت و دقت بالا و استانداردسازی دقیق دارد
 ای پلیمراز اختصاصی متیلاسیونواکنش زنجیره

و آنالیز ساترن  
های احتمالی بلات برای تشخیص اندازه تکرار و شناسایی حذف

مطالعات نشان داده که ند.شو میبه طور متداول استفاده  
تواند اندازه  میدارای مزیت هزینه کمتر بوده و   روش

جهش ارائه دهد، تکرار را در محدوده طبیعی، اینترمدیت و پیش
تر های طولانیالبته فاقد قدرت کافی در تشخیص اندازه تکرار

٪ از زنان تنها با یک 14                                  است. تخمین زده شده است که تقریبا  
ند، در شو میبا موفقیت غربالگری   آزمایش استاندارد

٪ نیاز به آنالیز ساترن بلات برای شناسایی الگوی 44حالی که 
  11.دارند موزائیکی پیش جهش و یا جهش کامل

های ناباروری و در تشخیص با توجه به اهمیت بیماری 
های تشخیص مولکولی این بیماری، در سلامت زنان و پیچیدگی

های مختلف تیمار این مطالعه ما بر آن شدیم که با مقایسه روش
را جهت   حل استانداردسازی روش، مراسولفیت بی

شده را در حصول بهترین نتایج انجام دهیم و روش استاندارد
 های بالینی، ارزیابی کنیم. نمونه

 
 کارروش
 گیری:نمونه

در این مطالعه پس از تأیید کمیته اخلاق با کد اخلاق   
باو کسب رضایت آگاهانه )مطابق 

 خانم مبتلا به 28 تربیت مدرس( انشگاهد اخلاق یتهکم  مصوبات
موارد خانواده با حداقل دو فرد مبتلا  2و گیر()موارد تک 
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 شدندشجره انتخابمشاوره ژنتیكی و رسم از خانوادگی( پس
 تشخیص بیماری با کمک متخصص زنان و بر طبق دستورالعمل

صورت پذیرفت. بیماران با کاریوتیپ طبیعی، بر اساس  
سالگی به همراه دو بار  04وجود سابقه آمنوره اولیه یا ثانویه قبل از

شرح حال افراد مبتلا  انتخاب شدند24بالای آزمایش 
از لحاظ سن آمنوره، اختلالات قاعدگی، ازدواج فامیلی والدین، 

های قلبی عروقی، استئوپورز، پیامدهای بالینی مانند بیماری
گرفته شد  غیره خلقی و -های نورولوژیک، اختلالات رفتاریبیماری

همچنین حجم  .نامه ارزیابی شده، ثبت گردیدو در یک پرسش
کننده در مطالعه به وسیله های شرکتذخایر تخمدانی خانم

هورمونی ست تارزیابی ترنس واژینال و  سونوگرافی
تر، ثبت بررسی و برای ارزیابی فنوتیپی بیش 

  شد
 

 :استخراج 
لیتر خون محیطی از بیماران و در میلی 5پس از انتخاب افراد،   

موارد خانوادگی از اعضا خانواده آنها در محلول 
 شد.آوری  جمع 

 آوری شده به روش های جمعنمونه استخراج
به نمونههرازخونمیكرولیتر488                             مختصرا  به شرح زیر انجام شد: 

 وریختهلیتريمیلی 4/1 ىهامیكروتیوبداخلجداگانهطور
 شدسانتریفیوژ واضافهآنبهسردسلولیكنندهلیزبافرمیكرولیتر

لیز           مجددا  بافرحاصله،رسوببهروییپس از جداکردن محلول
درونرسوبكردن،پیپتباربا چندسپس شداضافهسردكننده
1488بهكنندهلیزبافربامحلولحجمنهایت دروحلبافر

انتریفیوژ انجام گرفت. پس از دور سشد، و مجددا رساندهمیكرولیتر
میكرولیتر بافر لیز كننده  388حاصل، ریختن مایع رویی، به رسوب 
محیط قرار داده شد.  ىدقیقه در دما 38هسته اضافه شد و به مدت 

                                          و كلروفرم سرد به نمونه مجددا  سانتریفیوژ  با  اضافه کردن
میلی لیتري  4/1محلول رویی جدا و داخل میكروتیوپ  انجام شد.

