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. دهدعروقی را به خود اختصاص می-درصد موارد اختلالات قلبی 33الی  65های قلبی، نقص دريچه

شود که شيوع آن در ای محسوب میترين اختلالات دريچهپرولاپس دريچه ميترال يکی از رايج

تشخيص زودهنگام آن  تواند بهفهم اساس ژنتيکی پرولاپس دريچه ميترال می. درصد است 6/4جهان 

های دخيل در بروز اختلالات به تازگی به فهرست ژن Smad6و  NFATc1های ژن. کمک نمايد

برداری بسيار مهم در مراحل سلولی تکوين اند و از فاکتورهای نسخهقلبی مادرزادی اضافه شده

 NFATc1های مطالعه نواحی بالادستی ژن ،هدف از اين پژوهش. شوندهای قلب محسوب میدريچه

 .مورفيسم آن با پرولاپس دريچه ميترال در بيماران ايرانی استو ارتباط احتمالی پلی Smad6و 
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ترین اختلالات چند امروزه اختلالات قلبی عروقی یکی از رایج

-است که فاکتورهای ژنتیکی و محیطی متفاوتی در بروز آن 1علتی

 1111در هر  ششتا  چهاربروز این اختلالات . ها نقش دارند

-این اختلالات یکی از عوامل غیرعفونی مرگ در سال. تولد است

های قلبی و نقص دریچه. شوندی محسوب میهای اولیه زندگ

درصد کل اختلالات قلبی  31الی  29های مربوط به آن در ساختار

ای مادرزادی در بین اختلالات دریچه. شوندعروقی مشاهده می

های در بزرگسالان بیماری. تر استای فراوانهای دریچهبیماری

 Garg) دروندریچه قلبی دلیل اصلی مرگ و میر به شمار می

2006; Dina et al. 2015 .)2پرولاپس دریچه میترال (MVP ) یک

های دریچه میترال به ناهنجاری سیستولی بصورت برآمدگی لخت

های ترین ناهنجاریاین بیماری از شایع. درون دهلیز چپ است

 MVPمطالعه روی خصوصیات . شوددریچه قلبی محسوب می

گروه بیماران در بیمارستان و ها، بررسی تنها به آنالیز شجرنامه

طور ارثی دچار بیماری بوده یا صدای مراجعه افرادی که به

این بیماری . شودناهنجار را در قلب خود داشتند محدود می

دارای علائم بالینی متفاوت بوده و یک بیماری ارثی است که آن 

تردیدی . گیرندعنوان یک ناهنجاری قلبی مندلی در نظر میرا به

برای تشخیص اساس  MVPد ندارد که فهم اساس ژنتیکی وجو

 Layford et al. 2001; Padang R) زیستی بیماری ضروری است

and Semsarian C. 2012.)   شیوعMVP  درصد و در  2/4در جهان

بنابراین انتظار . باشددرصد می هشتتا  دوجمعیت بزرگسال بین 

. این بیماری باشند میلیون نفر در کل جهان مبتلا به 144رود می

علاوه بر این افزایش سن نقش مهمی در گسترش و شدت این 

ترین شکل وراثت آن اتوزومال غالب شایع. دهدبیماری نشان می

این بیماری هم مشاهده شده که  Xاست اما وراثت وابسته به 

در این تحقیق به  (.Grau et al. 2007) شیوع آن بسیار کم است

های احتمالی در ناحیه کنترلی دو ژن بررسی پلی مورفیسم

NFATc1 و Smad6 استشده پرداخته . 

برداری هستند که در کننده فاکتورهای نسخهکد NFATخانواده ژن 

مسیرهای انتقال علامت لازم جهت تکوین سیستم عصبی و 

                                                           
1
 Multi factorial 

2
 Mitral Valve Prolapse 

های قلبی و اسکلتی و تمایز دریچه قلب، رشد ماهیچه

تا  NFATc1عضو  جپنها ضروری است و شامل استئوکلاست

NFATc5 باشندمی .NFATc1  آمینواسید است و  312پروتئینی با

باشد که در دارای یک ناحیه تنظیمی در انتهای آمین خود می

نقش دارد و نیز دارای یک  DNAانتقال آن به هسته و اتصال به 

روی فاکتورهای  اثرقلمرو در انتهای کربوکسیلی خود است که با 

. دهدواکنش می GATA6و  GATA4 ،GATA5برداری نسخه

های ایمنی را در سلول AP1چنین این پروتئین واکنش با هم

(. Mongol et al. 2016; Shen et al. 2013) کندگری میمیانجی

Caوابسته به  NFATهای خانواده برداری از ژننسخه
در . است +2

ر های زیادی در ارتباط با نقش این دو دهای اخیر تلاشسال

اگرچه سوالات مطرح شده در ارتباط با . استتکوین انجام شده

ها نیز به آن وابسته است برداری از بقیه ژنکه نسخه NFATنقش 

برداری و پاسخ مانده، اما شناسایی عناصر تنظیمی که در نسخهبی

تنظیم این خانواده ژنی دخیل هستند بسیار حائز اهمیت است 

(Isabella et al. 2001.) 

