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Aims Mutations in the phenylalanine hydroxylase (PAH) gene are the main reason for phenylketonuria 
(PKU). The multiplicity of mutations in the PAH gene, which leads to PKU, makes the diagnosis of patho-
genic mutations impossible in many cases. In these cases, polymorphic markers in the PAH gene, such as 
the variable number of tandem repeats (VNTR) are used to determine the carriers in PKU families. This 
study aims to investigate the allele frequency of this marker in the PKU population of Guilan Province, Iran.
Methods & Materials During one year, 25 unrelated PKU patients were identified from different areas of 
Guilan Province. After extracting DNA from patients’ blood, VNTR containing fragments of the PAH gene 
were assessed using the polymerase chain reaction (PCR)-sequencing method.
Findings PCR products related to PAH VNTR alleles produced 380, 500, and 530 base pairs fragments. They 
were related to 3, 7, and 8 copies of the repeat units, respectively. In addition, these repetitions had a 
frequency of 6(12%), 6(12%), and 33(66%), respectively. Also, this study demonstrated that PKU patients 
in Guilan Province, Iran had VNTR3/VNTR3, VNTR3/VNTR8, ND/VNTR8, VNTR7/VNTR7, VNTR8/VNTR8, 
and ND/ND genotypes in the PAH gene.
Conclusion This study is the first report on the genetic structure of the PKU population using PAH VNTR al-
leles in Guilan Province, Iran. Given the population diversity in Iran, it is necessary to study the frequency 
and distribution of VNTR alleles in different parts of the country. 
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Introduction

henylketonuria (PKU) and hyperphenylal-
aninemia (HPA) are the result of the defi-
ciency of hepatic phenylalanine hydroxylase 
(PAH). PAH deficiency leads to an abnormal 
increase in serum phenylalanine (Phe), that is, 

more than 120 µmol/L, which leads to irreversible men-
tal retardation in untreated patients [1]. PKU is an auto-
somal recessive disease and the most common disorder 
of amino acid metabolism with a wide range of clinical 
and biochemical manifestations, comprising different 
geographical prevalences [2]. The prevalence of PKU in 
Caucasians is 1 in 10000 births; however, it is significant-
ly higher in the East Mediterranean region. The highest 
prevalence of PKU has been reported in this region of the 
world, 1 in 4000 in Turkey and 1 in 3627 in Iran. This 
high prevalence can be considered primarily due to the 
high rate of family marriage in the region [3]. In another 
study, the highest prevalence was reported in Turkey and 
the lowest prevalence was reported in the UAE [4]. Hy-
perphenylalaninemia is the result of any increase in the 
level of phenylalanine in the blood. This level in healthy 
children is less than 120 µmol/L [5]. In mild hyperphe-
nylalaninemia (MHP), this number is 120 to 600 μmol/L, 
in mild PKU (mPKU) it is 600 to 1200 μmol/L, and in 
classic PKU (cPKU) it is more than 1200 μmol/L [6]. 
The PAH gene with a length of 90 kilobases is located on 
chromosome 12 in the q22-q24.1 region, which includes 
13 exons and 12 introns [7]. PAH protein has a tetrameric 
structure with several subunits, each of which consists of 
3 domains, namely a regulatory domain at the N terminal, 
a catalytic domain, and a tetramerization domain at the 
C terminal [7]. The main cause of PKU is a wide range 
of mutations in the PAH gene [8]. About 1180 biallelic 
variants have been identified in the PAH gene [6]. In ad-
dition, the PAH gene has different polymorphic markers, 
such as intergenic short tandem repeats (STRs) located in 
intron 3, a variable number of tandem repeats located in 
the 3′ untranslated region (3′-UTR), and several restric-
tion fragment length polymorphisms (RFLPs) that are 
strongly associated with the PAH region [9]. VNTR poly-
morphism has an AT-rich repeat unit and 30 base pairs, 
and several alleles of this polymorphism have been iden-
tified and reported worldwide [3]. Polymorphic markers 
that are strongly associated with the PAH gene facilitate 
prenatal diagnosis and identification of carriers [10]. So 
far, many studies have been conducted on PAH VNTR tan-
dem repeat sequences. In these studies, the polymorphism 
of this sequence, its relationship with the types of PAH 
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gene mutations, the ability of this sequence to identify 
PKU carriers, and the use of VNTR sequences along with 
STR repetitive sequences in forensic medicine have also 
been considered [10]. Among the conducted research, the 
study of Hosseini Mezinani et al. in 2008 reports 4 al-
leles of VNTR3, VNTR7, VNTR8, and VNTR9 repetitions 
in PKU chromosomes [3]. In another study conducted 
in 2017 by Razipour et al., 5 alleles of VNTR3, VNTR7, 
VNTR8, VNTR9, and VNTR12 repetitions were reported 
in Iranian PKU patients [9]. Also, in the study of Abe-
dini and Khazaei in 2020, 5 alleles of VNTR3, VNTR7, 
VNTR8, VNTR9, and VNTR12 repetitions were identified 
in PKU patients in Northern Iran [10]. Polymorphic sys-
tems have a high degree of heterogeneity and are very 
informative for prenatal diagnosis and carrier screening in 
most populations [10]. According to the studies conduct-
ed in Iran, VNTR alleles in the Iranian population were 
66% informative [3]. Considering the high prevalence of 
PKU and consanguineous marriages in the Iranian popu-
lation, the current study was conducted to identify PAH 
VNTR alleles in PKU patients in Guilan Province, Iran.