جدید ریخته شده و اتانول مطلق سرد به آن اضافه گردید تا کلاف 
استخراج  كمیت وكیفیت          نهایتا  در محلول ظاهر شود.  
 مورد بررسی قرار گرفت.دراپنانوازاستفادهباشده

 به روش دستی:  با سدیم بی سولفیت میژنوتیمار 
ژنومیک در بن ماری با دمای جوش به  ابتدا نمونه های   

مولار تازه تهیه  7 سپسدقیقه قرار داده شد 44مدت 
مولار به آن اضافه شد. برای   5شده و محلول سدیم بی سولفیت 

حاصل از دو کاهش تبخیر، روغن معدنی بر روی محلول 
تا  14گراد به مدت درجه سانتی 54مرحله قبل اضافه و در دمای 

  ساعت در محیط تاریک انکوباسیون قرار داده شد.  16
شده، در آب دیونیزه حل شد و برای دسولفینه شدن  سولفیت بی

درجه  73مولار به محلول اضافه و در دمای  7 ،
،دقیقه انکوبه شد. برای رسوب  15گراد به مدت سانتی

مولار، اتانول مطلق و ایزوپروپانول اضافه و در  5 آمونیوم استات
ساعت قرار داده  0تا  4گراد به مدت درجه سانتی 44دمای منفی 

دقیقه با بالاترین سرعت سانتریفوژ انجام  14شد. در ادامه به مدت 
درصد  34با اتانول  رسوب و مایع رویی دور ریخته شد.

 یی با دقت خارج و اتانول رونهایت شستشو داده شد، و در
دقیقه قرار داده شد و با بافر  14حاصل در دمای محیط به مدت 

یا آب دیونیزه حل شد. 
 

 ژنومی با سدیم بی سولفیت با استفاده از کیت تجاری:تیمار
استفاده در این روش از کیت

گرم ازمیلی 4/1 حدودبه روش کیت  شد. برای تیمار 
منتقل هایمیکرولیتر به تیوب 28استخراج شده تا حجم 

به آن اضافه  و بافر  سولفیت بیشد. سپس میکس 
هایسازی، تیوبشد. بعد از آمادهو برای چند ثانیه مخلوط
 دمایی که در کیت ذکر شده بودبا برنامهدر دستگاه ترموسایکلر

هر یک از ه شدند. در مرحله بعد، به طور جداگانه به قرار داد
در ادامه، ستون  اضافه و سانتریفیوژ شدمیکروتیوب ها بافر

جدید قرار  4/1درون میکروتیوب های  های
داده شده، و محتوای مرحله ی قبل وارد این ستون ها شد، و 

رده از ستون دور ریخته شد.                                      مجددا  سانتریفیوژ انجام و مایع عبور ک
اضافه شده، و بعد از بافروبافردر مراحل بعد به ترتیب 

، سانتریفیوژ شدنددقیقه در دمای اتاق انکوبه و 14اینکه به مدت 
اضافه شد و سانتریفیوژ گردید. پس از دوباره به هر ستون بافر

به بافرگراد، درجه سانتی 41یک مرحله انکوباسیون در دمای 
پس از شده شده حلبی سولفیتمرکز ستون اضافه شد، و 

شده در  سولفیت بیهاینمونهسانتریفیوژ به دست آمد. 
گراد نگهداری شدنددرجه سانتی 28منفی 

 
 :بهینه سازی روش  

 با تکنیک سولفیت بیابتدا کیفیت روشهای تیمار   

و با بررسی  
جفت باز   444به طول  -775ژن  متیلاسیون نواحی 

مورد بررسی قرار  استانداردسازی شده،                          که قبلا  برای پروژه دیگری
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 تایی ژن تعداد بسط سه  گرفت، و سپس با تکنیک
اختصاصی نیاز به دو جفت پرایمر   ارزیابی گردید. در روش

متیله  باشد به صورتی که یک جفت پرایمر اختصاصی می
                                 کند و یک جفت پرایمر که اختصاصا  شده را شناسایی 

کند. بنابراین، هر نمونه با دو واکنش غیرمتیله را شناسایی می
با جفت پرایمرهای اختصاصی بررسی  و  

های خاموش شده و تکثیر متیله اللشود. تکثیر با جفت پرایمر می
 14.باشد های فعال میبا جفت پرایمر غیرمتیله نشان دهنده الل

 ، پرایمرها، 4تهیه محلول واکنش با استفاده از 
 و  مانند  های و تسهیل کننده

دقیقه در  14انجام شد: مرحله ابتدایی و با طی مراحل دمایی زیر
 74سیکل شامل  04، مرحله میانی متشکل از گراددرجه سانتی 54

