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Abstract 
Objective: Human multiple sclerosis (MS) is a complex disease and demyelinated lesions 
in central nervous system (CNS) are the pathologic hallmark of MS. Remyelination occurs 
in many MS lesions but becomes increasingly incomplete/inadequate. Protein tyrosine 
phosphatase,receptor-type z polypeptid1 (PTPRZ1) has been implicated in adult cell re-
newal, repair of the nervous system, oligodendrocyte development and so in Remyelina-
tion. We investigated possible association of multiple sclerosis with polymorphism of two 
SNPs (rs13241278 and rs2693657) located in PTPRZ1 gene.  
Materials and Methods: Peripheral blood was collected from 140 subjects with MS 
and 165 healthy controls and DNA was extracted. For genotyping of rs13241278 and  
rs26936575, PCR-RFLP and mismatch PCR-RFLP techniques were used, respectively.  
Association of SNPrs13241278 and SNPrs26936575 with multiple sclerosis was exam-
ined by using the Chi-square test and the frequency differences of alleles and genotypes 
between two groups were compared. A conventional p-value of ≤ 0.05 was considered 
significant.
Results: Statistical analyses on two studied polymorphisms showed that both case and 
control group were in Hardy-Weinberg equilibrium. By using χ2 test, the difference be-
tween frequency of SNPrs13241278 Risk allele vs. other allele in control and case groups 
was p=0.773 and for SNPrs26936575 was p=0.669. The difference between frequency of 
Homozygosity vs. other genotypes in control and case groups for SNPrs13241278 was 
p=0.377 and for SNPrs26936575 was p=0.64.
Conclusion: According to the χ2 test results, the differences were not significant for stud-
ied SNPs. As a conclusion, we did not find association between SNPrs13241278 and 
SNPrs26936575 of PTPRZ1 and multiple sclerosis in Iranian population.
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از ژن PTPRZ1 با بيمارى مالتيپل اسكلروزيس در جمعيت ايران
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چكيده 
Protein Tyrosine Phosphatase, ژن  از   rs2693657 و   rs13241278 پلى مورفيسم هاى  ارتباط  بررسي  هدف:   *

Receptor-Type z Polypeptid1 (PTPRZ1) با بيمارى مالتيپل اسكلروزيس 
* مواد و روش ها: جمع آورى نمونه هاى خون و استخراج DNA ژنوميك از 165 فرد نرمال و 140 فرد بيمار انجام شد. براى 
روش  از   rs2693657 پلى مورفيسم  ژنوتيپ  تعيين  براى  و   PCR-RFLP روش  از   rs13241278 پلى مورفيسم  ژنوتيپ  تعيين 
Mismatch PCR-RLFP استفاده شد. نتايج حاصل از آناليز مولكولى ژنوتيپ افراد بيمار و كنترل با استفاده از آزمون آمارى 

Chi-Square و نرم افزار آمارى SPSS آناليز شد. 
* يافته ها: هر دو جمعيت بيمار و كنترل  براي هر دو پلي مورفيسم در تعادل هاردي واينبرگ بوده و اختلاف آماري معني داري 

از نظر فراواني بين الل هاي دو پلي مورفيسم در جمعيت مورد مطالعه وجود نداشت. 

در  اسكلروزيس  مالتيپل  بيمارى  با   PTPRZ1 ژن  از  مذكور  پلى مورفيسم هاى  بين  ارتباطى  مطالعه  اين  در  نتيجه گيري:   *
جمعيت ايرانى يافت نشد.

SNP13241278 ،SNP2693657 ،ميلين سازى مجدد ،PTPRZ1 ،كليدواژگان: مالتيپل اسكلروزيس *

مقاله اصيل

مقدمه
بيمارى  يك   (Multiple Sclerosis; MS) اسكلروزيس  مالتيپل 
 Central) مركزى  عصبى  سيستم  بر  كه  است  خودايمنى  و  التهابى 
تحليل  و  ميلين  تخريب  و  گذاشته  اثر   (Nervous System; CNS
آكسونى را به دنبال دارد (1). به طور معمول شيوع بيمارى در جوانى 
عمومى  بيمارى زايى  تغييرات   .(2) مى دهد  رخ  زنان  در  بيشتر  و  بوده 
محل ها،  اين  در  ميلين  بازسازى  بودن  ناكافى  ميلين،  تخريب  شامل 

آسيب آكسون ها و تشكيل پلاك است (3). 
MS به عنوان يك بيمارى پيچيده در نظر گرفته مى شود و عوامل 
بيمارى  و  بوده  درگير  آن  بيمارى زايى  و  ابتلا  استعداد  در  متعددى 
 MS پراكنش يكسانى در دنيا ندارد. بر اساس اطلاعات اطلس جهانى
اروپا،  ترتيب  به  كه  است  نفر  هر 100/000  در   30 بيمارى  اين  شيوع 
ميزان  بيشترين  آفريقا  و  آسيا  شرقى  جنوب  آمريكا،  شرقى،  مديترانه 
به  شده،  انجام  اپيدميولوژيك  مطالعات  به  توجه  با   .(4) دارد  را  شيوع 
بروز  در  نيز  ژنتيكى  عوامل  محيطى  عوامل  بر  علاوه  كه  مى رسد  نظر 
قبيل  از  نژادى  مختلف  گروه هاى  در   MS بودن  شايع  باشد.  موثر   MS
سفيدپوستان آمريكاى شمالى و اروپاى شمالى تأييدي اين مطلب است. 
بعضى از خانواده ها استعداد ابتلاى بيشترى داشته و بستگان درجه يك يا 
دو بيماران در معرض خطر بيشترى براى ابتلا به اين بيمارى هستند (5). 
ژنتيكى  اساس  ارزيابى  و  تشخيص  منظور  به  متعددى  مطالعات 
است.  شده  انجام  بيمارى  در  درگير  ژنتيكى  شاخص هاى  و   MS
عضو  چندين  كه  خانواده هايى  شجره نامه  از  آمده  دست  به  نتايج 

