
https://t.me/tephd 

 

 أ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گروه زیست شناسی  های نویندانشکده علوم و فناوری

 «M.Sc» ارشددریافت درجه كارشناسی برایپایان نامه 

 گرایش سلولی و مولکولی 
 

  :عنوان

در  (MAPT , APOE)های شایع ژنبررسی جهش

 ایرانی مبتلا به آلزایمر دیررس بیماران

 
 

 

 

 

 

https://t.me/tephd


https://t.me/tephd 

 

 ب

 

 

 فهرست مطالب:

 صفحه           عنوان

 1 ............................................................................................................................................ خلاصه فارسی 

 فصل اول : كلیات پژوهش

 3 ........................................................................................... : بیان مسئله :1 -1

 8 ...................................................................................... :اهمیت و ضرورت  1-٢

 9 ........................................................................................... : تعریف واژهها3-1

 9 ................................................................................................ :آلزایمر1-3-1

 APOE ....................................................................................... 10:ژن  3-1-٢

 MAPT ...................................................................................... 10:ژن  3-3-1

٤-3-1  :NFTs ........................................................................................... 10 

٥-3-1 : APP (-Amyloid Precursor Protein) : ............................................ 11 

 11 .............................................................................. هدف از اجرای تحقیق:  1-٤

 11 ................................................................................. : فرضیه های پژوهش 1-٥

 11 ........................................................................................ : سوال پژوهش 1-٦

 بر متون گذشتهفصل دوم: مروری 

 1٤ ..................................................................... : تاریخچه و کشف بیماری آلزایمر٢-1

 1٥ .......................................................................................:پاتولوژی بیماری٢-٢

 17 ...................................................... ی دخیل در بیماری آلزایمر: انواع بیماری و ژنها٢-3

 18 .................................................................... :بیماری آلزایمر با شروع زودرس٢-1-3

 ٢٢ ................................................................... بیماری آلزایمر با شروع دیررس: ٢-3-٢

 ٢٢ ..................................................................................... APOE:  ژن  ٢-3-3

https://t.me/tephd


https://t.me/tephd 

 

 ج

 

 ٢٥ ................................. MAPT  (Microtule Associated Protein Tau)  : ژن ٢-3-٤

 ٢9 ......................................................................... قات انجام شده: بررسی تحقی ٢-٤

 فصل سوم: مواد و روش ها

 3٥ ................................................................................ :  روش شناسی تحقیق1-3

 3٥ ........................................................................................ : نوع مطالعه 1-1-3

 3٥ ...................................................................................... : جامعه آماری 1-3-٢

 DSM-Ⅳ ................................................................................ 3٥: معیار 3 -3-1

 37 .........................................................................: معیارهای انتخاب بیماران 1-3-٤

 37 .......................................................................... :  روش جمع آوری دادهها1-3-٥

 37 .................................................... : تعریف عملیاتی متغیرها و مقیاس اندازهگیری1-3-٥

 37 .................................................................................. اخلاقی : ملاحظات1-3-٦

 38 ............................................................................................. : روش اجرا3-٢

 DNA ............................................................................... 38  :  استخراج  3-٢-1

 ٤1 ......................................................با استفاده از کلروفرم: DNAخراج (روش است3-٢-٢

 ٤٢ .................................................... :DNAروش تهیه محلولهای مورد نیازجهت استخراج 

 ٤٥ ..................................................................... DNA( سنجش کیفیت و کمیت3-3

 ٤٥ .......................................... با استفاده از نانودراپ DNA( سنجش کمیت و کیفیت 1-3-3

 ٤٥ ..................... استخراج شده به کمک ژل آگارز )الکتروفورز افقی(  DNA( ارزیابی کیفیت 3-3-٢

 ٤8 ................................................................ ژنوتایپینگ((( ژنوتایپ  کردن نمونه ها3-٤

 ٥٢ ........................................................................................... : آنالیز آماری٥-3

 ٥٥ ................................................................... ه در مطالعهمشخصات افراد شرکت کنند

 فصل چهارم: نتایج

 ٥٥ .....................MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs (G/A): تجزیه و تحلیل آماری برای پلی مورفیسم ٤ -1