های علائم ابر عنوان انتقال دهندهبه Smadهای خانواده روتئینپ

-شامل چهار اگزون می Smad6. اندشناخته شده TGFβخانواده 

این ژن به . است 15q21-q22 باشد و جایگاه کروموزومی آن

دست، پا، چشم و  های در حال تکوین همچونشدت در اندام

نقش بسیار مهمی  Smad6مطالعات نشان داده  .شودقلب بیان می

 طی تکوین قلب دارد BMPدر هماهنگ کردن وظایف 

(Katherine et al. 2000; Song et al. 2015.) ژن Smad6  در طی

-های اندوتلیال بیان میدوران جنینی و حتی بزرگسالی، در سلول

ها دخیل است و بیان این ژن در  افزایش ضخامت دریچه. شود

و در  های اندوتلیالاید سلولجهش در این ژن باعث کاهش تز

(. Galvin et al. 2000) شودهای خونی مینتیجه کاهش قطر رگ

در این  Smad6و  NFATc1های با توجه به اهمیت بیان ژن

که  Smad6و  NFATc1های پژوهش مطالعه نواحی بالادستی ژن

در تنظیم بیان نقش اصلی را برعهده دارد و ارتباط آن با پرولاپس 

 .یترال در بیماران ایرانی مدنظر قرار گرفته استدریچه م
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در این تحقیق پس از انجام مشاوره دقیق و کسب رضایت و 

و  بیمار زن مراجعه کننده به مرکز قلب تهران 31 معرفی تحقیق، از

نمونه خون محیطی  لیترمیلیپنج عنوان کنترل، زن سالم به 11

 ن تا زمان شروع آزمایشات در دمایهای خونمونه. گرفته شد

با روش  DNAاستخراج . نگهداری شدندگراد درجه سانتی -21

 (.Sambrook and Russel 2001) کلروفرم انجام شد-فنل

و  Smad6های پرایمرهای اختصاصی برای نواحی بالادستی ژن

NFATc1 افزارو با استفاده از نرمGene Runner  طراحی شد 

 (. 1جدول )