Materials and Methods

Patients

This was descriptive cross-sectional research. The study 
population were 25 people with PKU, non-relatives from 
different areas of Guilan Province, who were referred to 
17 Shahrivar Hospital in Rasht City, within a one-year 
period, and their disease was diagnosed by a pediatrician. 
The identification of these patients was based on the files 
available in 17 Shahrivar Hospital in Rasht City, Iran. 
Only one patient from each family was included in the 
study. The levels of phenylalanine pretreatment in 25 pa-
tients werre determined at 320-2453 µmol/L. Then, the 
patients and their families were invited to participate in 
this study. After explaining the aim of the study to the par-
ticipants, the consent forms and questionnaires were com-
pleted by the subjects or their families (in cases where the 
patient was a child or mentally challenged). The study 
was approved by the ethics committee of Islamic Azad 
University, Rasht Branch. To collect blood samples from 
each patient, 2-5 mL of blood was collected, and to pre-
vent blood coagulation, 15 mL falcons containing 300 µL 
of 0.5 M ethylenediaminetetraacetic acid were used as an 
anticoagulant.

DNA extraction

DynabioTM Blood/Tissue DNA Extraction Mini kit 
(Takapozist, Tehran, Iran) was used for DNA extraction. 
Fast extraction, yield, and a high degree of purity are the 
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features of this kit. After extracting the DNA and before 
performing the PCR reaction to check the quantity and 
purity of the nucleic acid, the obtained DNA was checked 
with a nano-spectrophotometer (Thermo Scientific Nano-
Drop, 2000C, USA).

Polymerase chain reaction (PCR)

The PCR reaction was performed in Analytik Jena ther-
mocycler (Germany). The sequence of of the forward and 
reverse primers used in this reaction was as follows [3]:

Forward primer: 5′-GCTTGAAACTTGAAAGTT-
GC-3′; 

Reverse primer: 5ꞌ-GGAAACTTAAGAATCCCCATC-3ꞌ.

Primers were synthesized by Bioneer Company, South 
Korea. The final volume of the PCR reaction mixture was 
25 μL which was prepared using the AccuPower® PCR 
PreMix kit (Bioneer, South Korea) and adding genomic 
DNA, primer pair (20 pmol), and sterile water to the Pre-
Mix solution. The results of setting the PCR conditions 
for the amplification of the PAH VNTR fragment were as 
follows: Initial denaturation temperature of 94°C for 10 
min, 30 reaction cycles, each cycle including denaturation 
temperature of 94°C for 1 min, primers binding tempera-
ture of 65°C for 1 min, extension temperature 72°C for 1 
min and final extension temperature 72°C for 5 min.

Electrophoresis of PCR Products

To ensure the amplification of the desired fragment and 
its quality and not amplifying the non-specific products, 
3 µL of reaction products (patient samples) and 100 base 
pairs marker (100 bp DNA Ladder, BR0800201, Biote-
chrabbit, Germany) on agarose gel 2% was loaded and 
electrophoresed (Figure 1 and Figure 2).

Sequencing

After observing the clear band of amplified fragments 
(PCR products) on 2% agarose gel, to ensure the presence 
of VNTR repeats, the PCR products were sequenced. 
Also, CLC main workbench software, version 3.5 was 
used to read the sequences and compare the sequencer 
device.

The statistical method used in the present study was 
descriptive; accordingly, the mean was used for the age 
variable of the patients, and the frequency distribution 
(percentage) was used for the VNTR alleles.

Results

Patients phenotype

In this study, out of 25 patients, 9(36%) were classi-
fied in the cPKU group, 8(32%) in the mPKU group, 
and 8(32%) in the mild HPA group. The pre-treatment 
Phe levels of 25 patients were determined at 320–2453 
μmol/L. The rate of family marriage among patients’ par-
ents was 52%. The mean age of the patients was 8.4 years 
(in the age range of 1 to 21 years) and their ethnic com-
position included 19 Gilak (76%), 3 Talesh (12%), and 3 
Turks (12%).

The results of the nano-spectrophotometer

The spectrophotometer showed the amount of extracted 
DNA in the range of 100-500 ng/µL and the absorption 
ratio of 260/280 in the range of 1.8-2, that the extracted 
DNA with the mentioned quantity and purity was suitable 
for PCR.

Results of gel electrophoresis of PCR products

The electrophoresis image of PCR products on 2% aga-
rose gel and the bands related to PAH VNTR fragments 
are shown in Figure 1A and Figure 1B. PCR products 
related to PAH VNTR alleles produced 380, 500, and 530 
base pairs fragments, which corresponded to the presence 
of alleles of 3, 7, and 8 repetitions, respectively. Among 
the 50 investigated alleles, the alleles related to repeti-
tions 3, 7, and 8 had frequencies of 6(12%), 6(12%), and 
33(66%), respectively. Also, 5 alleles (10%) were inde-
terminate (ND). Table 1 shows the number and relative 
frequency of PAH VNTR alleles related to the studied 
patients. Also, VNTR8/VNTR8, VNTR7/VNTR7, VNTR3/
VNTR3, VNTR3/VNTR8, ND/VNTR8, and ND/ND geno-
types were observed in the examined subjects, which 
have frequencies of 15(60%), 3(12%), 2(8%), 2(8%), 
1(4%), and 2(8%), respectively.

Sequencing results After the PCR reaction, the PCR 
products were sequenced to confirm the number of VNTR 
repeats. The base sequence of PAH VNTR alleles was 
determined with CLC main workbench oftware, version 
3.5. In this way, the number of VNTR repetitions was de-
termined (Table 1). For example, sequencing the PCR 
product of patient number 11 confirmed that the VNTR 
allele of this patient has 7 repeats with a length of 30 nu-
cleotides:
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1- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

2- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

3- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

4- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

5- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

6- TGCACATATATGTATGTGCATATGTACGTA

7- TGCACATATATGTATGTGCATATGTATGTA

Discussion 

The VNTR alleles in the PAH gene were previously de-
scribed by Eisensmith et al. [11] In this study, the VNTR 
alleles in the PAH gene were examined for the first time 
in 25 PKU patients in Guilan Province, Iran, and 3 VNTR 
alleles with 3, 7, and 8 repeats were identified with a fre-
quency of 12%, 12%, and 66%. The highest frequency 
was related to VNTR8. Meanwhile, VNTR8 was observed 
in all 3 ethnic groups, namely Gilak, Talesh, and Turk, 
and the highest frequency was related to the Gilak ethnic 
group. Several studies have been conducted on VNTR al-
leles in the PAH gene in Iranian PKU families. In Valian 
Borojeni and Ebrahimi’s study, PAH VNTR alleles 3, 7, 8, 
and 9 repetitions were reported in PKU patients in Isfahan 
City, Iran [12].