 ٥٥در دو گروه بیمار و سالم MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/A)مورفیسم  : مقایسه ژنوتیپ های پلی٤-1-1

https://t.me/tephd


https://t.me/tephd 

 

 د

 

 ٥٦ .... در دو گروه بیمار و سالم MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/A: مقایسه آلل های پلی مورفیسم ٤-1-٢

 ٥٦ .................. در دو گروه بیمار و سالم APOEتجزیه و تحلیل آماری برای پلی مورفیسم ژن  :٤ -٢

   ٢در در افراد   APOE (  ژن7٤1٢rs( و ) rs ٤٢93٥8مقایسه ژنوتیپهای پلی مورفیسم ):  ٤-٢-1

APOE ٤و  APOE  ٥٦ ........................................................ در دو گروه بیمار و سالم 

 ٥7 ........................... در دو گروه بیمار و سالم APOE: مقایسه آلل های پلی مورفیسم ژن ٤-٢-٢

با ژنوتیپ های ژن  MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/Aپلی مورفیسم  های ( بررسی اثر متقابل ژنوتیپ ٤-3

APOE .................................................................................................... ٥8 

 ٥8 ........................  APOEو MAPT های  قطعات مورد نظر در ژن PCR: نتایج حاصل از  ٤-٤

 فصل پنجم: بحث و پیشنهادات

 ٦1 ................................................................................................. ( بحث ٥-1

 ٦٢ ......................................................................................... ( نتیجه گیری ٥-٢

 ٦٢ .............................. MAPTمربوط به  ژن  rs242557(G/Aپلی مورفیسم    (نتایج٥ -٢-1

 ٦3 ....................... APOE(  مربوط به ژن 7٤1٢rs( و ) rs ٤٢93٥8( نتایج پلی مورفیسم )٥-٢-٢

 ٦٤ .......................................................................................... ( پیشنهادات ٥-3

 منابع

REFRENCE: ........................................................................................ 66 

Introduction: ........................................................................................ 73 

 

 

 

 

 

  

https://t.me/tephd


https://t.me/tephd 

 

 ه

 

 :جداولفهرست 

 صفحه           عنوان

 ٤8  ............................................................................................................................. مرهایپرا یکل مشخصات3-1 جدول

 ٥0  ....................................................................................................................................................................... 3- ٢ جدول

 ٥1 ..........................................................................  MAPTژنPCR انجام جهت استفاده مورد برنامه 3-3 جدول

 ٥٥  ................................................................... کنترل و ماریب گروه دو در ها پیژنوت عیتوز یبررس:  ٤-1-1 جدول

 ٥٦  ............................................................ سالم و ماریب گروه دو در ها آلل عیتوز ین همسا یبررس: ٤-1-٢ جدول

 ٥7  ................................................................... کنترل و ماریب گروه دو در ها پیژنوت عیتوز یبررس:  ٤-٢-1 جدول

 ٥7  .............................................................. سالم و ماریب گروه دو در ها آلل عیتوز یهمسان یبررس: ٤-٢-٢ جدول

 

  

https://t.me/tephd


https://t.me/tephd 

 

 و

 

 :شکل هافهرست 

 صفحه           عنوان

است شده سهیمقا مریآلزا یماریب یها شاخص یدارا ینورونها با لم سا یها نورون شکل نیا در(  1-1 شکل

 ................................................................................................................................................................................................  3 

 7........................................................  .اند آمده در شینما به تائو گوناگون یها زوفرمیا  شکل نیا در:   1-٢شکل

 1٤  ........................ مریآلزا به مبتلا مارانیب مغز در شده مشاهده NFT و دیلوئیآم یریپ یپلاکها:  ٢-1 شکل

 1٦  ............................................................................. مریآلزا یماریب در ریدرگ ینواح و کیمبیل ستمیس: ٢-٢شکل

 کنترل ی قطعه شود،طول یم مشاهده که همانگونه ، MAPT ژن  به مربوط PCR محصول:  ٤-٤-1شکل

 ٥9  ................................................................. .باشند یم دیت کلئو نو 1٦7،٢٢8  ، 3٤0 بیترت به نرمال و موتانت ،