، PCR (1X)با شرایط غلظتی بافر  PCRرحله بعد واکنش در م

Mgcl2 (1.5mM) ،dNTP (200µM)،  پرایمر پیشرو(0.4 µM) ،

در حضور ( 1U)پلیمراز  Taq، آنزیم (µM 0.4)پرایمر معکوس

 (TC-512) الگو و دستگاه ترمال سایکلر DNAمیکروگرم  1/1

Techne مربوط به شرایط حرارتی برای آمپلیکون . سازی شدبهینه

-هباز بجفت181به طول آمپلیکون  NFATc1ناحیه بالادستی ژن 

عنوان مرحله گراد بهدرجه سانتی 34دقیقه در دمای  پنجصورت 

درجه  34ثانیه  31واسرشت اولیه به تعداد یک سیکل و سپس 

درجه  22ثانیه  31گراد و درجه سانتی 22ثانیه  31گراد، سانتی

درجه  22دقیقه  پنجسیکل و در نهایت  39گراد به تعداد سانتی

شرایط حرارتی . سازی شدگراد به تعداد یک سیکل بهینهسانتی

طول به Smad6برای آمپلیکون مربوط به ناحیه بالادستی ژن 

گراد درجه سانتی 34دقیقه  پنجصورت هباز بجفت 242آمپلیکون 

 31عنوان مرحله واسرشت اولیه به تعداد یک سیکل و سپس به

 31گراد و درجه سانتی 93ثانیه  31گراد، درجه سانتی 34ثانیه 

 پنجسیکل و در نهایت  39گراد به تعداد درجه سانتی 22ثانیه 

پس از بررسی اولیه . سازی شدگراد بهینهدرجه سانتی 22دقیقه 

، جهت بررسی وجود یک درصددر ژل آگارز  PCRمحصول 

 PCRیر شده، محصول های احتمالی در قطعات تکثمورفیسمپلی

SSCPجهت انجام 
جهت انجام . مورد استفاده قرار گرفت  

SSCP میکرولیتر از محصول  3، در یک میکروتیوبPCR همراه به

 29/1برموفنل بلو،  درصد 29/1)گزاری بار میکرولیتر بافر دو

، (حجمی گلیسرول در آب/حجمی درصد 91زایلن سیانل، درصد 

 یکو  TBE 0.5Xمیکرولیتر و دمیکرولیتر فرمامید،  شش

سپس این مخلوط به مدت . مولار مخلوط شد 1/1میکرولیتر سود 

ها دقیقه در بن ماری در حال جوش قرار گرفت و سپس ویال 19

دقیقه انکوبه شده و  19به سرعت دریخ فرو برده شدند و به مدت 

درصد یک حاوی  درصد 11 در نهایت در ژل آکریل آمید

 141ساعت در ولتاژ ثابت برابر  پنج گلیسرول و به مدت

آمیزی و بررسی وضعیت در نهایت رنگ  .الکتروفورز شدند

 (.Bassam et al. 1991) کنفورمرها با روش نیترات نقره انجام شد

 

باز و جفت NFATc1 181طول قطعه تکثیر شده برای پرایمر 

شان ن 2و  1شکل . باشدباز میجفت Smad6 242برای پرایمر 

  Smd6و NFATc1حاصل از پرایمرهای  PCRدهنده محصول 

است که جهت بررسی کیفیت در ژل آگارز الکتروفورز شده 

حاصل که از نظر کیفیت باند الکتروفورز  PCRمحصولات  .است

و عدم وجود باندهای غیر اختصاصی مورد تایید قرار گرفتند، پس 

میزی ارزیابی آو رنگ SSCPاز انجام مراحل لازم جهت انجام 

نواحی بالادستی  SSCPمربوط به واکنش  4و  3های شکل .شدند

NFATc1  وSmad6 های مربوط به کدام از نمونههیچ .باشدمی

چنین با یکدیگر تفاوت بیماران در کنار گروه کنترل و هم

 .کنفورماسیونی نشان ندادند

                                                           
1 Singel stranded conformational polymorphism 

 

 های استفاده شده در این تحقیق توالی پرایمر -1جدول 
 
 

 

 

 

                                                           
2
 Amplicon length 

3
 Accession Number 

  هامواد و روش

  نتایج

2ول قطعه تکثیر شوندهط در بانک ژنی 3شماره دستیابی   نام پرایمر توالی 

بازجفت 181  NM_172390.2 5ʹ- GCAGCAGGGGCGTGATGTC-3ʹ NAT-F 
5ʹ- TGCTGCTGGGATCTGGCG-3ʹ NAT-R 

بازجفت 242  XR_931827.2 5ʹ- GGGTATCAACAAGCCTGCC-3ʹ Smd-F 
5ʹ- TCAACAACTCCAGCCCCCG-3ʹ Smd-R 
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 PCRدرصد، بررسی محصولات  یکنمونه الکتروفورز ژل آگارز  -1 شکل

 91مارکر: NFATc1 .Mبازی مربوط به ناحیه پرووموتری ژن جفت 181قطعه 

های مربوط به بیماران نمونه پنجتا  یکهای ، ستونDNAبازی اندازه جفت

 .باشدمی

 

 
 PCRی محصولات درصد ، بررس یکنمونه الکتروفورز ژل آگارز  -2 شکل

مارکر اندازه : Smad6 .Mبازی مربوط به ناحیه بالادستی ژن جفت 242قطعه 

DNAباشدهای مربوط به بیماران مینمونه چهارتا  یکهای ، ستون. 