 18گراد و درجه سانتی 14-18ثانیه  44گراد ، درجه سانتی 25ثانیه 
درجه  34دقیقه در  5نهایی گراد و مرحله درجه سانتی 32ثانیه در 
 سازی سنجش با استفاده از مطالعات اولیه بهینهگراد. سانتی

تیمار شده یک  (1های کنترل شامل: نمونهبه دست آمده از 
( نمونه خانم 4های مولکولار بالینی  خانم طبیعی تأیید شده با تست

( 7مولکولار بالینی  های حامل پیش جهش تأیید شده با تست
یک خانم طبیعی انجام گرفت.غیر تیمار شده  نمونه 

 
ژل آگارز:آنالیز قطعات به دست آمده بر روی 

و اندازه آنها روی  تکثیر و یا عدم تکثیر قطعات حاصل از 
جفت باز و نمونه   54 درصد در مقایسه با مارکر  1ژل آگارز 

کنترل فرد حامل پیش جهش انجام شد. برای تعیین دقیق اندازه 
توان استفاده   میاز دو روش تأیید کننده  باندهای حاوی 

( قطعه یا 4موجود در بازار  استاندارد  های ( مارکر 1کرد. 
های دیگر مولکولی                            که اندازه آنها قبلا  با روش  قطعات ژنی 

در مطالعه حاضر، بر اساس روش دوم از مشخص شده باشد.
به طول  -775ژن  تأیید شده نواحی محصول 

 جفت باز که با پرایمرهای اختصاصی و  تکنیک  444
 جفت باز را تأیید کند.  54تکثیر شده بود، استفاده شد تا دقت مارکر 

به ترتیب  و  قطعات مورد نظر دو واکنش 
باشند. در صورت  میجفت باز  141+ 7جفت باز و   161+ 7

خاموش شدن غیر تصادفی کروموزوم ایکس، باندهای تکثیر در 
تکرارهای مشابه را نشان  و  هر دو ژل 

دهد. این درحالی است که خاموش شدن تصادفی ایکس  می
 تواند الگوی متفاوتی از باندهای تکثیر را در دو ژل نشان دهد.  می
 

 روش تجزیه تحلیل آماری:

حجم نمونه مطالعه حاضر بر اساس نتایج تحقیقات منتشر 
، در سطح افـزار شده در این زمینه و با استفاده از نرم

 های دادهدرصد تعیین شد.  15درصد و توان آماری  5داری معنی
 های نامه و پروندهدموگرافیک و بالینی بیماران با استفاده از پرسش

و آمار توصیفی شامل شاخص میانگین، انحراف  پزشکی گردآوری
به  محاس 16نسخه  افزار معیار و فراوانی با استفاده از نرم

 گردید. 

 يافته ها
 های بالینی:یافته

شرکت کننده در این  متوسط سن بیماران مبتلا به 
و  4/24±53/5گیر و خانوادگیتک به ترتیب در مواردمطالعه 

سال بود. همه بیماران شرکت کننده در این  54/3±34/34
مطالعه آمنوره ثانویه داشته، و موردی از آمنوره اولیه در بین موارد 
مورد مطالعه لحاظ نشد. متوسط سن منارک به ترتیب درموارد 

.  محاسبه گردید 54/14±53/4 و  28/13±38/1و خانوادگی  گیر  تک
 44/54 ±33/44  گیر تکدر موارد  متوسط سطح سرمی 

به دست آمد.  32/34 ±11/33و در موارد خانوادگی 
 58گیر به ترتیب  ها در موارد تکهای سونوگرافیک تخمدان بررسی

که در درصد آتروفیک و طبیعی را گزارش کرد، درحالی 28درصد و 
 24تخمدانهای آتروفیک در مقابل  درصد 34موارد خانوادگی، 

 مشاهده شد. وضعیت طبیعی درصد
 

 سولفیت:تأیید تیمار با بی
انجام گرفته  با دو روش دستی و کیت، با  سولفیت بیتیمار 
 ژن و بررسی متیلاسیون نواحی  تکنیک 

د، با شو میدیده  1طور که در شکل تأیید شد. همان -775
جفت باز حاصل از پرایمرهای اختصاصی  444تکثیر قطعات 