 In the study by Hosseini-Mazinani et al., five VNTR al-
leles 3, 6, 7, 8, and 9 repetitions were identified in Iranian 
PKU families. The distribution of alleles in PKU chro-
mosomes was as follows: VNTR3 (7.1%), VNTR6 (0%), 
VNTR7 (31.3%), VNTR8 (48.3%), and VNTR9 (13.3%). 
In this study, the highest frequency belonged to VNTR8 
[3]. In the study of Parivar et al. in Yazd Province, Iran, 

4 VNTR alleles with 3, 7, 8, and 12 repetitions were ob-
served in PKU chromosomes with frequencies of 5.5%, 
11%, 78%, and 5.5%, respectively. In their study, the 
highest frequency was related to the VNTR8 allele [13].

 In the study of Bagheri et al. in West Azerbaijan Prov-
ince, Iran, VNTR8 (95%) and VNTR3 (5%) alleles were 
reported in 20 PKU patients [1]. In line with the above 
studies, in the present study, the highest frequency was re-
lated to VNTR8. In another study conducted by Bagheri et 
al. on Iranian Turkish-Azeri patients with PKU, 5 VNTR 
alleles, including VNTR3 (15.1%), VNTR7 (3.49%), 
VNTR8 (74.4%), VNTR9 (5.81%), and VNTR11 (1.16%) 
were identified, in which the 8-repeat allele was the most 
frequent [14]. In addition, in the study of Razipour et al., 
mutations and mini-haplotypes related to the PAH gene 
were investigated in 81 Iranian PKU patients. In their 
study, VNTR3, VNTR7, VNTR8, VNTR9, and VNTR12 al-
leles were observed [9]. Subsequently, in the study of Ali-
bakshi et al., 18 unrelated PKU patients from 3 provinces 
of Kermanshah, Hamedan, and Lorestan in Iran were ex-
amined in terms of mutations and their relationship with 
VNTR alleles in the PAH gene. This study led to the iden-
tification of 11 specific mutations and 4 alleles of VNTR3, 
VNTR7, VNTR8, and VNTR9 [15].

 In another study conducted by Alibakshi et al. on PKU 
patients of Kurdish ethnicity in Kermanshah Province, Iran, 
VNTR alleles 3, 7, 8, and 9 were identified, and the most fre-
quent allele was 8 [16]. Finally, in a study conducted in 2020 
by Abedini and Khazaei for the first time on PKU patients 
from Golestan Province in Northern Iran, 26 unrelated PKU 
patients were examined in terms of PAH VNTR alleles, which 
led to the identification of 5 VNTR alleles: VNTR3 (28.85%), 
VNTR7 (28.85%), VNTR8 (17.3%), VNTR9 (19.23%), and 
VNTR12 (5.77%). In their study, in contrast to other studies 
conducted on the PKU population in different regions of Iran, 

Table 1. Relative frequency of alleles PAH VNTR observed in the studied patients(n=50)

% Total The Number of Chromosomes in the 
Studied Positions VNTR Alleles PCR Product Length (bp)

Turk Talesh Gilak

12 6 - 1 5 3 380

12 6 - - 6 7 500

66 33 4 5 24 8 530

10 5 2 - 3 ND ND

ND: Not determined.
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2 alleles of VNTR3 and VNTR7 had the highest frequency 
[10]. While in the present study, the highest frequency was 
assigned to VNTR8 from Guilan Province (another province 
located in the North of Iran).. This can be related to the dif-
ferent mutation spectrums in these populations. For example, 
the IVS10-11G>A mutation is the most common mutation 
causing PKU in Golestan Province [18, 17].

 It is associated with VNTR7 (data not published), while 
the above mutation has shown a low frequency in PKU 
patients from Guilan Province, Iran [2]. In addition, based 
on the studies, it has been determined that the frequency 

of multiallelic VNTR in the PAH gene is significantly dif-
ferent among ethnic groups. Accordingly, different ethnic 
compositions in these two northern provinces of the coun-
try can be another reason for the difference in the frequen-
cy of VNTR alleles in these two populations. On the other 
hand, the frequency of the VNTR3 allele in PKU chromo-
somes in Guilan Province, Iran, was significantly differ-
ent from the reports obtained from the European popula-
tion. VNTR3 shows a lower frequency and VNTR8 shows 
a higher frequency compared to the European population 
[11] and this is partly related to different mutational spec-
trums in these populations. The R408W mutation is the 

Figure 1. Electrophoresis image of polymerase chain reaction products (PAH VNTR fragment) in 2% agarose gel related to samples 1-13

Notes:Sample 1: 8/8; Sample 2: 8/8; Sample 3: 8/8; Sample 4: ND/8; Sample 5: ND/ND; Sample 6: 8/8; Sample 7: ND/ND; Sample 8: 
8/8; Sample 9: 8/8; Sample 10: 3/3; Sample 11: 7/7; Sample 12: 8/8; Sample 13: 8/8.

Abbreviations: Cl: Negative control; M: Molecular marker 100 base pairs; ND:Not determined.

Figure 2. Electrophoresis image of polymerase chain reaction products (PAH VNTR fragment) in 2% agarose gel related to samples 14-25

Notes: Sample 14: 8/8; Sample 15: 7/7; Sample 16: 8/8; Sample 17: 8/8; Sample 18: 8/8; Sample 19: 7/7; Sample 20: 8/8; Sample 21: 
8/8; Sample 22: 3/8; Sample 23: 3/8; Sample 24: 8/8; Sample 25: 3/3.