به  ابتلا  استعداد  كه  است  آن  از  حاكى  هستند،   MS به  مبتلا  آن 
ماهيت  به  توجه  با  مى شود.  كنترل  مختلف  ژن  چندين  توسط   MS
خودايمنى بودن بيمارى، و آسيب ايجاد شده در لايه ميلين، تحقيقات 
يا  ايمنى  سيستم  در  درگير  پروتيين هاى  كننده  كد  ژن هاى  بر  بسيارى 
سازگار  كمپلكس  است.  يافته  تمركز  ميلين  ساختمان  سازنده  ژن هاى 
است  ژنتيكى  عوامل  از  يكى   6 شماره  كروموزوم  بر  واقع  نسجى 
لوكوس  حقيقت  در  اما  دارد  نقش   MS بروز  در  مى رسد  نظر  به  كه 
Major Histocompatibility Complex (MHC) و تغييرات ژنتيكى 
را  بيمارى  اين  بر  مؤثر  ژنتيكى  عوامل  از  كوچكى  بخش  تنها  آن  در 

شامل مى شود (6).
بر اساس مطالعات اخير يكى از مسايل موجود جهت درمان بيمارى، 
مشكل در بازسازى مجدد ميلين در محل آسيب ديده مى باشد. بنابراين 
بررسى نقش ژن هاى درگير در مسير ميلين سازى و يا بازسازى مجدد آن 
مى تواند در شناخت هر چه بيشتر مكانيسم ايجاد و نيز يافتن راه درمان 

براى بيمارى مفيد باشد.
ميلين سازى مجدد پديده اي است كه به دنبال آسيب به ميلين و فرايند 
دميلينه شدن رخ مى دهد و طى آن در سيستم عصبي مركزي بالغ، صفحات 
ميلين سازى  مي شود.  توليد  ميلين  فاقد  آكسون هاى  دور  به  ميلين  جديد 
مجدد در دو فاز رخ مى دهد؛ فاز اول شامل قرار گرفتن سلول هاى نياى 
در   (Oligodendrocyte Precursor Cell; OPC) اليگودندروسيت 
محل آسيب هاست و در فاز دوم تمايز OPCها به اليگودندروسيت هاى 
ميلين ساز رخ مى دهد. اين پديده در بسياري از آسيب هاي ايجاد شده در 
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افراد مبتلا به M.S نيز رخ مي دهد. ولي به طور قابل ملاحظه اى ناقص 
مي شود.  مواجه  شكست  با  آسيب ها  ترميم  نتيجه  در  و  بوده  ناكافي  و 
بيولوژي  شناخت  بر  زيادى  تلاش هاى  شكست  اين  علل  درك  براي 
ميلين سازي مجدد و فاكتورهاى مولكولى و بين سلولى تنظيم كننده اين 

فرايند، متمركز شده است (7).
مسير  مجدد،  ميلين سازى  در  درگير  مهم  مسيرهاى  از  يكى 
مى توانند   NRG1 ژن  محصولات  است.   NRG1-ERBB پيام رسانى 
خانواده  با  ميان كنش  طريق  از  را  سلولى  درون  پيام رسانى  مسيرهاى 
فعال   ERB(ERBB2,ERBB3,ERBB4) كينازى  تيروزين  گيرنده 
كنند (8، 9) و از اين طريق دو مسير متفاوت PI3K و MAPK را در 
شرايط متفاوت فعال مى كنند كه به واسطه آن تمايز اليگودندروسيت ها 
پيام هاى  و  شده  بيان  نورون ها  در   NRG1 ملكول هاى  مى شود.  تنظيم 
در   .(11  ،10) مى رسانند  اليگودندروسيت ها  به  آكسون ها  از  را  لازم 
مطالعات مختلف گزارش شده كه افزايش بيان ژن NRG1 در موش 
به  است.  شده   CNS در  ميلين سازى  افزايش  به  منجر  ترانس ژنيك 
علاوه، در طناب هاى عصبى جدا شده از جنين هاى اوليه اى كه در ژن 
NRG1 نقص داشتند، اليگودندروسيت هاى كمى رشد مى كنند (12).

دارد  ميان كنش   MAGI-2 پروتئين با   ERBB4 سيتوپلاسمى دومين 
و با فسفريلاسيون تيروزين در پروتئين هاى MAGI، پيام را به درون سلول 
مى فرستد. يكى ديگر از اعضاى اين مسير پروتئين RPTP است كه توسط ژن 
Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor-Type z Polypeptid1

(PTPRZ1) كد مى شود. RPTPβ از طريق پروتئين هاى MAGI روى 
اين مسير تاثير مى گذارد و با دفسفريلاسيون تيروزين آنها مسير فعال شده 
NRG1-ERBB را خاموش مى كند (13). پروتئين هاى MAGI باعث 
تيروزين  و   ERBB4 كيناز  تيروزين  غشايى  درون  دومين هاى  تجمع 
 (ERBB) در درون سلول مى شود و كمپلكس كيناز RPTPβ فسفاتاز
به  و  مى گيرند  قرار  هم  كنار   MAGI از  استفاده  با   (RPTPβ) فسفاتاز
اين شكل توازن ميان مسيرهاى پيام رسانى پايين دست اين مولكول ها 
تنظيم مى شود (شكل 1). در واقع RPTPβ نقش آنتاگونيستى را براى 

پيام رسانى NRG1-ERBB4 ايفا مى كند (14).