در هر دو  بیسولیفیت تیمار استانداردسازی شده، صحت 
روش دستی و کیت تأیید شد و تفاوتی بین دو روش مشاهده 

 444از این قطعه  نگردید. در مراحل بعدی ارزیابی ژن 
 جفت باز نیز استفاده شد. 54جفت بازی به عنوان تأیید مارکر 

 
 اعتبار سنجی نتایج پیش جهش ژن

تست تشخیصی مولکولی حاضر به شکلی طراحی شده که 
را  جهش  تایی طبیعی و پیشبسط سه  براساس 

هم بر روی ایکس خاموش و هم ایکس فعال شناسایی کند، 
های طبیعی تمام آلل صورت که یک واکنش بدین

های مجزای دیگر آلل جهش غیر متیله و واکنش  و پیش
 کند.  میجهش متیله را شناسایی  طبیعی و پیش



 همکاران.  و افخمی

 4شماره  44دوره  مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز  | 124

 و  ، محصولات مورد انتظاربرای هر 
سازی بر روی ژل آگارز مشاهده شدند. نتایج بدست آمده از بهینه

مولکولار بالینی مطابقت  های مطالعه ما با نتایج حاصل از تست
 تجهش، محصولا داشت، به صورتی که وضعیت پیش

 مورد انتظار را تولید کرد.  و 
نشان داده شده است،  4طور شماتیک در شکل همانطور که به

طبیعی و  777تا  116سایز قطعات بین  برای 
کند. در  میپیش جهش را مشخص  361تا  777قطعات بین 
 437طبیعی، و قطعات بین  437تا  146قطعات بین  

باشد. تکثیر احتمالی  مینشان دهنده وضعیت پیش جهش  341تا 
ید جهش  هم مؤ جفت باز در  341قطعات بزرگتر از 

است. هر خانم طبیعی که واجد دو کروموزوم   کامل در ژن
که   داشته باشد 55تا  6تواند تکرارهایی بین  میایکس است 

طور تصادفی در طی روند خاموش شدن کروموزوم ایکس نیمی  به
د. شو میکدام متیله )خاموش( و نیمی غیرمتیله )فعال(  از هر

دو و هم در رود هم در میپس انتظار 
باند مربوط به دو کروموزوم ایکس دیده شود. البته اغلب به دلیل 

جفت باز(،  44 –14از هم کم است )اینکه فاصله این دو باند خیلی 
های ند. در خانمشو میهای آگارز به صورت تک باند دیده روی ژل

 حامل پیش جهش، به همان صورت و به طور تصادفی نیمی از هر
های ایکس متیله )خاموش( و نیمی غیر متیله کدام از کروموزوم

)فعال( است. اگر فاصله دو باند زیاد باشد، بر روی ژل آگارز قابل 
جایی  ند. از آنشو میتفکیک بوده و به صورت دو باند مجزا دیده 

تواند تحت تأثیر عواملی به  میکه خاموش شدن کروموزوم ایکس 
باند محصول  0صورت غیر تصادفی اتفاق بیافتد، ممکن است 

متیله و غیر متیله دستخوش تغییر شوند. در صورتی که  های 
تر ایکس واجد الل طبیعی خاموش شود، باند الل طبیعی بر بیش

روی ژل متیله و باند الل پیش جهش بر روی ژل غیرمتیله 
تر تر هستند. در وضعیت مقابل که به طور غیر تصادفی بیش واضح

خاموش شود،  باند الل پیش جهش  ایکس واجد الل پیش جهش
 روی ژل متیله و باند الل طبیعی روی ژل غیرمتیله واضح تر است. 

 
 : نتایج به دست آمده از تعیین ژنوتیپ ژن 

های دارای تکرار خانم و  محصولات
و  بین  437تا  146، به ترتیب در محدوده بین طبیعی ژن 

مشاهده شد. در اکثریت بیماران تعداد تکرارها بین  777تا  116
تکرار مشاهده گردید. با توجه به نتایج حاصل از مطالعه  75تا  15

خانوادگی،  و دو مورد  گیر  تک فرد مبتلا به  28ما بر روی 
هیچ موردی از پیش جهش و یا جهش کامل مشاهده نشد. این در 

صورت ناقل الل اینترمدییت  درصد( به 14حالی است که دو بیمار )
شناسایی گردیدند گیر  تکدر بین موارد  

تایی بود.  03-05بیمار اول در هر دو الل واجد تکرارهای 
سالگی  13ساله از  47بالینی نشان داد که این خانم  های بررسی