Abbreviations: Cl: Negative control; M: Molecular marker 100 base pairs.
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most common mutation causing PKU in European popu-
lations, which is associated with the VNTR3 allele, espe-
cially in the eastern regions of this continent [3, 19]. This 
mutation is very rare in the Iranian population. According 
to the studies conducted in Iran regarding PAH VNTR al-
leles, in the current study in Guilan Province, Iran, VNTR 
alleles in the PAH gene have little variation, it is clear that 
markers with more alleles have a higher information rate. 
This study is the first reportregarding the genetic structure 
of PKU population using VNTR alleles in the PAH gene 
in Guilan Province. The limitations of the current research 
included the small sample size and the lack of sufficient 
funds to investigate another polymorphic marker called 
STR related to the PAH gene in PKU patients.

Conclusion 

Due to population diversity in Iran, the type of VNTR al-
leles in the PAH gene may be different in different regions. 
Therefore, it is necessary to investigate the frequency and 
distribution of VNTR marker alleles in different regions 
of the country. Overall, this study was a preliminary work 
for the future practical use of this sequence (VNTR) for 
various purposes, including the identification of heterozy-
gous individuals for phenylketonuria in the community 
and the analysis of gene flow in the population.
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اهداف جهش ها در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز علت اصلی فنیل کتونوری هستند. تعدد جهش در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز عامل 
فنیل کتونوری باعث می شود در بسیاری از موارد، تشخیص جهش بیماری زا امکان پذیر نباشد. در این موارد از مارکرهای چند شکلی درون 
ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز مثل تعداد تکرارهای پشت سر هم متغیر )VNTR( برای تعیین ناقلین در خانواده های فنیل کتونوری استفاده 

می شود. هدف از این مطالعه بررسی فراوانی آللی این مارکر در جمعیت فنیل کتونوری استان گیلان بود.

مواد و روش ها در این مطالعه توصیفی مقطعی طی یک دوره 1 ساله، تعداد 25 بیمار فنیل کتونوری و غیر مرتبط از نواحی مختلف استان 
گیلان شناسایی شدند. پس از استخراج DNA از خون بیماران قطعه حامل VNTR ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز با استفاده از روش 

واکنش زنجیره ای پلیمراز-تعیین توالی بررسی شد. 

یافته ها محصولات PCR مربوط به آلل های PAH VNTR قطعات 380، 500 و 530 جفت باز تولید کرد. آن ها به ترتیب مربوط به 
تکرارهای 3، 7 و 8 تایی هستند. به علاوه این تکرارها به ترتیب دارای فراوانی 6 )12 درصد(، 6 )12 درصد( و 33 )66 درصد( 
VNTR3/VNTR3،VNTR3/ بودند. همچنین این مطالعه نشان داد بیماران فنیل کتونوری در استان گیلان دارای ژنوتیپ های

VNTR8 ، ND/VNTR8، VNTR7/VNTR7، VNTR8/VNTR8 و ND/ND در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز بودند.

نتیجه گیری این مطالعه اولین گزارش در مورد ساختار ژنتیکی جمعیت فنیل کتونوری با استفاده از آلل های PAH VNTR در استان گیلان 
است. باتوجه به تنوع جمعیتی در ایران، بررسی فراوانی و پراکندگی آلل های VNTR در نقاط مختلف کشور ضروری است.
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مارکر چند شکلی، فنیل 
کتونوری، استان گیلان، 

ایران
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مقدمه

 فنیل کتونوری1 و هیپرفنیل آلانینمی2 حاصل نقص فنیل آلانین 
غیرطبیعی  افزایش  به  منجر  که  است  کبدی3  هیدروکسیلاز 
فنیل آلانین سرمی یعنی بیش از 120 میکرومول بر لیتر می شود 
بیماران  در  ذهنی  برگشت  غیرقابل  عقب ماندگی  به  منجر  که 
درمان نشده می شود ]1[. فنیل کتونوری بیماری اتوزومال مغلوب 
از  با دامنه وسیعی  و شایع ترین اختلال متابولیسم اسیدآمینه 
تظاهرات بالینی و بیوشیمیایی است که ازنظر جغرافیایی شیوع 
متفاوتی دارد ]2[. شیوع فنیل کتونوری در سفیدپوستان، 1 در 
10000 تولد است، اما به طور قابل توجهی در منطقه مدیترانه 
شرقی بیشتر است. درواقع بیشترین شیوع فنیل کتونوری در این 
دو منطقه از جهان گزارش شده است، 1 در 4000 در ترکیه و 1 
در 3627 در ایران. این شیوع بالا را می توان در درجه اول ناشی 

از نرخ بالای ازدواج فامیلی در منطقه دانست ]3[. 

در مطالعه دیگری بیشترین شیوع در ترکیه و کمترین شیوع 
حاصل  هیپرفنیل آلانینمی   .]4[ است  شده  گزارش  امارات  در 
این سطح  می باشد.  فنیل آلانین خون  افزایش سطح  گونه  هر 
 .]5[ است  لیتر  بر  میکرومول  از 120  کمتر  سالم  کودکان  در 
لیتر،  بر  میکرومول  خفیف4 600-120  هیپرفنیل آلانینمی  در 
و  لیتر  بر  میکرومول   1200-600 خفیف5  فنیل کتونوری  در 
در فنیل کتونوری کلاسیک6 بیش از 1200 میکرومول بر لیتر 
کیلوباز   90 طول  با  هیدروکسیلاز  فنیل آلانین  ژن   .]6[ است 
روی کروموزوم 12 در ناحیه  q24.1-q22 واقع شده است که 
شامل 13 اگزون و 12 اینترون می باشد ]7[. پروتئین فنیل آلانین 
هیدروکسیلاز کبدی ساختار تترامری با چندین زیر واحد دارد 
که هریک از 3 دامین، دامین تنظیمی در N ترمینال و 1 دامین 
تشکیل  ترمینال   C در تترامریزه شدن  دامین  و 1  کاتالیتیک 

می شوند ]7[. 