 ٥9  ....................... .1٥8 و11٢( لوکوس) گاهیجا دو در  APOE ژن  به مربوط PCR محصول: ٤-٤-٢ شکل

 

 

 

 

  

https://t.me/tephd


 

1 
 

 چکیده :

س در جهان یک اختلال مولتی فاکتوریال بوده است و شایع ترین عامل دمان ایمربیماری آلزمقدمه :       

باشد. از آنجا که یباشد. بنابراین قویترین فاکتور خطر برای ابتلا به بیماری آلزایمر رسیدن به سن پیری ممی

شدیدا  هایهای نوروفیبریلاری درون سلولی )متشکل از فیلامنتهای بیماری آلزایمر گرهیکی از شاخص

ین با بیماری کدکننده پروتئین تائو است و این پروتئ MAPTباشد و با توجه به اینکه ژنفسفریله تائو ( می

با ریسک  تواندمی MAPTن ژ  ٢٤٢٥٥7rs (G/Aآلزایمر در ارتباط مستقیم است بنابراین پلی مورفیسم شایع )

ناخته شده یک ریسک فاکتور برای این بیماری ش هم  APOEابتلا به بیماری آلزایمر ارتباط داشته باشد و 

 ت.های نوروفیبریلاری انکار ناپذیر اساست. بنابراین رابطه بین بیماری آلزایمر و تشکیل گره

 ٤٢93٥8و پلی مورفیسم )  MAPTدر ژن ٢٤٢٥٥7rs (G/Aدر این مطالعه پلی مورفیسم ) روش كار:       

rs ( و )7٤1٢rs در ژن  )APOE   فرد بیمار به روش  ٥0رد سالم و ف ٥7درTetra Arms PCR سی مورد برر

 قرار گرفتند.

مار به طور در افراد بی Gو آلل  AG،فراوانی ژنوتیپ   MAPTدر ژن  ٢٤٢٥٥7rs (G/Aدر پلی مورفیسم ) : هایافته

. در پلی  Pvalue  ≥01/0  % با8/٢٢% و 1/٤٢% در برابر 3٦% و  ٦٤معناداری از افراد سالم بیشتر بود، )به ترتیب 

به طور معناداری  در افراد بیمار ٤و آلل  ٤/٤، فراوانی ژنوتیپ  APOE( در ژن 7٤1٢rs( و ) rs ٤٢93٥8مورفیسم )

 (.Pvalue  ≥0/ 009% با8/٢8% و  8/3%  در برابر  7/٥7%  و ٤/38از افراد سالم بیشتر بود.  )به ترتیب 

،  در جمعیت ایرانی MAPTدر ژن  ٢٤٢٥٥7rs (G/Aپلی مورفیسم)به نظر می رسد که در  نتیجه گیری : 

 در این جمعیت دارای نقش ریسک فاکتوری برای بیماری آلزایمراست. Gو آلل  AGژنوتیپ 

نی ، ، در جمعیت ایرا APOE( در ژن  7٤1٢rs( و )  rs ٤٢93٥8) رسد که در پلی مورفیسمبه نظر می  

 یت دارای نقش ریسک فاکتوری برای بیماری آلزایمر است.در این جمع ٤و آلل  ٤/٤ژنوتیپ 

 

 های نوروفیبریلاری،گره APOE، ژن  MAPTبیماری آلزایمر ، ژن  های كلیدی :واژه
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 :فصل اول

 كلیات تحقیق

 

 

  



 

3 
 

 

 

 بیان مسئله :: ١ -١

تیکی هتروژن بوده و ( که از نظر ژن1) باشدمی ٢شایع ترین بیماری تخریب کننده عصبی 1ربیماری آلزایم     

 (.3و٢) میلیون نفر از جمعیت جهان به آن مبتلا شده اند ٢٦تاکنون بیش از 

یرات رفتاری همراه های حرکتی و تغیو مهارت با اختلالات شناختی ,اختلالات زبانی ,بیماری آلزایمراز نظر بالینی     

کورتکس و بخش بخشی از  ,هیپوکامپ,3جگاهیهای گیه مناطقی خاص از مغز از جمله لوب( و درگیر کنند٢) است