 به ترتیب و  اند و سطح دچار آمنوره ثانویه شده
های شده است. در سونوگرافی، تخمدانگزارش    1/4و  6/06

 تر از اندازه طبیعی مشاهده شد. بیمار کوچک
سالگی قاعدگی  17ساله بودند که در سن 40بیمار دوم خانمی 

طبیعی داشتند. بعد از چند سال دچار اختلال قاعدگی و نهایتا 
تحت بررسی  سالگی شدند و با تشخیص  44آمنوره ثانویه در 

بیمار به بالای  آزمایشات انجام شده نشان داد که  قرار گرفتند.
گزارش شد.  41/4بیمار نیز  افزایش یافته است. سطح   54

سونوگرافیک مشخص کرد که هر دو تخمدان این بیمار  های بررسی
تر از اندازه طبیعی هستند. واجد درجاتی از آتروفی و کوچک

نتایج ژل  نشان داده شده است، 7همانگونه که در شکل 
این بیمار خاموش شدن غیر تصادفی الل واجد  الکتروفورز 

ها با تکرارهای جهش اینترمدیت را نشان داد. این فرد حامل الل
تکرار  50بود که با خاموش شدن غیر تصادفی ایکسی که  50و  44

 و بر روی   50فقط باند  داشت، بر روی 
ده بود. پدیده خاموش شدن غیر تصادفی  قابل مشاه 44فقط باند 

کروموزوم ایکس در یک نمونه با تکرارها در محدوده طبیعی هم 
، که متعاقب 70و  13تکرارهای ای با ژنوتیپ مشاهده شد. نمونه

 تکرار، در  70خاموش شدن غیر تصادفی ایکس واجد 
تکراری  13فقط باند  تکراری و بر روی   70فقط باند 

 (. 7وجود داشت )شکل 
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: محصول                                                 با پرایمرهای ژنی که قبلا  استانداردسازی شده بود.  و  های با روش و  تیمار سولفیت بیهای تأیید روش .1شکل 
تیمار  بر روی  محصول  4به روش دستی، ستون سولفیت بیتیمار شده با  بر روی  محصول  1 درصد: ستون5/1در ژل آگارز  
دو  که   : نتایج حاصل از نمونه کنترل منفی  0جفت باز و ستون  54مارکر  7با استفاده از کیت تجاری،  ستون  سولفیت بیشده با 

دهد. مینمونه را نشان 

 
باندهای مورد انتظار در  -1ستونهای   دهد.را نشان می شکل پایین باندهای محصولات و  شکل بالا باندهای محصولات . 2شکل 

باندهای مورد انتظار در یک نمونه خانم با الل واجد پیش جهش که خاموش شدن کروموزوم ایکس به  -4یک نمونه خانم با اللهای طبیعی. ستونهای 
باندهای مورد انتظار در یک نمونه خانم با الل واجد پیش جهش که خاموش شدن کروموزوم ایکس به صورت  -7تصادفی رخ داده. ستونهای  صورت

باندهای مورد انتظار در یک نمونه خانم با الل واجد پیش جهش   -0غیر تصادفی رخ داده و بیشتر ایکس واجد الل طبیعی خاموش شده است. ستونهای 
باندهای مورد  -5وش شدن کروموزوم ایکس به صورت غیر تصادفی رخ داده و بیشتر ایکس واجد پیش جهش خاموش شده است. ستونهای که خام

انتظار در یک نمونه خانم با جهش کامل که خاموش شدن کروموزوم ایکس به صورت تصادفی رخ داده که البته الل جهش کامل به علت متیلاسیون 
باندهای مورد انتظار در یک نمونه خانم با الل واجد  -6ستونهای متیله خواهد داشت.، فقط باندهایی با اندازه بالا در444بیش از  ثانویه به تکرارهای

 -3جهش کامل که خاموش شدن کروموزوم ایکس به صورت غیر تصادفی رخ داده و بیشتر ایکس واجد تکرار طبیعی خاموش شده است. ستونهای 
د انتظار در یک نمونه خانم با الل واجد جهش کامل که خاموش شدن کروموزوم ایکس به صورت غیر تصادفی رخ داده و بیشتر ایکس واجد باندهای مور 

 جهش کامل خاموش شده است. 
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باشد.   میدهد. ستونها در دو ژل نشان دهنده نتایج نمونه یک فرد را نشان می شکل پایین نتایج و  شکل بالا نتایج  .3شکل 