 .ERBB4-MAGI-RPTPβ ميان كنش  از  شماتيكى  تصوير   :1 شكل 
ERBB4 به دومين PDZ1 متصل مى شود، درحالى كه RPTP به دومين 

PDZ4 متصل مى شود (13).

ژن  اين  مى شود؛  كد   PTPRZ1 ژن  توسط   RPTPβ پروتئين 
بلند  بازوى  روى  و  است  فسفاتاز  تيروزين  گيرنده  خانواده  از  عضوى 
كروموزوم هفت قرار دارد و داراى سى اگزون مى باشد. اين ژن، 4 ايزوفرم 
اسپلايسينگ دارد، دو ايزوفرم گيرنده هاى درون غشايى بوده كه شامل فرم 

كوتاه و بلند RPTPβ است و دونوع ديگر فرم هاى محلول ايجاد مى كند 
كه فاقد منطقه درون غشايى و فعاليت تيروزين فسفاتازى هستند كه فرم 
كوتاه و بلند Phosphocan را در بر مى گيرد (13). منطقه خارج سلولى 
شامل  كه  است  تنظيمى  ساختارى  دومين  چندين  دربردارنده   PTPRZ1
يك دومين كربونيك انيدراز، يك تكرار نوع III فيبرونكتين، يك دومين 
كه  مى باشد  آمينه اى  اسيد  حدود 860  حاوى  منطقه  يك  و  انداز  فاصله 
زنجيره هاى گليكوزآمينوگليكان به اين منطقه متصل مى شود. اين دومين ها 
در هر 4 ايزوفرم وجود دارد، ولى منطقه 860 اسيدآمينه اى در فرم هاى كوتاه 
Phos- وجود ندارد. مشخص شده كه ايزوفرم Phosphacan و RPTPβ

phacan بر تكوين و بازسازى آكسونى تاثير مى گذارد (15). 
ناهنجارى هاى  موجب   PTPRZ1 و   NRG1 در  تغييرات 
مى شود.  نورونى  اختلال  بالقوه  اثرات  بر  علاوه  اليگودندروسيتى، 
استفاده  با  اسكلروزيس  مالتيپل  به  شده  تحريك  موش  مدل  يك  در 
 Experimental Autoimmune) تجربى  خودايمن  انسفالوميليتى 
Encephalomyelitis; EAE)، موش هاى داراى نقص عملكردى در ژن

PTPRZ1 نتوانستند آسيب هاى ناشى از EAE را ترميم كنند. اين ضعف 
عصبى  طناب هاى  در  بالغ  اليگودندروسيت هاى  در  آپوپتوز  افزايش  با 

موش هاى جهش يافته در زمان اوج التهاب مرتبط بوده است (16).
در مطالعات، دو ژن از مسير پيام رسانى NRG1-ERBB به نام هاى 
را  معنى دارى  ارتباط  اسكيزوفرنيا،  بيمارى  با   PTPRZ1 و   NRG1
مشخصه  اسكلروزيس،  مالتيپل  همانند  اسكيزوفرنيا  اگرچه  داده اند.  نشان 
اختلالات وسيع در بخش سفيد مغز را ندارد اما در مطالعات اخير مشخص 
شده كه با بيمارى هاى دميلينه شونده شباهت هايى دارد.اين شباهت ها شامل: 
تغييرات وابسته به سن ، مقدار ماده سفيد مغز، اختلال در ژن هاى مرتبط با 
ميلين و اختلالات مورفولوژيكى در اليگودندروگليا است كه وجود بعضى 
يا همه آنها در مغز افراد مبتلا به اسكيزوفرنيا اثبات شده است. در مجموع، 
اين يافته ها اين فرضيه را تاييد مى كنند كه عملكرد نادرست اليگودندروگليا 
در  ميلين  ترميم  و  حفظ  در  آن  متعاقب  اختلالات  و  آنها  مرگ  حتى  و 

بيمارى زايى سندروم اسكيزوفرنيا شركت دارند (17-19).
به دليل اينكه در هر دو بيمارى اسكيزوفرنيا و مالتيپل اسكلروزيس 
اختلالاتى در بخش سفيد مغز به جهت آسيب به ميلين و اليگودندروسيت ها 
 NRG1-ERBB ديده شده و در هر دوى اين بيمارى ها مسير پيام رسانى
 PTPRZ1 ژن  در  بيان  تغييرات  براين  علاوه  و  گرفته  قرار  توجه  مورد 
اسكلروزيس مشاهده شده است، برآن شديم كه به  در بيمارى مالتيپل 
ژن  از   rs2693657 و   rs13241278 پلى مورفيسم  دو  ارتباط  مطالعه 
PTPRZ1 (كدكننده پروتئين RPTPβ) با بيمارى مالتيپل اسكلروزيس 
با  معنى دارى  ارتباط  پلى مورفيسم  دو  اين  قبلى  مطالعه  در  بپردازيم. 
جمعيت  در  اسكيزوفرنيا  به  مبتلا  بيماران  در  ميلين سازى  در  اختلال 
ايرلندى داشته اند (13). در اين گزارش فراوانى دو پلى مورفيسم فوق از 
ژن PTPRZ1 در جمعيتى از بيماران مبتلا به MS و افراد كنترل ايرانى 
مورد  ميلين،  ترميم  قدرت  در  اثرگذار  احتمالى  فاكتور  يك  عنوان  به 
ديدگاه  مطالعات  نوع  اين  با  كه  است  اميد  است.  گرفته  قرار  سنجش 

نوينى در سبب شناسى بيمارى مالتيپل اسكلروزيس پايه ريزى شود.