های داخل وگره ٥های پیری خارج سلولیاز نظر پاتولوژیکی با وجود پلاک ( و٤)  باشدمی ٤کوچکی از لوب پیشانی

 .(٥) شودمشخص می 7و فقدان ارتباطات سیناپسی درون کورتکس انتورینال ٦سلولی نوروفیبریلاری

 

 ده است یسه شارای شاخص های بیماری آلزایمر مقاهای دلم با نورونای سا ( در این شکل نورون ه ١-١شکل 

                                                           
1 -Alzheimers disease 
2 -neurodegenerative 
3 -lemporal lobes 
4 -frontal 
5 -Extracellular Senile Plaques(ESPs) 
6 -Intracellular Neurofibrillary Tangles(NFTs) 
7 -Entorhinal 
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های و گره دی خارج سلولیآمیلوئی های بتاهای آلزایمری پلاکشود در نورونکه همانگونه که ملاحظه می

 باشد.یمباشد به خوبی قابل مشاهده های بیماری آلزایمر مییبریلاری  داخل سلولی که از شاخصنوروف

درست 1ای به نام آمیلوئید بتا اسیدآمینه ٤0-٤٢های نانومتری از پپتید 8های از رشتههای پیری پلاک     

 شکستن (.٦و٥) شوندحاصل می ٢میلوئیداند که از پروتئولیز یک پروتئین بزرگتر به نام پروتئین پیش ساز آشده

APP  عا شود که سریبب تولید پپتید آّمیلوئید بتا میس٤سکرتاز -و گاما  3سکرتاز-توسط دو پروتئاز به نام بتا

و  1یابند. دو پروتئین مرتبط با بیماری آلزایمر به نام های پرسینیلینهایی تجمع میبه صورت فیبریل

 (.٥) باشندسکرتاز می-ز اجزء کاتالیتیک گاماا ٢پرسینیلین 

اند که ترکیب عمده آنها از پروتئبنی به نام ههایی درست شداز رشتههای داخل سلولی نوروفیبریلاری گره      

و تائو و  واکنش دینامیک بین پروتئین باشد.می٦باشد که پروتئینی متصل شونده به میکروتوبول می  ٥تائ

تائوی فسفوریله شده در مقایسه با تائوی غیر فسفوریله  شود.توسط فسفریلاسیون تنظیم میها میکروتوبول

یلاسیون در تائوی جدا شده از میزان فسفور (.7) ها داردتری به میکروتوبولنچسبندگی پاییشده تمایل 

 7های اکتین لامنتیپروتئین تائو به ف (.8) باشدن برابر بیشتر از تائوی طبیعی میهای نوروفیبریلاری چندیگره

ها نکنش میکروتوبولاحتمالا در میا  های تائوها پروتئینشود که از طریق این واکنشمتصل می 8و اسپکترین

)به جز  های نورودژنراتیوبیماریگذارند. در انواعی از ها اثر میای اسکلت سلولی نظیر نوروفیلامنتبا سایر اجز

یابد بدون اینکه های نوروفیبریلاری تجمع میشود گرهاطلاق می 9هار مجموع به آنها تائوپاتیآلزایمر( که د

کنند پنج عمل می10بر اساس نوع تائوی اجتماع یافته که به عنوان بار کد  رسوبات بتا آمیلوئیدی دیده شود و

 (.9) نوع تائو پاتی طبقه بندی شده است

                                                           
1-Amyloid beta 
2 -Amyloid precursor protein 
3 --secretase 
4 --secretase 
5 -Tau protein 
6 -Microtubule Associated Proteins(MAPTs) 
7 -Actine  
8 -Spectrin 
9 -Taupathies 
1 0 -Bar code 
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شود که در شکل میتقسیم   ٢و دیررس  1بیماری آلزایمر بر اساس سن شروع بیماری به انواع زودرس      

است در حالی که در شکل دیررس سن سال  ٦٥ زودرس )آلزایمر خانوادگی( سن شروع بیماری پایین تر از

( 11) عمده موارد بیماری از نوع دیررس )اسپورادیک( می باشد (.10) باشدمی سال  ٦٥شروع بیماری بالاتر از 

یماران آلزایمری از نوع زودرس ب %3باشد و تنها بیماری آلزایمری از نوع دیررس می% 97به نحوی که بیش از 