عامل اصلی فنیل کتونوری محدوده وسیعی از موتاسیون ها در ژن 
فنیل آلانین هیدروکسیلاز است ]8[. در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز 
حدود 1180 واریانت دو آللی شناسایی شده است ]6[. به علاوه ژن 
نشانگرهای چند شکلی مختلف  دارای  فنیل آلانین هیدروکسیلاز 
در  واقع   )STRs( ژنی  درون  کوتاه  هم  سر  پشت  تکرارهای  مانند 
اینترون 3، تعداد تکرارهای پشت سر هم متغیر درون ژنی7 واقع در 
ناحیه ترجمه نشدنی ʹ3 (UTR-ʹ3) و چندین پلی مورفیسم قطعات 
حاصل از عمل آنزیم های محدودکننده )RFLPs( است که به شدت با 

1. Phenylketonuria (PKU)
2. Hyperphenylalaninemia (HPA)
3. Phenylalanine hydroxylase(PAH)
4. Mild hyperphenylalaninemia (MHP)
5. Mild PKU(mPKU)
6. Classic PKU(cPKU)
7. Variable number of tandem repeat

ناحیه فنیل آلانین هیدروکسیلاز مرتبط هستند ]9[. پلی مورفیسم 
چند آللی VNTR یک واحد تکراری غنی از AT،30 جفت بازی دارد 
و چندین آلل این پلی مورفیسم در دنیا شناسایی و گزارش شده 
با ژن فنیل آلانین  است ]3[. نشانگرهای چند شکلی که به شدت 
و شناسایی  تولد  از  قبل  تشخیص  مرتبط هستند،  هیدروکسیلاز 
ناقلین را تسهیل می کنند ]10[. تاکنون مطالعات زیادی در مورد 
توالی های تکراری پشت سر هم PAH VNTR انجام شده است. در 
این مطالعات پلی مورفیسم این توالی، ارتباط آن با انواع جهش های 
ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز، توانایی این توالی در شناسایی ناقلین 
فنیل کتونوری و استفاده از توالی VNTR در کنار توالی های تکراری 

STR در پزشکی قانونی نیز مورد توجه قرار گرفته است ]10[. 

از جمله مطالعات انجام شده شامل مطالعه حسینی مزینانی و 
همکاران در سال 2008 بود که در آن 4 نوع آلل VNTR با 3، 7، 
8 و 9 تکرار در کروموزوم های فنیل کتونوری شناسایی شد ]3[. در 
مطالعه دیگری که در سال 2017 رضی پور و همکاران در بیماران 
فنیل کتونوری ایرانی انجام دادند 5 آلل VNTR با 3، 7، 8، 9 و 12 
تکرار گزارش شد ]9[. همچنین در مطالعه عابدینی و خزائی در 
سال 2020، 5 آلل VNTR با 3، 7، 8، 9 و 12 تکرار در بیماران 
به طورکلی   .]10[ شد  شناسایی  ایران  شمال  در  فنیل کتونوری 
سیستم های چند شکلی درجه بالایی از ناهمگنی دارند و برای 
تشخیص قبل از تولد و غربالگری ناقلین در اکثر جمعیت ها بسیار 
اطلاع رسان هستند ]10[. براساس مطالعات انجام شده در ایران، 
آلل های VNTR در جمعیت ایران 66 درصد اطلاع رسان بوده است 
]3[. باتوجه به شیوع بالای فنیل کتونوری و ازدواج های فامیلی در 
 PAH جمعیت ایرانی مطالعه فعلی به منظور شناسایی آلل های

VNTR در بیماران فنیل کتونوری در استان گیلان انجام شد.

مواد و روش ها

بیماران

مورد  جامعه  می باشد.  توصیفی مقطعی  نوع  از  مطالعه  این   
بررسی در این مطالعه، 25 فرد مبتلا به بیماری فنیل کتونوری، 
غیر خویشاوند و از نواحی مختلف استان گیلان می باشند که جهت 
درمان به بیمارستان 17 شهریور رشت مراجعه کرده اند )طی یک 
دوره 1 ساله( و بیماری آن ها توسط پزشک متخصص کودکان 
پرونده های  براساس  بیماران  این  شناسایی  است.  شده  تأیید 
موجود در بیمارستان 17 شهریور رشت صورت گرفت. فقط 1 
بیمار از هر خانواده وارد مطالعه شد. سطح فنیل آلانین قبل از 
درمان در 25 بیمار 320 تا 2453 میکرومول بر لیتر تعیین شد. 
سپس از بیماران و خانواده های آن ها جهت شرکت در این مطالعه 
فرم های  شرکت کنندگان،  توجیه  از  پس  آمد.  عمل  به  دعوت 
رضایت نامه و پرسش نامه از سوی بیماران و یا خانواده های آنان 
تکمیل شد )در مواردی که بیمار کودک یا دچار عقب ماندگی 
ذهنی بود(. نمونه گیری با مجوز کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه 
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آزاد اسلامی واحد رشت انجام شد. به منظورجمع آوری نمونه های 
به  میلی لیتر خون گیری  میزان 5-2  به  بیمار  فرد  هر  از  خون 
فالکون های 15  از  انعقاد خون،  از  برای جلوگیری  عمل آمد و 
میلی لیتری حاوی 300 میکرولیتر EDTA 0/5 مولار به عنوان ماده 

ضدانعقاد استفاده شد.