مواد و روش ها 
جمع آوري نمونه ها

نمونه ها در فاصله زماني سال 1388-1387 از افراد مبتلا به مالتيپل 
اسكلروزيس مراجعه كننده به كلينيك تخصصي MS بيمارستان سينا در 
شهر تهران جمع آورى شد. تشخيص بيماري توسط پزشك متخصص 
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و بر اساس راهنماي تشخيص و بر اساس روش تشخيصى مك دونالد 
(McDonald) صورت گرفت. روش مك دونالد معيارى براى تشخيص 
بيمارى MS است كه توسط انجمن ملى مالتيپل اسكلروزيس در آمريكا 
ارايه شد. اين روش بر مبناى تعداد حملات و آسيب هاى بالينى مشخص 
در Magnetic Resonance Imaging (MRI) گرفته شده از بيمار 
نمونه هاي  است.  شده  انجام   MS متخصص  پزشك  نظر  با  و  مى باشد 
آنها  نزديك  بستگان  يا  خود  كه  شد  انتخاب  داوطلبى  افراد  از  كنترل 
فاقد هرگونه سابقه بيماري عصبى يا MS بوده و سابقه بسترى شدن در 
بيمارستان به دلايل عصبى را نداشته اند. ميانگين سنى بيماران برابر با 6 
± 31 و از افراد كنترل برابر با 7 ±30 سال بود. در مجموع 140 فرد 
در گروه بيمار و 165 فرد در گروه نرمال انتخاب شدند و براى انجام 
آزمايش مورد استفاده قرار گرفتند. در ابتدا موضوع تحقيق براى افراد 
بيمار و كنترل توضيح داده شد و در صورت موافقت و پس از كسب 
شد.  انجام  نمونه گيرى  آنها  از  و  بررسي  مطالعه  افراد،  كتبى  رضايت 
اسيد  اتيلن دي آمين تترااستيك  واز  گرفته  خون  ليتر  ميلى   2 فرد  هر  از 
(EDTA) با غلظت 5/. مولار ودر pH =8 به عنوان ماده ضدانعقاد خون 
براى هر نمونه استفاده شد. نمونه ها تا زمان استفاده در فريزر 20- درجه 
سانتي گراد نگهدارى شد. اين طرح به تصويب كميته اخلاق پزشكى 

دانشگاه تربيت مدرس رسيده است.

 DNA استخراج
نرمال  افراد  و  بيماران  از  شده  گرفته  خون  از  ژنوميك   DNA
(سيناژن،   DNG plus كيت  از   DNA استخراج  براى  شد.  استخراج 
انجام  كيت  سازنده  شركت  پيشنهادى  دستورالعمل  اساس  بر  و  ايران) 
ميكروليتر  كردن 100  ليز  براى  كننده  ليز  بافر  از  خلاصه  طور  به  شد. 
از  استفاده  با   DNA اختصاصى  طور  به  سپس  و  استفاده  تام  خون  از 
و  درصد  اتانل 70  با  شست وشو  از  بعد  شد.  داده  رسوب  ايزوپروپانل 
 DNA كميت  و  كيفيت  شد.  حل   TE بافر  در   DNA مجدد،  رسوب 
اسپكتروفتومتر  دستگاه  و  الكتروفورز  ازژل  استفاده  با  شده  استخراج 

ارزيابى شد.

طراحى پرايمرها و انجام واكنش هاى زنجيره اى پليمراز
پلى مورفيسم هاى  محل  در  افراد  ژنوتيپ  تعيين  جهت 
rs13241278 و rs2693657 از نرم افزارهاى بيوانفورماتيكى براى 
آناليز توالى نوكليوتيدى محل هدف استفاده شد. بررسى ها نشان داد 
PCR- روش  با   rs13241278 پلى مورفيسم  در   β آلل  وجود  كه 

از  است.  شناسايى  قابل   TaqI برشگر  آنزيم  از  استفاده  با  و   RLFP
 Gene Runner نرم افزار  از  استفاده  با  نياز  مورد  پرايمرهاى  رو  اين 
 (Forward Primer) جلويى  اختصاصى  آغازگر  از  شدند.  طراحى 
و   5'-TGGAGTCAGTATTTGAACCC-3' توالى  با 
توالى  با   (Reverse Primer) برگشتى  اختصاصى  آغازگر 
 586 قطعه  تكثير  براى   5'-GGGAAGGCACACATATAGG-3'
شد.  استفاده   - بود  نظر  مورد  پلى مورفيسم  حاوى  كه   - بازى  جفت 
 DNA از  نانوگرم   100 از  استفاده  با   DNA قطعات  تكثير  واكنش 
استفاده   PCR هاى  چرخه  شد.  انجام  سيكل   35 تعداد  به  و  ژنومى 
واسرشتگى  گراد  سانتى  درجه   94 از:  بود  عبارت  ترتيب  به  شده 
مرحله  شامل  چرخه  دقيقه، 35   5 مدت  به  ابتدايى   (Denaturation)
اتصال  مرحله  ثانيه،   45 مدت  به  سانتى گراد  درجه  واسرشتگى94 
ثانيه،   30 مدت  به  سانتى گراد  درجه   57  (Annealing) آغازگرها 

مرحله تكثير (Extension) 72 درجه سانتى گراد به مدت 50 ثانيه و 
در نهايت يك مرحله تكثير نهايى به مدت 5 دقيقه.

 rs2693657 در بررسى توالى نوكلئوتيدي در محل پلى مورفيسم
يافت  موجود  رستريكشن  آنزيم هاى  براى  مشخصى  برش  محل  هيچ 
نشد. از اين رو، از روش Mismatch PCR-RLFP براى ايجاد محل 
برش آنزيم و سپس تعيين ژنوتيپ آن استفاده شد. در اين روش آغازگر 
 3' انتهاى  نزديكى  در  كه  شده  طراحى  گونه اى  به  جلويى  اختصاصى 
يك Mismatch داشته باشد و در صورت وجود نوكليوتيد A در محل 