مطالعه حاضر یک برآورد اولیه از وجود پلی مورفیسم در نواحی 

در های مهم عنوان ژنبه Smad6و  NFATc1بالادستی دو ژن 

تواند در درمان نتایج چنین مطالعاتی می. باشدتکوین قلب می

های بنیادین و با دیدگاه شناسه اختلالات قلبی با استفاده از سلول

اختلالات قلبی . هایی حائز اهمیت باشدبیانی در مورد چنین ژن

شود درصد کل اختلالات مادرزادی را شامل می 29نوزادان حدود 

. سال داردر بالایی در نوزادان زیر یککه شیوع و مرگ و می

شود به کندی در ژنتیکی که باعث این اختلالات می هایمکانیسم

-حال حل شدن است و تحقیقات مختلفی در ارتباط با مکانیسم

د در تعدادی از نکنمولکولی که تکوین قلب را کنترل می های

ما در این (. Garg 2006) موجودات زنده در حال انجام است

نمونه بیمار زن مبتلا به پرولاپس دریچه میترال را از  31پژوهش

های های احتمالی در پروموتر ژننظر وجود پلی مورفیسم

NFATc1  وSmad6  برای اولین بار در کشور مورد مطالعه قرار

. قرار داشتند 91تا  29بیماران مورد مطالعه در دامنه سنی . دادیم

بیمارانی که . در نظر گرفته شددر انتخاب بیماران چندین عامل 

سابقه فامیلی مثبت نداشتند در مطالعه وارد نشدند و این موضوع 

بیماران توسط  .آوری نمونه را با مشکل مواجه نمودجمع

متخصص جراح قلب در بیمارستان قلب تهران انتخاب شدند و 

به شکل حاد  MVPدلیل عارضه ها از افرادی بودند که بهتمامی آن

 .احی نیاز داشتندبه جر

 

 
مربوط به بررسی ناحیه بالادستی ژن  SSCPای از ژل نمونه -3شکل 

NFATc1 . درصد 11ژل آکریل آمید .M : مارکر اندازهDNA ،ND : نمونه

مربوط  11تا  1های نمونه. باشندهای کنترل مینمونه C3تا  C1دناتوره نشده، 

 .لگوی کنفورمرها یکسان استها اباشد که در تمامی نمونهبه بیماران می

 

 
ژل . Smad6مربوط به ناحیه بالادستی ژن  SSCPای از ژل نمونه -4 شکل

 C1نمونه دناتوره نشده،  :DNA ،NDمارکر اندازه : M. درصد 11آکریل آمید 

باشد که مربوط به بیماران می 11تا  1های نمونه. باشندگروه کنترل می C3تا 

 .کنفورمرها یکسان است ها الگویدر تمامی نمونه
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دلیل تعداد به. چنین سن بیماران ملاک دیگری در انتخاب بودهم