 (.1٢) باشدمی

توان به پرسینیلین ها میترین آناند که از مهمیماری آلزایمر زودرس شناسایی شدهل در ایجاد بچندین ژن دخی

و پروتئین پیش ساز بتا آمیلوئید بر روی کروموزوم  1بر روی کروموزوم  ٢, پرسینیلین 1٤بر روی کروموزوم 1

های دخیل در آلزایمر ژن .از موارد زودرس بیماری است %٤0جهش در این سه ژن مسئول اشاره کرد که  ٢1

های بسیاری در این زمینه به عنوان ریسک فاکتور کنند و ژنریسک فاکتور عمل می کبه صورت ی دیررس

 باشدمی 19واقع بر روی کروموزوم  3ها ,ژن آپولیپو پروتئینورد مطالعه قرار گرفته اند که شناخته ترین آنم

ها و به یدیپوپروتئین اصلی در مغز است که در نقل و انتقال لیپل ,E(APOE) (. آپولیپو پروتئین1٥و 13،1٤)

قویترین  APOE) ٤) سه آلل دارد که توارث آلل APOE)باشد. ژن کد کننده پروتئینویژه کلسترول دخیل می

 (.1٦) باشدر برای بیماری آلزایمر تک گیر میفاکتور خط

یلاری و آمیلوئید بتا های داخل سلولی نوروفیبراز گره اند که مرک نورونی ناشیچندین فرضیه ارائه شده      

های افزایش یا ایجاد پاتولوژیکی گره سبب کند که آمیلوئید بتاادعا می ٤کنند. فرضیه آبشار آمیلوئیدرا بیان می

رای بیماری به عنوان یک عامل ب آسیب اکسیداتیو مغز, شود. فرضیه ای دیگر,داخل سلولی نوروفیبریلاری می

خریب نورونی در آلزایمر میتوزی را به عنوان یک دلیل ت صنق فرضیه ای دیگر ,و  باشدلزایمر اسپورادیک میآ

 (.1) کندمعرفی می

 ٢1در موقعیت17باشد که بر روی کروموزوم شماره اگزون می 1٦طول دارد و دارای   kb13٥ ژن تائو       

q17  , باشد. نقش عمده دارای نقش حیاتی در سطح سلولی میقرار دارد و پروتئین کد شده توسط این ژن

                                                           
1 -Early-onset 
2 -Late-onset١ 
3 -Apolipoprotein E 
4 -Amyloid cascade hypothesis 
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باشد که این شبکه میکروتوبولی در بکه میکروتوبولی میفیزیولوژیکی این پروتئین ,پیشبرد پایداری و تجمع ش

باشد که می٢ CPGدارای دو جزیره  ژن تائو (.18،17) باشددر نورون ها دارای اهمیت می  1انتقالات آکسونی

مربوط به بخش پروموتر  CPGباشد. جزیره در ارتباط می 9با پروموتر و جزیره دیگر با اگزون  یکی از جزایر

 .(19) باشدوموترهای ویژه نورون میشبیه پر

 h2و H1ا اند که این هاپلوتایپ ها ردو هاپلوتایپ شناسایی شده MAPTدر تمام طول لوکوس ژنومی       

 (.1٦،٢0) باشندی آلزابمر در ارتباط میبا بیمار H1نامند که واریانت های می

شود که سه تا حاصل می10و  ٢,3اگزون های 3در مغز بالغین شش ایزوفرم از تائو در اثر پردازش متناوب       

 هایباشند که توسط اگزون( می3R)  ها دارای سه ناحیه تکراری متصل شونده به میکروتوبولاز این ایزوفرم

 10ومین مربوط به اگزونکند که داشتن این دنیز دومین دیگری را کد می 10زون شوند . اگکد می 9-1٢

های باشد و ایزوفرمار ناحیه اتصال به میکروتوبول میشود که دارای چهولید سه ایزوفرم دیگر از تائو میباعث ت

4R-tau 3(. ایزوفرم های ٢1) شوندنامیده میR ,4R  یا بدون اسیدآمینه دخولی(0Nو یا )  اسیدآمینه  ٢9دارای