پلى مورفيسم، جايگاه برشى براى آنزيم BamHI ايجاد شود. 
از آغازگر اختصاصى جلويى با توالى

5'-TAGTTGACAAACCTTCATCTGGATGTGG-3'
و آغازگر اختصاصى برگشتى با توالى

5'-TTCCCAGGTCATTGTGTCTCC-3'
براى تكثير قطعه 226bp - حاوى پلى مورفيسم مورد نظر بود - استفاده 
 DNA از  نانوگرم  از 100  استفاده  با   DNA قطعات  تكثير  واكنش  شد. 
ژنومى و به تعداد 35 سيكل انجام گرديد. شرايط انجام واكنش مشابه 

شرايط PCR براى rs13241278 بود. 
از  ميكروليتر   2 واكنش  انجام  تاييد  منظور  به  تكثير  پايان  در 
محصول هاى PCR روى ژل آگارز1/2 درصد الكتروفورز شد و پس 
از رنگ آميزى با محلول اتيديوم برومايد به مدت 15 دقيقه مشاهده و با 

استفاده از دستگاه ژل داكت عكس بردارى شد.

 PCR برش محصول
با   rs13241278 پلى مورفيسم   PCR محصول  برش  واكنش 
 20 حجم  در   (Taq1, Takara, Japan) آنزيم  از   1Unit از  استفاده 
ميكروليتر ودر دماى 37 درجه سانتي گراد و به مدت 16 ساعت انجام 
شد. قطعات حاصل از تكثير در صورت وجود آلل C در محل SNP با 
آنزيم Taq 1 بريده شده و دو قطعه bp 290 و bp 296 ايجاد مى شود. 
از  پس  و  الكتروفورز  آگارز 1درصد  ژل  روى  آنزيمى  برش  محصول 

رنگ آميزى با اتيديوم برومايد نتيجه آن آناليز شد.
با   rs2693657 پلى مورفيسم   PCR محصول  برش  واكنش 
1Unit از آنزيم BamHI (Takara, Japan) در حجم  استفاده از 
20 ميكروليتردر دماى 30 درجه سانتي گراد انجام مي شد. در صورت 
صورت  در  و  شد  ايجاد   27  bp و   199  bp قطعه  دو   A آلل  وجود 
همان قطعه  طول  آنزيم  توسط  برش  عدم  دليل  به   G آلل  وجود 

 12 آكريل آميد  ژل  روى  آنزيمى  برش  محصول  بود.   226  bp
نتيجه  برومايد  اتيديوم  با  رنگ آميزى  از  پس  و  الكتروفورز  درصد 
استراتژى  عملكرد  صحت  تاييد  منظور  به  شد.  آناليز  تحت  آن 
تعيين  براى  نمونه ها  از  تعدادى  ژنوتيپ  تعيين  براى  شده  طراحى 

گرديد. ارسال  توالى 

آناليز آمارى
در  كنترل  و  بيمار  افراد  ژنوتيپ  مولكولى  آناليز  از  حاصل  نتايج   
و   Chi-Square آمارى  آزمون  از  استفاده  با  و  وارد   Excel نرم افزار 

نرم افزار SPSS (Version16) آناليزهاى لازم انجام گرديد.

يافته ها 
ژنوتيپ  تعيين  براى   PCR-RFLP روش  از  مطالعه  اين  در 

پلى مورفيسم rs13241278 از ژن PTPRZ1 استفاده شد (شكل 2). 

بهادري و همكاران 
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روش از   rs2693657 پلى مورفيسم  ژنوتيپ  تعيين  براى 
آكريل آميد 12  ژل  روى  كه  شد  استفاده   Mismatch PCR-RLFP
درصد تفاوتbp 30 قطعات برش خورده و برش نخورده قابل تشخيص 

است (شكل3). 

شكل 3: براى تشخيص ژنوتيپ افراد در محل پلى مورفيسم نوكليوتيدى 
رستريكشن  آنزيم  و   Mismatch PCR-RLFP تكنيك  از   rs2693657
 Mismatch محصول  برش  از  حاصل  قطعات  شد.  استفاده   BamH I
و  جدا  هم  از  اكريل آميد 12درصد  ژل  روى  پلى مورفيسم  محل  در   PCR
وجود  صورت  در  شد.  بررسى  برومايد  اتيديوم  با  رنگ آميزى  از  پس 
آلل G قطعه 226 جفت بازى و وجود آلل A باعث شكل گيرى محل برش 
آنزيم مى شود كه قطعاتى به طول هاى 119و 27 جفت باز ايجاد مى شود. 

ژنوتيپ هر فرد در قسمت بالاى ژل نشان داده شده است.

شكل 4: نتايج تعيين توالى دو طرفه كه با ژنوتيپ تعيين شده از طرق 
دارد.  مطابقت   Mismatch PCR-RLFP و   PCR-RFLP روش هاى 
 .rs2693657 براى  هتروزيگوت  نمونه  يك  توالى  تعيين  نتيجه   :A

 .rs13241278 نتيجه تعيين توالى يك نمونه هتروزيگوت براى  :B

ژنوتيپ هاى مشخص شده در تعيين توالى با ژنوتيپ هاى مشخص 
مطابقت   mismatch PCR-RLFP و   PCR-RFLP روش  با  شده 
داشت (شكل 4). 165 نمونه كنترل و 140 نمونه بيمار با اين دو روش 