چنین ماهیت این بیماری که بسیار کم بیمار با سنین پایین و هم

بروز آن در حدود میانسالی است با محدودیت دیگری مواجه 

-خانواده به خاطر نگرانی گیری از سایر اعضابودیم و امکان نمونه

عنوان فرد سالم به 11استفاده از . ای اخلاقی موجود فراهم نبوده

دلیل اینکه هیچ سازی آزمایشات بود و بهجهت بهینه کنترل صرفاً

دار کنترل وجود مورفیسمی یافت نشد نیاز به گروه معنیپلی

در این . باشدنکته دیگر قابل ذکر جنسیت بیماران می. نداشت

شیوع بالاتر . بررسی زن انتخاب شدندمطالعه کلیه بیماران مورد 

است و این بیماری در زنان در مقالات زیادی گزارش و تاکید شده

باشد که بدانیم موقعیت تکوینی این انتخاب زمانی بیشتر موجه می

(. Delling and Vasan 2014) ت استواختلال نیز در زنان متفا

لایان بررسی مورفیسم در مبتشاید یکی از دلایل عدم مشاهده پلی

-ها با انواع دیرمورفیسمشده در تحقیق حاضر عدم ارتباط این پلی

در عین حال با توجه به تفاوت شیوع در دو . باشد MVPرس 

بهتر است این موضوع مد  (Sattur et al. 2010)جنس زن و مرد 

-ها از نقاط قوت این تحقیق میانتخاب نوع ژن. نظر قرار گیرد

مد  NFAT1cمورفیسم ناحیه کنترلی ژن در این تحقیق پلی. باشد

 NFATمطالعات اخیر نقش اعضا خانواده ژنی . نظر قرار داده شد

برجسته کرده است  1وزپتآپوچنین فرایند را در سیکل سلولی و هم

تواند تایید کننده نقش این خانواده ژنی در فرایند تکوین و این می

های مهم باشد که در مطالعات دیگری نیز نویژه ارگاجنینی و به

 (.Mongol et al. 2016; Shen et al. 2013) استگزارش شده

تواند با اختلال می NFATc1دهد که مطالعات کلینیکی نشان می

مورفیسم در پلی. مرتبط باشد (VSD) در تیغه جدا کننده دو بطن

 رون، اینت(rs11665469)2 ، اینترون(rs724256)2 اینترون

2(rs75455)  ژنNFATc1 ای با ارتباط برجستهVSD  دارد(Shen 

et al. 2013 .) در گزارشی دیگر برای اولین بار ارتباط بین

NFATc1  و بیماریTA
در این بیماری اتصال بین . کشف شد 2

شد دهلیز و بطن راست که قبلا توسط دریچه سه لختی حفظ می

نقص در دریچه سه لختی با  تا قبل از این آزمایش. روداز بین می

مورد  دودانستند اما در این آزمایش هیچ جایگاه ژنی مرتبط نمی

                                                           
1
 Apoptosis 

2
 Tricuspid Atresia 

SNP  در ژنNFATc1 که اولین مورد  با این بیماری مرتبط بودند

باعث قرارگیری لوسین  2در اگزون  T/Cدر نوکلئوتید  SNP آن

 SNP شود و دومین مورد هممی 22به جای پرولین در موقعیت 

جای باعث قرارگیری لوسین به 8در اگزون  A/Cلئوتید در نوک

با (. Zahi and Yehya 2012)شود می 21ایزولوسین در موقعیت 

-توان پیشنهاد کرد که عدم وجود پلیها میتوجه به این گزارش

ها که در تحقیق ما گزارش مورفیسم در ناحیه پروموتوری این ژن

نیست و به  MVPدر  هااست، به معنی عدم دخالت این ژنشده

های و حتی اینترون( نواحی کدگذار)ها زبان دیگر مطالعه اگزون

 .تواند هدف بررسی بعدی باشدمی MVPها در بیماران این ژن

نوع  ، مطالعات نشان داده است که هرSmad6در رابطه با ژن 

در قلب در زمان تکوین با مکانیسمی  Smad6اختلال در بیان ژن 

 موجب بروز اختلالات شدید خواهد شد BMPوابسته به 

(Kristine et al. 2011 Katherine et al. 2000; .) مطالعات مشابه

-باعث ناهنجاری Smad6نشان داد که جهش در برخی نواحی ژن 

 Huay et al. 2012; Tan et)شود های قلبی عروقی مادرزادی می

al. 2012 .)عدم تواند تا حدی توجیه کننده این گزارشات می

های مورد مطالعه در مورفیسم در ناحیه پروموتری ژنیافتن پلی

رسد هر نوع تغییر ژنتیکی که باعث نظر میهب. این تحقیق باشد

ویژه در ناحیه بالادستی و هب) ها شودکاهش یا افزایش بیان این ژن

موجب سقط جنین بسیار زود هنگام و حتی عدم ( پروموتری

ینی خواهد شد و ممکن است در افراد توفیق رویان جهت لانه گز

 .زنده به چنین مواردی کمتر برخورد نماییم

های دیگری در شیوع فرض دیگر اینست که دخالت همزمان ژن

MVP 3هایمطالعات ارتباط قطعی ژن. مد نظر قرار گیرد
MMVP1 

(Disse et al. 1999) ،MMVP2 (Lisa et al. 2003 )و MMVP3 

(Francesca et al. 2005 ) را با بروز اختلالات دریچه میترال اثبات

باشد می Xکه روی کروموزوم  A دخالت ژن فیلامین .نموده است

( Kyndt et al. 1998) شودرا باعث می MVPو نوع نادری از 

تر به این موید هتروژنی بالای این اختلال بوده و نگرشی محتاطانه

و  NFATc1ن دخالت دو ژ .کندها را یادآوری مینوع بررسی

Smad6 های مهم منجر به تکوین دریچه قلب موجب شد در مسیر

های ناحیه بالادستی در تا فرضیه دخالت احتمالی پلی مورفیسم

                                                           
3 Myxomatous Mitral Valve Prolapse 1 
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در این . بروز اختلالات دریچه در برخی از افراد شکل بگیرد

مورد  Smad6و  NFATc1های ای پروموتر ژنتحقیق ناحیه هسته

ها تفاوت بارزی در هیچ یک از نمونه تاًبررسی قرار گرفتند و نهای

طور کلی دو فرضیه به. در الگوی کنفورمرها مشاهده نشده بود

پلی مورفیسم در ناحیه بالادستی : توان ارائه دادبرای این نتیجه می

در بروز بیماری نقشی ندارد و یا  NFATc1و   Smad6های ژن

دگی جنین های عملکردی تهدید کننده زناثرات پلی مورفیسم

مورفیسم  در ناحیه بالادستی با توجه به اهمیت پلی. انسان است

تر در این زمینه نیاز به تحقیقات بیش Smad6و  NFATc1های ژن

 .شوداحساس می
 

 سپاسگزاری

این طرح در قالب تفاهم نامه همکاری با مرکز قلب تهران انجام  

در مرکز قلب نویسندگان مقاله از آقای دکتر عباسی . گرفته است

دلیل همکاری در معرفی بیماران واجد شرایط این تحقیق تهران به

خاطر حمایت هچنین از دانشگاه شهرکرد بهم. نمایندقدردانی می

 .شوددانی میمالی این تحقیق قدر
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