DNA استخراج

 برای استخراج DNA از کیت DynabioTM، کیت استخراج 
دنا از خون و بافت )تکاپوزیست، تهران، ایران( استفاده شد که 
این  ویژگی های  از  بالا  خلوص  درجه  و  بازده  سریع،  استخراج 
انجام واکنش  از  از استخراج DNA و قبل  کیت می باشد. پس 
 DNA نوکلئیک،  اسید  خلوص  و  کمیت  بررسی  جهت   PCR
 (Thermo Scientific نانواسپکتروفتومتر  با  به دست آمده 

(NanoDrop,2000C,USA بررسی شد. 

واکنش زنجیره ای پلیمراز8 

 واکنش PCR در دستگاه ترموسایکلر9 ساخت کشور آلمان 
انجام شد. توالی پرایمرهای رفت و برگشت مورد استفاده در این 

واکنش به صورت زیر بود ]3[:

5ʹ-GCTTGAAACTTGAAAGTTGC-3 پرایمر رفت:́ 

5ʹ-GGAAACTTAAGAATCCCATC-3 پرایمر برگشت:́ 

 سنتز پرایمرها توسط شرکت Bioneer، کره جنوبی صورت 
بود  واکنش PCR، 25 میکرولیتر  نهایی مخلوط  گرفت. حجم 
که با استفاده از کیت AccuPower® PCR PreMix )شرکت 
Bioneer، کره جنوبی( و با افزودن DNA ژنومی، جفت پرایمر 
)pmol 20( و آب استریل به محلول PreMix تهیه شد. نتایج 
حاصل از تنظیم شرایط واکنش زنجیره ای پلیمراز جهت تکثیر 

قطعه PAH VNTR به صورت زیر می باشد: 

8. Polymerase Chain Reaction (PCR)
9. Analytik jena

دمای واسرشتگی اولیه 94 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقیقه، 

تعداد سیکل های واکنش، 30 سیکل که هر سیکل شامل: 

-دمای واسرشتگی 94 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه؛

-دمای اتصال پرایمرها 65 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه؛

-دمای طویل سازی 72 درجه سانتی گراد به مدت 1 دقیقه؛

-دمای طویل سازی نهایی 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه. 

PCR الکتروفورز محصولات

 برای اطمینان از تکثیر قطعه مورد نظر و کیفیت آن و عدم 
تکثیر محصولات غیراختصاصی، 3 میکرولیتر از محصولات واکنش 
)نمونه های بیماران( و مارکر bp 10010 بر روی ژل آگارز 2 درصد 

بارگذاری و الکتروفورز شد )تصاویر شماره 1-الف و 1-ب(.

تعیین توالی

باند واضح قطعات تکثیرشده )محصولات   پس از مشاهده 
حضور  از  اطمینان  برای  درصد،   2 آگارز  ژل  روی  بر   )PCR
تکرارهای VNTR، محصولات PCR تعیین توالی شدند. تعیین 
Macro- شرکت( ABI3730  توالی توسط دستگاه سکوئنسر

 CLC نرم افزار  از  همچنین  گرفت.  صورت  جنوبی(  کره   gen
main work bench v3.5 جهت خوانش توالی ها و مقایسه 
دستگاه سکوئنسر استفاده شد. روش آماری مورد استفاده در 
مطالعه حاضر توصیفی می باشد که برای متغیر سن بیماران 
فراوانی  توزیع  از   VNTR آلل های  برای  از شاخص میانگین و 

)درصد( استفاده شده است.

10. 100bp DNA Ladder, BR0800201, Biotechrabbit, Germany

)n=50(مشاهده شده در بیماران مورد مطالعه PAH VNTR آلل های )جدول 1. فراوانی نسبی )درصد

درصد کل
تعداد کروموزوم ها در موقعیت های موردمطالعه

VNTR آلل های )bp(PCR طول محصول
ترک تالش گیلک

12 6 - 1 5 3 380

12 6 - - 6 7 500

66
10

33
5

4
2

5
-

24
3

8
نامشخص

530
نامشخص
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یافته ها

فنوتیپ بیماران

گروه  در  درصد(   36( نفر   9 بیمار،   25 از  مطالعه  این  در 
فنیل کتونوری کلاسیک، 8 نفر )32 درصد( در گروه فنیل کتونوری 
خفیف و 8 نفر )32 درصد( در گروه هیپرفنیل آلانینمی خفیف 
طبقه بندی شدند. سطح فنیل آلانین سرمی قبل از درمان 25 
بیمار 320 تا 2453 میکرومول بر لیتر تعیین شد. میزان ازدواج 
سن  میانگین  بود.  درصد   52 بیماران  والدین  بین  در  فامیلی 
بیماران 8/4 سال ) محدوده 1-21 سال( بود و ترکیب قومیتی 
آن ها شامل گیلک 19 )76 درصد(، تالش 3 )12 درصد( و ترک 

3 )12 درصد( بود.

نتایج نانواسپکتروفتومتر

را  استخراج شده   DNA کمیت  به ترتیب  اسپکتروفتومتر 
جذب  نسبت  و  میکرولیتر  بر  نانوگرم  محدوده 100-500  در 
260/280 را در محدوده 1/8-2 نشان داد که DNA استخراج شده 

با کمیت و خلوص مذکور برای انجام PCR مناسب بود.