تعيين ژنوتيپ شدند. 
پس از تعيين ژنوتيپ پلى مورفيسم ها براى تمامى نمونه ها آناليزهاى 
آمارى  آناليزهاى  شد.  انجام  ژنوتيپى  و  اللى  فراوانى  تعيين  براى  لازم 
 rs13241278 پلى مورفيسم  ژنوتيپى  فراوانى هاى  كه  دادند  نشان 
بيماران  و   (χ2=1/08  ،df=2  ،p>0/05  ،(p=0/8)) كنترل  گروه  در 
اينبرگ  و  هاردى  تعادل  در   (χ2=1/08  ،df=2  ،p>0/05  ،(p=0/5))
فراوانى هاى  دارند.  قرار   (Hardy Weinberg Equilibrium)
كنترل  گروه  در   rs13241278 پلى مورفيسم  براى  ژنوتيپى  گروه هاى 
به صورت: 16/97درصد=TT، 43/63درصد=CT، 39/4درصد=CC و 
 32/86 ،CT=درصد  51/43 ،TT=با 15/71درصد برابر  بيمار  گروه  در 

درصد=CC بود (نمودار1). 
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براى  سالم  و  بيمار  گروه  در  ژنوتيپي  و  آللي  فراواني   :1 نمودار 
بيانگر  بالا  نمودار   .SNP rs13241278 نوكليوتيدى  پلى مورفيسم 
آللى  فراوانى  توزيع  بيانگر  پايين  نمودار  و  ژنوتيپى  فراوانى  توزيع 
بين دو گروه بيمار و كنترل مى باشد. فراوانى ژنوتيپى و آللى بين دو 

گروه مورد مطالعه اختلاف معنى دار از نظر آمارى نداشت. 

شكل 2: براى تشخيص ژنوتيپ افراد در محل پلى مورفيسم نوكليوتيدى rs13241278 از تكنيك PCR-RLFP و آنزيم محدود الاثر   
Taq I استفاده شد. قطعات حاصل از برش روى ژل اگاروز 1درصد از هم جدا و پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد بررسى شد. 
در صورت وجود آلل T طول قطعه 586 جفت باز است، اما وجود آلل C باعث شكل گيرى محل برش آنزيم مى شود كه قطعاتى به 

طول هاى 296 و 290 جفت باز ايجاد مى شود. ژنوتيپ هر فرد در قسمت بالاى ژل نشان داده شده است. 
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كاى  مربع  آمارى  آزمون  از  استفاده  با  سالم  و  بيمار  گروه  در  بيماري 
و  بيمار  گروه  دو  بين  معنى دارى  اختلاف  و  شدند  مقايسه   (p≤0/05)

كنترل وجود نداشت (جدول 1).
پلى مورفيسم  ژنوتيپى  فراوانى هاى  كه  داد  نشان  بررسى ها 
 ،df=2  ،p>0/05  ،(p=0/99)) كنترل  گروه  در   rs2693657
در   (χ2=0/232  ،df=2  ،p>0/05  ،(p=0/8)) بيماران  و   (χ2=0/001
و  كنترل  گروه  در  ژنوتيپى  فراوانى هاى  بود.  واينبرگ  هاردى  تعادل 

بيمار در نمودار 2 و جدول 2 نمايش داده شده است. 
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براى  سالم  و  بيمار  گروه  در  ژنوتيپي  و  آللي  فراواني   :2 نمودار 
توزيع  بيانگر  بالا  نمودار   .rs2693657 نوكليوتيدى  پلى مورفيسم 
دو  بين  آللى  فراوانى  توزيع  بيانگر  پايين  نمودار  و  ژنوتيپى  فراوانى 
گروه  دو  بين  آللى  و  ژنوتيپى  فراوانى  مى باشد.  كنترل  و  بيمار  گروه 

مورد مطالعه اختلاف معنى دار از نظر آمارى نداشت.

با  مرتبط  هموزيگوت  ژنوتيپ  و  بيماري  با  مرتبط  آلل  فراواني 
كاى  مربع  آمارى  آزمون  از  استفاده  با  سالم  و  بيمار  گروه  در  بيماري 

(p≤0/05) مقايسه شدند كه اختلاف معنى داري نداشت.

بحث
مطالعات مختلف، بيانگر آن است كه بيمارى MS جزو بيمارى هاى 
پيچيده التهابى و خود ايمنى بوده (1) و مكانيسم ايجادآن هنوز به طور 
در  آن  روزافزون  فراوانى  به  توجه  با  است (20).  نشده  مشخص  كامل 
دنيا (7 نفر از هر 100000 نفر در سال) (21) و به ويژه در ايران، مطالعه 
بيمارى و عوامل مستعد كننده ابتلا به آن از اولويت هاى ضرورى سيستم 
درمانى و بهداشتى كشور محسوب مى شود. بررسى هاى مختلف نشان 
هستند  درگير  محيطى  و  ژنتيكى  عوامل  بيمارى  اين  ايجاد  در  كه  داده 
طور  به  هنوز  گسترده  تحقيقات  على رغم  عوامل  اين  ماهيت  اما   .(22)

كامل شناسايى نشده است (1). 
كامل  ترميم  امكان   MS بيمارى  درمان  در  اصلى  مسايل  از  يكى 
يافتن  ديگر  سوى  از  و  نورون ها  ميلينى  غشاى  در  شده  ايجاد  آسيب 
نظر  به  است.  موجود  درمانى  روش هاى  به  افراد  متفاوت  پاسخ  دليل 
بين  موجود  ژنتيكى  اختلافات  مى تواند  تفاوت  اين  دليل  كه  مى رسد 
وجود  يا  ميلين و  كننده اسيب به  بيمار در ژن هاى ترميم  مختلف  افراد 
افراد  عصبى  موجود در سيستم  ساختمان ميلين  مولكولى در  اختلافات 
ترميم  و  ميلين  ساخت  در  درگير  ژن هاى  مطالعه  رو  اين  از  باشد.  بيمار 
به  مطالعه  اهداف  يكى  عنوان  به  مى تواند  آسيب  از  پس  آن  بازساى  و 
تر  موثر  درمان هاى  يافتن  هم چنين  و  بيمارى  وقوع  دلايل  يافتن  منظور 