 4Rبه  ,3R( می باشند.در مفز انسان نسبت ایزوفرم های 2N) اسیدآمینه دخولی  ٥8( و یا دارای (1Nدخولی 

 دهند.از کل تائو را تشکیل می % 9% ,37, %٥٤به ترتیب  2Nو 1N, 0Nدر حدود یک می باشد و ایزوفرم های 

شود در حالی که اسید آمینه است بیان می 3٥٢( که دارای(3R/0Nدر مغز جنین کوتاه ترین ایزوفرماز تائو 

پروتئن تائو از طریق این تکرارها به میکروتوبول ها  (.٢٢) شش ایزوفرم در زمان بعد از تولد بیان می شوند

در مقایسه با  tau-R4نشان داده شده است که ایزوفرم های   (.17) شودآنها می٤متصل شده و سبب اجتماع 

این فزضیه ارائه شده است که افزایش  ها دارند.بیشتری برای اتصال به میکروتوبولتمایل  3R-tauی هاایزوفرم

 (.٢3) شودمیکروتوبولی می سبب ایجاد ساختار سخت و غیرقابل انعطاف 4R-tauشکل 

                                                           
1 -Axonal transport 
2 -CPG island 
3 -Alternative splicing 
4 -Assembly 
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روی  بر را می گذراند که سبب پایداری آن می شود. 1پروتئین تائو یک سری تغییرات پس از ترجمه ای      

های سرینی که این جایگاه ها اغلب باقیماندهاند جایگاه فسفوریلاسیون شناسایی شده ٤0پروتئین تائو بیش از 

 (.٢3) اندباشند که بعد از پرولین آمدهو ترئونینی می

 

 

 اند. گوناگون تائو به نمایش در آمده هایدر این شکل  ایزوفرم  : ١-٢شکل

و   ٢،3های ونباشد و دارای اگزسید آمینه میا ٤٤1طویل ترین ایزوفرم دارای  شودهمانگونه که مشاهده می

 است. 10و   ٢،3باشد و فاقد اگزون های اسید آمینه می 3٥٢ایزوفرم دارای است در حالی که کوتاهترین  10

 GA   دارای سه پلی مورفیسم است که دو پلی مورفیسم در پروموتر) ٢  PSPژن تائو در بیماری        

در  G A) یک( و یک پلی مورفیسم دراینترون شماره   -٢٢1 در موقعیت CGو ٤٤- درموقعیت

با h2p  است که هاپلوتایپ h2pو H1Pباشد که این پلی مورفیسم ایجاد دو هاپلوتایپ می (309موقعیت

Pvalue≤0.00217  با بیماریPSP  آلزایمر حائز اهمیت در بیماری باشد. از آنجا که ژن تائو در ارتباط می

                                                           
1 -Post- translational 
2 -Progressive Supranuclear Plasy 
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ممکن است در بیماری آلزایمر نیز  PSPباشد این تغییر پروموتری دیده شده در پروموتر تائو در بیماری می

 (.٢٤) مهم باشد

قرار گرفته است و الگوی بیان آن  1از ژن تائو یک ژن بدون اینترون ،به نام سایتوهین 10و 9 بین اگزون      

( و تنها دارای یک ٢٦) این ژن همولوگ مشخصی ندارد (.1٤,1٦,٢٥) باشدتائو می سیار شبیه الگوی بیان ژنب

ولی  عملکرد این ژن نامشخص می باشد و در مورد ژن بودن آن هنوز اختلاف نظر وجود دارد. باشد.اگزون می

 (.٢7،٢8) تاثیر داشته است PSPهای پاتولوژیک در بیماری در فرایند

 اهمیت و ضرورت:  ١-٢

دهد. قرار می مبتلا را تحت تاثیر خود بیماری آلزلیمر یک بیماری تخریب عصبی است که کل زندگی فرد      

 ،٢00٦ل  در سا باشد نتیجه عوامل ژنتیکی و محیطی است.ه یک بیماری مولتی فا کتوریال میاین بیماری ک

 ؛137٥ود در طبق آخرین آمار موجاند و ت جهان به این بیماری مبتلا بودهمیلیون نفر از جمعی ٢ ٦,٦حدود 