است که با  70و  13در هر دو ژل: نمونه یک خانم با تکرارهای  7. ستونهای 13-10حدود  های در هر دو ژل: نمونه کنترل فرد سالم با تکرار  4ستونهای 
در هر  0بینیم. ستونهای  میرا  13فقط باند  و بر روی  70فقط باند  تکرار دارد، بر روی  70خاموش شدن غیر تصادفی ایکسی که 

 تکرار دارد، بر روی  50است که با خاموش شدن غیر تصادفی ایکسی که  50و  44دو ژل: نمونه یک خانم حامل الل اینترمدیت با تکرارهای 
در هر دو ژل: نمونه کنترل مثبت فرد حامل پیش جهش با  5شاهده است. ستونهای قابل م  44فقط باند  و بر روی   50فقط باند 
 جفت بازی. 54: مارکر  1و  1، ستونهای : نمونه کنترل منفی 3نشده، ستون  سولفیت بی : نمونه کنترل منفی 6. ستون  54و  174تکرارهای 

 
 بحث 

سه مکانیسم احتمالی مطرح است: کمبود در پاتوژنز 
ها و یا مادرزادی فولیکولهای پریموردیال، عملکرد معیوب آن

 های تخلیه زودرس تخمدان از فولیکول. بر اساس مکانیسم
تواند متنوع  مینیز  متفاوت احتمالی، تظاهرات بالینی در 

سالگی  04باشد. برای مثال، سن ابتلا در طیفی از سنین بلوغ تا 
د. همچنین آمنوره به صورت اولیه یا ثانویه رخ شو میمشاهده 

 04سالگی تا  44دهد به صورتی که آمنوره ثانویه در طیف سنی  می
د. شومیسالگی متغیر است، اما آمنوره اولیه در زنان جوانتر دیده 

تواند  میسطوح هورمونی افراد با توجه به عملکرد غدد همچنین، 

متنوع باشد، و بنابراین تخمدانهای کوچک به همراه عدم وجود 
فولیکولها و یا تخمدانهای طبیعی با فولیکول از تظاهرات متنوع 

باشد. این تنوع تظاهرات بالینی اهمیت تشخیص  می دیگر 
شد فولیکولی و را به منظور کنترل و هدایت ر  زودرس 

تخمدانی برای مواردی که هنوز فعالیت تخمدانی دارند، نشان 
  17.دهد می

با  ی پروموتری ژن در نواح پیش جهش تکرارهای 
 ترین عامل ژنتیکی مرتبط با  عنوان مهم زن، به  444:1بروز 

درصد  17و تا  گیر  تکدرصد موارد  1شود که در حدود  شناخته می
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کرونستر و همکاران   1221در سال  10.دشو میموارد خانوادگی دیده 
را از نظر بالینی مورد مطالعه قرار وارتباط بین ژن

درصد از زنان ناقل پیش جهش قبل از  17ها دریافتند که دادند. آن
بعد از آن شوارتز و همکاران  15.سالگی دچار یائسگی شدند 04

نشان دادند ناقلین پیش جهش در مقایسه با ناقلین جهش کامل 
نیز آلینگهام هاوکینز  1222در سال  16.دارند خطر بیشتری برای 

درصد از  16و همکاران در یک مطالعه بین المللی تخمین زدند که 
این نتایج  13.شوند می زنان ناقل آلل پیش جهش مبتلا به 

نشان داد که تنها درصدی از زنان دارای آلل پیش جهش از اختلال 
برند که نشان دهنده اهمیت شناسایی  میعملکرد تخمدان رنج 

هایی است  مؤثر بر تنوع بالینی و کمک به آن دسته از خانمعوامل 
 های که در معرض خطر عوارض باروری هستند. از آنجا که بیماری

شود،  میدیده ن مرتبط با پیش جهش در افراد مبتلا به 
مطرح  با مکانیسم ایجاد  نظریاتی دال بر تفاوت مکانیسم 

همچنین مشخص شده بود  شوارتز و همکاران شد. در تحقیقات 
جهش کامل مشابه  های در زنان با آللکه  خطر ابتلا به
های مختلفی در خصوص مکانیسم 16.٪( است1جمعیت عمومی )

ارائه شده است.  بر اثر پیش جهش ژن  علت ایجاد 
کد شده که باعث از دست دادن عملکرد   تغییر ساختار 