براى آن باشد (8، 10).
ميلين سازى مجدد در بدن نيازمند توليد موضعى، مهاجرت و بلوغ 
اليگودندروسيت ها ويا تركيبى از اين ها است. ناتوانى ميلين سازى مجدد 
در مالتيپل اسكلروزيس مى تواند از نقص هر كدام از اين فرايندها يا به 
است  آن  بيانگر  قبلى  مطالعات  باشد.  اليگودندروسيت ها  مرگ  واسطه 
كه فسفريلاسيون تيروزين يكى از عناصر اصلى در تشكيل ميلين، تمايز 
اليگودندروسيت ها و بهبود آسيب هاى دميلينه شده است (15). به نظر 
مى رسد مسير پيام رسانى NRG1-ERBB، يكى از مسيرهاى درگير در 
است.  ميلين سازى  نتيجه  در  و  اليگودندروسيت ها  تمايز  و  رشد  تنظيم 

بهادري و همكاران 

جدول 1: فراواني آللي و ژنوتيپي براى پلى مورفيسم نوكليوتيدى rs13241278 در گروه بيمار و كنترل و بررسي تفاوت آنها

SNP Name Subject 
Number

Genotype frequency % Allele
frequency %

Risk allele vs. 
other allele

Homozygosity vs. 
other genotypes

CC CT TT C T χ2 df p χ2 df p

SNPrs13241278 Case:140 46(32.86%) 72(51.43%) 22(15.71%) 58.57 41.42 0.083 1 0.773 0.781 1 0.377

Control:165 65(39.4%) 72(43.63%) 28(16.97%) 61.2 38.8

df: درجه آزادى

جدول 2: فراواني آللي و ژنوتيپي براى پلى مورفيسم نوكليوتيدى rs2693657 در گروه بيمار و كنترل و بررسي تفاوت آنها (df: درجه آزادى)
SNP Name Subject 

Number
Genotype frequency % Allele

frequency %
Risk allele vs. 
other allele

Hemozygosity vs. 
Other genotypes

GG GA AA G A χ2 df p χ2 df p

SNPrs2693657 Case:140 46(32.86%) 71(50.71%) 23(16.43%) 58.2 41.8 0.183 1 0.669 0.209 1 0.64

Control:165 49(29.7%) 82(49.7%) 34(20.6%) 54.55 45.45

df: درجه آزادى
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مرتبط  پروتئين  طريق  از   ERBB4 و   RPTPβ پروتئين  مسير  اين  در 
كيناز/فسفوتيروزين  فسفوتيروزين  كمپلكس  يك   ،MAGI كننده 
فسفاتاز تشكيل مى دهند كه با تنظيم فسفريلاسيون MAGI در مسيرهاى 
پيام رسانى پايين دست آن هماهنگى ايجاد مى كنند (13، 14). به بيان 
ديگر پروتئين RPTPβ در مسير پيام رسانى NRG1-ERBB4 به عنوان 

آنتاگونيست عمل مى كند. 
جمعيت هاى  و  گليايى  سلول هاى  در   ،PTPRZ1 ژن  محصولات 
در  و  مى شوند  بيان  بزرگسالى  تا  اوليه  تكوين  از  نورون ها  از  خاصى 
درگيرهستند  جهته  دو  پيام رسانى  در  گليا  نورون  سلولى  ميانكنش هاى 
كه شامل ميلين سازى و تشكيل گره رانويه از طريق ميان كنش هايى با 
ملكول هاى چسبنده سلول نورونى است (23). به علاوه اين پروتئين ها 
 PTPRZ1 در سلول هاى نيايى گليال بالغ بيان مى شوند كه نشان مى دهد
در اين سلول ها نيز داراى عملكرد است. مهار بيان PTPRZ1 يا مهار 
اين  تمايز  به  منجر  بالغ  گليال  نيايى  سلول هاى  در   RPTPβ فعاليت 
تصور  چنين  مى توان  و  مى شود  بالغ  اليگودندردوسيت هاى  به  سلول ها 
وضعيت  يك  در  گليا  سلول هاى  اجداد  حفظ  در   RPTPβ كه  كرد 
تمايز نيافته نقش دارد (13). هم چنين در مطالعات، مشخص شده است 
كه بيان اين ژن در آسيب هاى مالتيپل اسكلروزيس تحريك شده و به 
اطراف  در  موجود  ميلين ساز  اليگوندروسيت هاى  در  ويژه اى  صورت 
 EAE موش هاى  روى  كه  مطالعه اى  در  مى شود.  بيان  آسيب ها  اين 
موش ها  اين  گرفت،  صورت   PTPRZ1 ژن  عملكرد  در  نقص  داراى 
بنابراين به نظر مى رسد كه  نتوانستند آسيب هاى EAE را ترميم كنند. 
و  اليگودندروسيت  حيات  در  كليدى  نقشى   PTPRZ1 ژن  عملكرد 
مغز  ديده  آسيب  نواحى  در  سلول ها  اين  توسط  ميلينى  لايه  بازسازى 
عهده  بر  شونده  دميلين  بيمارى  بهبود  در  هم چنين  MSو  به  مبتلا  افراد 