PCR نتیجه الکتروفورز محصولات

 تصویر الکتروفورز محصولات PCR بر روی ژل آگارز 2 درصد 
و باندهای مربوط به قطعات PAH VNTR در تصاویر شماره 1 و 
 PAH مربوط به آلل های PCR 2 نشان داده شده است. محصولات
VNTR، قطعات 380، 500 و530 جفت بازی را تولید کردند که 
آن ها به ترتیب با حضور آلل های 3، 7 و 8 تکرار مطابقت داشتند. 
از میان 50 آلل مورد بررسی، آلل های مربوط به تکرارهای 3، 
7 و 8 به ترتیب دارای فراوانی 6 )12 درصد(، 6 )12 درصد( و 
33 )66 درصد( بودند. همچنین 5 آلل )10 درصد( به صورت 
نامشخص11بود. جدول شماره 1 تعداد و فراوانی نسبی آلل های 

11. Not Determined (ND)

PAH VNTR مربوط به بیماران مورد مطالعه را نشان می دهد. 
در  بررسی  مورد  افراد  در  مشاهده شده  ژنوتیپ های  همچنین 

جدول شماره 2 ارائه شده است 

نتایج تعیین توالی

 ،VNTR تکرارهای تعداد  تأیید  برای   ،PCR واکنش از   پس 
 PAH تعیین توالی شدند. توالی بازی آلل های PCR محصولات
VNTR با نرم افزار CLC main work bench v 3.5 تعیین شد. 
به این ترتیب تعداد تکرارهای VNTRمشخص شد )جدول شماره 
1(. برای مثال، تعیین توالی محصول PCR مربوط به بیمار شماره 
11 تأیید کرد که آلل VNTR این بیمار دارای 7 تکرار با طول 30 

نوکلئوتید می باشد:

1- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

2- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

3- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

4- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

5- TGCACATATATGTATATGCATATGTACGTA

6- TGCACATATATGTATGTGCATATGTACGTA

7- TGCACATATATGTATGTGCATATGTATGTA

بحث

آلل های VNTR در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز قبلًا توسط 
مطالعه،  این  در   ]11[ شد  داده  شرح  همکاران  و  آیزنسمیت 
آلل های VNTR در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز، در 25 بیمار 
بررسی  مورد  بار  اولین  برای  گیلان  استان  در  فنیل کتونوری 
قرارگرفت و 3 آلل VNTR با تکرارهای 3 ، 7 و 8 به ترتیب با فراوانی 
12، 12 و 66 درصد شناسایی شد که بالاترین فراوانی مربوط به 
VNTR8 بود. قابل توجه است که VNTR8 در هر 3 گروه قومی 
گیلک، تالش و ترک مشاهده شد و بالاترین فراوانی مربوط به 

جدول 2. فراوانی نسبی )درصد( ژنوتیپ های مشاهده شده در بیماران مورد مطالعه 

تعداد )درصد( ژنوتیپ

15)60( VNTR8/VNTR8

3)12( VNTR7/VNTR7

2)8( VNTR3/VNTR3 

2)8( VNTR3/VNTR8

1)4( ND/VNTR8

2)8( ND/ND 
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 VNTR گروه قومی گیلک بود. مطالعات متعددی در مورد آلل های
در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز در خانواده های فنیل کتونوری 
ایرانی انجام شده است. در مطالعه ولیان و ابراهیمی آلل های مارکر 
PAH VNTR، با 3، 7، 8 و 9 تکرار در بیماران فنیل کتونوری در 
اصفهان گزارش شد ]12[. در مطالعه حسینی مزینانی و همکاران 
5 آلل VNTR با تکرارهای 3، 6، 7، 8 و 9 تایی در خانواده های 
آلل ها در  توزیع  به طوری که  ایرانی شناسایی شد،  فنیل کتونوری 
کروموزوم های فنیل کتونوری بدین شرح بود: VNTR3 )7/1 درصد(، 
 48/3(  VNTR8 ،)درصد  31/3(  VNTR7 ،)درصد )صفر   VNTR
درصد( و VNTR9 )13/3 درصد(. در این مطالعه بالاترین فراوانی 
متعلق به VNTR8 بود ]3[. در مطالعه پریور و همکاران در استان 
یزد، 4 آلل VNTR دارای 3، 7، 8 و 12 تکرار به ترتیب با فراوانی 
5/5، 11، 78 و 5/5 درصد در کروموزوم های فنیل کتونوری مشاهده 
 VNTR8 شد. در مطالعه آن ها نیز بیشترین فراوانی مربوط به آلل
بود ]13[. در مطالعه باقری و همکاران در استان آذربایجان غربی در 

 VNTR3 95 درصد( و( VNTR8 20 بیمار فنیل کتونوری، آلل های
)5 درصد( گزارش شد ]1[. در توافق با موارد فوق، در مطالعه حاضر 
نیز بالاترین فراوانی مربوط به VNTR8 بود. در مطالعه دیگری که 
توسط باقری و همکاران در بیماران ترکی-آذری ایرانی مبتلا به 
 VNTR3 شامل آلل های VNTR فنیل کتونوری انجام شد، 5 آلل
)15/1 درصد(، VNTR7 )3/49 درصد(، VNTR8 )74/4 درصد(، 
VNTR9 )5/81 درصد( و VNTR11 )1/16 درصد( شناسایی شد 
که در آن آلل با 8 تکرار بیشترین فراوانی را داشت ]14[. به علاوه در 
مطالعه رضی پور و همکاران موتاسیون ها و مینی هاپلوتایپ مرتبط 
با ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز در 81 بیمارفنیل کتونوری ایرانی 
 VNTR3، مورد بررسی قرار گرفت که در مطالعه آن ها، آلل های
VNTR12 و VNTR7، VNTR8، VNTR9 مشاهده شد ]9[. متعاقباً 
در مطالعه علی بخشی و همکاران 18 بیمار فنیل کتونوری غیر 
خویشاوند از 3 استان کرمانشاه، همدان و لرستان ازنظر موتاسیون ها 
و ارتباط آن ها با آلل های VNTR در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز 

تصویر 1. تصویر الکتروفورز محصولات PCR )قطعه PAH VNTR( در ژل آگاروز 2 درصد مربوط به نمونه های 1-13، نمونه 1: 8/8؛ نمونه 2: 8/8؛ نمونه 3: 8/8؛ 
نمونه ND :4/8؛ نمونه ND/ND :5؛ نمونه 6: 8/8؛ نمونه ND/ND :7؛ نمونه 8: 8/8؛ نمونه 9: 8/8؛ نمونه 10: 3/3؛ نمونه 11: 7/7؛ نمونه 12: 8/8؛ نمونه 13: 8/8؛ 