شود، یکی از دلایل  میپروتئین خاص  74متقابل با بیش از 
تأثیر باشد. مکانیسم پیشنهادی دیگر بر اساس  میشده مطرح
شروع  های تکراری بر تغییر نقطه آغاز ترجمه در کدون های توالی
، تاسونه 4411، ارائه شده است. در همین راستا در سال  غیر 

های پیش جهش دارای  و همکاران مشخص کردند که آلل
آدنیلاسیون متفاوتی  های پلی های شروع رونویسی و مکان محل

های  ها نسبت به آلل ر این آللهستند که منجر به تغییرات بیان د
مطالعات قبلی همین گروه تحقیقاتی نشان داده  11.شود طبیعی می

لین پیش                         تقریبا  پنج برابر در ناق بود که سطوح
یابد، اگرچه بیان پروتئین اندکی کاهش نشان  میجهش افزایش 

قیقات دیگری نشان داد که این افزایش تح 12.داد می
ژرمینال جنین بر تعداد تخمک ها و رشد  های در سلول 

لو و همکاران یک موش ناقل پره  44.آنها تأثیر منفی دارد
منجر به  موتاسیون را بررسی و مشاهده کردند که افزایش

از  41.شود کاهش تعداد فولیکول و درنتیجه کاهش باروری می
سوی دیگر، هافمن و همکاران گزارش کردند که ایجاد و تکامل 
ذخایر فولیکول اولیه طبیعی است، اما از دست دادن سریع 

دهد که نشان دهنده یک مشکل ذاتی تخمدان  میفولیکول ها رخ 
پیش جهش نیز این  های مطالعات قبلی در زنان ناقل آلل 44.است

در موضوع را نشان داده بود که افزایش سطوح

تواند منجر به آترزی فولیکول ها یا کاهش تعداد  میزنان 
برخی از  47.های مدل شوددر حال رشد، مشابه موش های فولیکول
را مسئول کنترل ذخایر تخمدانی به واسطه تأثیر محققین
های گرانولوزا در طول بلوغ  دانند. سلول میهای گرانولوزا  بر سلول

فولیکولی ژنهای مهم کنترلی غدد درون ریز و مسیرهای سیگنالینگ 
رسد که کنند. به نظر می میرا برای بلوغ صحیح تخمک ها بیان 

متعدد، به  های با اتصال به رونوشتو
عنوان سرکوبگرهای ترجمه ای  در کنترل سطح ترجمه نقش بازی 

بنابراین هنگامی که سطوح آنها در میان ناقلین پیش  کنند.  می
توانند کاهش یابند یا  میکنترلی   های کند، سیگنال میجهش تغییر 
کلیدی   های و ژن در مطالعه ای جدید بیان  44.از بین روند

به طور مقایسه ای در  مسیرهای سیگنالینگ 
رانولوزا مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت، و نتایج گ  های سلول

و بیان  بدست آمده بر یک ارتباط عملکردی بین بیان 
که بلوغ فولیکولی انسان  های مسیر سیگنالینگ  ژن

 40.کنند، دلالت داشت را کنترل می
 44در نتایج حاصل از مطالعه ما بر روی دو مورد خانوادگی و 

درصد( ناقل الل  14دو بیمار ) ،گیر تکمبتلا بهفرد 
مشاهده شدند. در مطالعه دیگری از ایران ، اینترمدییت

درصد گزارش کرده  74اینترمدیت را   اسدی  و همکاران ناقلین آلل
همچنین، نتایج ما موردی از پیش جهش در جمعیت  45.اند

بیماران مورد بررسی را نشان نداد که با مطالعه اخیر تانگ و 
  46.همکاران مطابقت دارد

                                                   مانگونه که قبلا  اشاره شد، پدیده خاموش شدن کروموزومه
را  تحت تأثیر قرار دهد. به همین دلیل در تواند  میایکس

مطالعه حاضر، در کنار بررسی فراوانی ژنوتیپی، وضعیت 
ژو و بر اساس مطالعهمتیلاسیون اللها نیز به روش

ما  های نتایج دادهشد.استاندارد سازی و اعتبار سنجی  14،همکاران
محدوده طبیعی و اینترمدییت که  های علاوه بر مشخص کردن الل

تحت تأثیر خاموش شدن کروموزم ایکس متیله شده بودند، 
مواردی از خاموش شدن غیر تصادفی را نیز مشخص کرد. در این 
                                                            افراد یکی از الل ها کاملا  به صورت خاموش و متیله و الل دیگر  