داشته باشد (15).
عوامل  سهم  شناسايى  براى  كه  است  داده  نشان  مختلف  مطالعات 
و  كشف  براى  عبارتى  به  يا  و  پيچيده  بيمارى هاى  ايجاد  در  ژنتيكى 
پيچيده،  بيمارى  يك  به  ابتلا  كننده  مستعد  آلل هاى  يا  ژن ها  شناسايى 
روش مطالعه همبستگى يا مطالعه مورد - كنترل (24) نتايج مطمئن تر و 
كامل ترى را نسبت به مطالعات خانواده هاى مستعد بيمارى در پى دارد 
مندلى  توارث  ساده  مدل  از  پيچيده  بيمارى هاى  عمده  طور  به  و   (25)

تبعيت (26، 27)نمى كنند. 
مغزى  ناتوانى  بيمارى  در   NRG1-ERBB پيام رسانى  مسير 
اسكيزوفرنيا نيز مورد توجه قرار گرفته است. در واقع ميلين سازى ناقص 
مى تواند به عنوان يكى از عوامل مؤثر در اختلالات ارتباطات نورونى 
و پايدارى نقص در عملكرد سلول هاى عصبى در بيمارى اسكيزوفرنيا 
دخيل باشد (17). به علاوه تغييرات وابسته به سن در بخش سفيد مغز، 
كاهش تعداد اليگودندروسيت ها و تغيير بيان ژن هاى ميلين ساز در افراد 
اختلالات  اگرچه   .(19  ،18) است  شده  مشاهده  اسكيزوفرنيا  به  مبتلا 
بخش سفيد مغز در اين بيمارى مانند مالتيپل اسكلروزيس وسيع نيست 
اما از جهات ذكر شده مشابهاتى را با بيمارى هاى دميلين شونده نشان 
ارتباط   PTPRZ1 و   NRG1 ژن  دو  از  پلى مورفيسم هايى  مى دهد. 

معنى دارى را با اين بيمارى نشان داده اند.
به دليل اينكه بيان ژن PTPRZ1 در آسيب هاى مالتيپل اسكلروزيس 
تحريك شده و افزايش مى يابد و با توجه به اينكه موش هاى فاقد اين ژن 
 PTPRZ1 را ترميم كنند، به نظر مى رسد كه EAE نمى توانند آسيب هاى
شونده  دميلينه  بيمارى هاى  از  بهبود  و  اليگودندروسيت ها  حيات  در 
پلى مورفيسم هاى  انتخاب  براى  دليل  همين  به   .(15) باشد  داشته  نقش 
و  بيوس بايوم  كه  مطالعه اى  از   ،MS بيمارى  در  مطالعه  جهت  مناسب 
و   PTPRZ1 ژن  پلى مورفيسم هاى  بين  ارتباط  وجود  براى  همكارانش 
بيمارى اسكيزوفرنيا انجام داده بودند، استفاده شد (13). در اين مطالعه 
SNP 45 از dbSNP و Hap Map انتخاب و در دو فاز بررسى شد. 
از ميان اين SNP ،7 SNP 45 كه روى اينترون قرار دارشتند، ارتباط 
معنى دارى با بيمارى نشان دادند. براى اين مطالعه دو SNP كه ارتباط 
SNP قوى ترى با اين بيمارى نشان داده بودند، انتخاب شد. يكى از اين

ديگر   SNP و  دارد  قرار   6 اينترون  روى  كه  است   rs13241278 ها 
rs2693657 است كه روى اينترون 9 واقع شده است. 

بيمار  گروه  در  بيماري  با  مرتبط  آلل  فراواني  تفاوت  بررسى  در 
 (p=0/641) براى  كاى  مربع  آمارى  آزمون  از  استفاده  با  سالم  و 
بررسى  در  و  بود   rs2693657  (p=0/669) براى  و   rs13241278
بيمار  گروه  در  بيماري  با  مرتبط  هموزيگوت  ژنوتيپ  فراواني  تفاوت 
و سالم با استفاده از اين آزمون براى rs13241278 (p=0/37) و براى 
rs2693657 (p=0/64) بود و اين دو پلى مورفيسم در جمعيت ايرانى 

ارتباطى با بيمارى مالتيپل اسكلروزيس ندارند.
بين  ارتباط  وجود  بررسى  جهت  مشابهى  مطالعه   ،2007 سال  در 
جمعيت  در  اسكيزوفرنيا  بيمارى  و   PTPRZ1 ژن  پلى مورفيسم هاى 
اسكيزوفرنيا  بيمارى  و  ژن  اين  بين  ارتباطى  نتايج  كه  شد  انجام  ژاپنى 
را نشان نداده اند (28). با توجه به اينكه در جمعيت هاى متفاوت عوامل 
ايجاد بيمارى هاى پيچيده مى تواند متفاوت باشد، چنين نتيجه اى تعجب 

برانگيز نيست.
بررسى امكان وجود ارتباط ژن PTPRZ1 و پلى مورفيسم هاى آن 

با بيمارى MS براى اولين بار در اين مطالعه انجام شده است.

نتيجه گيرى
تفاوت فراواني هاي ديده شده در دو گروه، معني دار نبوده و تقريبا 
فراواني هاي يكنواختي دارند. بنابراين براى پلى مورفيسم هاى مطالعه شده 
در اين گزارش با بيمارى مالتيپل اسكلروزيس در جمعيت ايران،  ارتباطى 
پيدا نكرديم. البته در خصوص رد يا تاييد نقش ژن PTPRZ1 در روند 

بيمارى زايى مالتيپل اسكلروزيس به تحقيقات بيشترى نياز است.

تقدير و تشكر
از  را  خود  تشكر  و  تقدير  مراتب  مقاله    نويسندگان  بدين وسيله 
بيماران و افراد سالم كه با اهداي خون خود زمينه انجام اين تحقيق را 
فراهم كردن اعلام مي نمايند. اين كار با حمايت مالي معاونت پژوهشي 

دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است.
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