.ND: Not Determined مارکر مولکولی 100 جفت بازی؛ :M کنترل منفی؛ :- Cl

تصویر 2. تصویر الکتروفورز محصولات PCR )قطعه PAH VNTR( در ژل آگاروز2 درصد مربوط به نمونه های 14-25، نمونه 14: 8/8؛ نمونه 15: 7/7؛ نمونه 16: 
8/8؛ نمونه 17: 8/8؛ نمونه 18: 8/8؛ نمونه 19: 7/7؛ نمونه 20: 8/8؛ نمونه 21: 8/8؛ نمونه 22: 8/3؛ نمونه 23: 8/3؛ نمونه 24: 8/8؛ نمونه 25: 3/3؛ Cl -: کنترل 

منفی؛ M: مارکر مولکولی 100 جفت بازی.
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شناسایی 11  به  منجر  آن ها  مطالعه  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد 
و   VNTR3، VNTR7، VNTR8 آلل   4 و  اختصاصی  موتاسیون 

VNTR9 شد ]15[. 

بیماران  در  همکاران  و  بخشی  علی  که  دیگری  مطالعه  در 
فنیل کتونوری با قومیت کرد در استان کرمانشاه انجام دادند نیز 
آلل های VNTR با 3، 7، 8 و 9 تکرار شناسایی شد که بیشترین 
مطالعه ای  درنهایت   .]16[ بود  تکرار   8 آلل  به  متعلق  فراوانی 
که در سال 2020 عابدینی و خزائی برای اولین بار در بیماران 
فنیل کتونوری از استان گلستان در شمال ایران انجام دادند، 26 
 PAH VNTR بیمار فنیل کتونوری غیر خویشاوند ازنظر آلل های
 VNTR3مورد بررسی قرار گرفتند که منجر به شناسایی 5 آلل
 VNTR8 درصد(،   28/85(  VNTR7 درصد(،   28/85(  :VNTR
 5/77(  VNTR12 و  درصد(   19/23(  VNTR9 درصد(،   17/3(
درصد( شد. در مطالعه آن ها برخلاف سایر مطالعات انجام شده در 
 VNTR3 جمعیت فنیل کتونوری در مناطق مختلف ایران دو آلل
و VNTR7 بیشترین فراوانی را دارا بودند ]10[، درحالی که در 
مطالعه حاضر از استان گیلان )یکی دیگر از استان های واقع در 
شمال ایران( بیش ترین فراوانی به VNTR8 اختصاص داشت. این 
تاحدی با طیف موتاسیونی مختلف در این جمعیت ها می تواند 
جهش  شایع ترین   IVS10-11G>A جهش  مثلًا  باشد.  مرتبط 
 VNTR7 با  ]18 ،17[ گلستان  استان  در  فنیل کتونوری  عامل 
در  فوق  درحالی که جهش  منتشرنشده(،  )داده ها  است  مرتبط 
بیماران فنیل کتونوری از استان گیلان فراوانی کمی را نشان داده 

است ]2[.

است  شده  مشخص  انجام شده،  مطالعات  براساس  به علاوه   
فراوانی  VNTR چندآللی در ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز به طور 
بنابراین  است.  متفاوت  قومیتی  گروه های  میان  در  معنا داری 
ترکیب قومیتی متفاوت در این دو استان شمالی کشور می تواند 
دلیل دیگر تفاوت در فراوانی آلل های VNTR در این دو جمعیت 
کروموزوم های  در   VNTR3 آلل  فراوانی  دیگر  سوی  از  باشد. 
فنیل کتونوری در استان گیلان تفاوت معنا داری با گزارشات حاصله 
از جمعیت اروپایی داشت، به طوری که VNTR3 فراوانی کمتر و 
نشان  اروپایی  به جمعیت  نسبت  را  بیشتری  فراوانی   VNTR8
می دهد ]11[ و این نیز تا حدی با طیف های موتاسیونی مختلف 
در این جمعیت ها مرتبط است. موتاسیون R408W شایع ترین 
موتاسیون عامل فنیل کتونوری در جمعیت های اروپایی است که 
با آلل VNTR3 به ویژه در نواحی شرقی این قاره مرتبط است ]3، 
19[. این موتاسیون در جمعیت ایرانی بسیار نادر است. باتوجه به 
مطالعات انجام شده در ایران دررابطه با آلل های PAH VNTR، در 
مطالعه حاضر در استان گیلان آلل های VNTR در ژن فنیل آلانین 
هیدروکسیلاز تنوع کمی دارند. واضح است که نشانگرهایی با 
تعداد آلل بیشتر، میزان اطلاع رسانی بالاتری دارند. این مطالعه 
اولین گزارش از ساختار ژنتیک جمعیت فنیل کتونوری با استفاده 

از آلل های VNTR در  ژن فنیل آلانین هیدروکسیلاز در استان 
گیلان است. محدودیت های تحقیق حاضر شامل حجم کم نمونه 
و عدم وجود بودجه کافی جهت بررسی نشان گر پلی مورفیک 
در  هیدروکسیلاز  فنیل آلانین  ژن  با  مرتبط   STR نام  به  دیگر 

بیماران فنیل کتونوری بود. 

نتیجه گیری

 باتوجه به تنوع جمعیتی در ایران، نوع آلل های VNTR در ژن 
فنیل آلانین هیدروکسیلاز ممکن است در مناطق مختلف متفاوت 
 VNTR باشد. بنابراین بررسی فراوانی و پراکندگی آلل های نشانگر
در مناطق مختلف کشور ضروری است، به طورکلی این مطالعه یک 
کار مقدماتی برای استفاده عملی آینده از این توالی )VNTR( برای 
اهداف مختلف ازجمله شناسایی افراد هتروزیگوت در مورد فنیل 

کتونوری در جامعه و تجزیه وتحلیل جریان ژن در جمعیت بود. 
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