ت فعال و غیر متیله مشاهده شد. باید توجه داشت               کاملا  به صور 
، بیشتر متیله وغیرفعال شود، خطر که اگر آلل طبیعی

وجود دارد. به  مرتبط با  های تری برای تظاهر فنوتیپبیش
عبارت دیگر، متیله و خاموش بودن الل طبیعی و غیرمتیله و 

را تغییر  فعال بودن الل پیش جهش، میزان تولید
 در مطالعه 2.دهد را تحت تأثیر قرار میداده و فنوتیپ

و خاموش  مک آنانی و همکاران ، پیش جهش-جانستون
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شدن کروموزم ایکس، در خواهران دوقلوی تک تخمکی با 
های ناسازگار بررسی شد. البته هیچ شواهدی از نقش فنوتیپ

مرتبط با فنوتیپ  و الل پیش جهشخاموش شدن ایکس
                               در مقابل، بودگا و همکاران قبلا   43.نیامددست بهمتفاوت

آلل پیش   شواهدی را از ارتباط مستقیم بین وضعیت فعال
با ارزیابی سه خواهر با گسترهو تظاهراتجهش 

 5.ارائه داده بودندناهماهنگمشابه اما با فنوتیپ 
ایکس را در خاموش شدن کروموزوم مطالعات دیگر ارتباط

تفاوت  42 ,41.نشان داده است خواهران با علائم عصبی در
خاموش شدن  این مطالعات در نقش یا سهم های در یافته

توان  میهای ناقلین پیش جهش را  کروموزوم  ایکس در فنوتیپ
های  ها، میزان موزائیسم، تفاوتها و محدودیت با اندازه کوچک گروه

 های مورد استفاده توضیح داد تکنیکی روش
 

 نتیجه گیری
است. به  مرتبط با  های یکی از مهم ترین ژن ژن 

همین دلیل، بررسی و مطالعه آن در زنانی که علائم اختلال 
دهند، مهم است.  میعملکرد تخمدان با علت ناشناخته را نشان 
، از جمله تعداد این ارزیابی باید شامل مطالعه ساختار ژن 

. این نه تنها برای دانستن و الگوی متیلاسیون آن باشد تکرار 
علت اختلال عملکرد تخمدان، بلکه برای شناسایی پیش جهش که 

ها گسترش یافته و منجر به جهش و در  توانند در برخی از نسل می
در نسل بعد شوند، مفید خواهد بود. علاوه بر این،  نتیجه 

تشخیص این آلل ها در میان زنان جوان امکان مشاوره ژنتیکی 
را برای برنامه ریزی زندگی باروری آنها با در نظر گرفتن اختلال  لازم

رسد در خصوص  میکند. البته به نظر  میعملکرد تخمدان فراهم 
های مولکولی، تحقیقات بیشتری در انسان مورد نیاز است  مکانیسم

ها  در تخمدان و  تا مشخص شود که چگونه 
 74.کنند عمل می

 قدردانی ها 
نويسندگان از همه بیماران و افراد خانواده آنان که در مطالعه 

 .شركت کردند قدرداني مي كنند
 

 مشارکت پدیدآورندگان
شیرین شهبازی و فاطمه افخمی طراحي، اجرا و تحليل نتايج 
مطالعه را بر عهده داشتند. همچنين مقاله را تـأليف و نسخه نهايي 
آن را خوانده و تأييد كرده اند. لعیا فرزدی و معصومه عزیزی در 
طراحي، اجرا و تحليل نتايج مطالعه مشاركت داشتند. همچنين 

 تأييد كرده اندنسخه نهايي آن را خوانده و 
 

 منابع مالی
منابع مالی اين طرح تحقيقاتي از طرف دانشگاه تربیت مدرس 

 .تأمین شده است
 

 ها پذیری داده دسترس
شده در مطالعه فعلی در صورت درخواست  های ایجاد داده

 گردد. معقول از پدیدآور رابط ارائه می

 ملاحظات اخلاقی
دانشگاه تربيت مدرس به پروتكل اين مطالعه در كميته پزشكي 

 به تأييد رسيده است.  شماره مرجع

 تعارض منافع
مؤلفان اظهار مي كنند كه منافع متقابلي از تأليف و يا انتشار 

 اين مقاله ندارند.
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