-300بین  138٦ هزار نفر بیمار مبتلا به آلزایمر در ایران وجود داشته است که این تعداد در سال 18٢حدود 

لزایمر دیررس ری آمیلیون نفر به بیما 3-٤ لت متحده آمریکادر جمعیت ایا (.38) شودهزار نفر بر آورد می ٢٥0

% برای ٢0ی از شیوع این بیمار (.39) شوندهزار نفر به این جمعیت اضافه می 3٥0باشند و هر سال مبتلا می

سال یا  ٦٥سن  از افراد با  %٥کند و سال افزایش پیدا می 8٥% برای افراد بالای 30سال به  7٥افراد بالای 

 یابد(،ال بروز میس ٦٥از آنجایی که بیماری آلزایمر دیررس )که در سنین بالای  باشند.بالاتر به آن مبتلا می

ین بیماری بر اتشخیص  از موارد بیماری آلزایمر را به خود اختصاص داده است و با توجه به اینکه %97بیش از 

ین تشخیص بنابرا سایکولوژیکی است که روندی زمان بر و پرهزینه می باشد.های بالینی و نورواساس بررسی

ر تشخیص دتواند ر مستقیم با بیماری مرتبط است میبه طوبیماری با استفاده از آلل یا مارکری خاص که 

 (.٤0) سریع بیماری و احیانا درمان آن موثر واقع گردد

های از شاخص های شدیدا فسفریله تائو()متشکل از فیلامنت های نوروفیبریلاریبا توجه به اینکه گره      

شاهد ,ما نیز با وجود جوان بودن جمعیت کنونی  در کشورباشند می بیماری آلزایمر )از نوع دیررس و زودرس(

                                                           
1 -Saitohin(STH) 
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سال آینده با پیر شدن جمعیت جوان  30الی  ٢0رسد که در سالمندان خواهیم بود و به نظر میرشد جمعیت 

لذا مطالعه و شناسایی فاکتورهای خطر ساز به ویژه   شیوع بیماری آلزایمر افزایش خواهد یافت. ,فعلی

دار و نیز شناسایی افراد در درمان هدف ,ند ما را در شناسایی زودرس بیماری توابیومارکرهای ژنتیکی می

 هایی با خطر بالای ابتلا به آلزایمر یاری رساند. معرض خطر در خانواده

دو ژن در ارتباط  از این رو با توجه به مطالعات قبلی در سایر کشورها و عدم وجود مطالعه خاصی اثر این     

این پروتئین  وکدکننده پروتئین تائو است  MAPTمر در جمعیت ایرانی و با توجه به اینکه ژنبا بیماری آلزای

ته شده هم یک ریسک فاکتور برای این بیماری شناخ  APOEبا بیماری آلزایمر در ارتباط مستقیم است و 

 شود.ضروری احساس می,است لذا نیاز به انجام مطالعاتی نظیر این 

 هاتعریف واژه: ١-3

 آلزایمر:١-3-١

های و پیری است که با نقص در فعالیت در دوران میان سالی 1بیماری آلزایمر شایع ترین علت زوال عقل      

دار و تغییرات شخصیتی همراه است ست دادن توانایی انجام حرکات هدف،از د٢شناختی ،از دست دادن حافظه

و بخش  گاهی ،هیپوکامپ، بخشی از کورتکسج. در این بیماری مناطق خاصی از مغز چون لوپ خای گی

بوده و تحت تاثیر محیط  3(. این بیماری ، از نظر ژنتیکی  هتروژن1) شونددرگیر میکوچکتری از لوب پیشانی 

ساله تغییر  8٥در میان افراد  % ٥0ساله تا حدود  ٦٥% در میان افراد  3و ژنتیک است که شیوع آن از حدود 

سال( و  ٦٥بر اساس سن شروع بیماری به دو حالت زودرس )شروع در سن کمتر از  کند. بیماری آلزایمرمی

% بیماران، دچار آلزایمر از نوع دیررس  17شود . بیش از سال( تقسیم می ٦٥سن بیشتر از   دیررس )شروع در

شود ل میجمعیت را شام% از  3، در حالیکه آلزایمر زودرس تنها )بدون سابقه خانوادگی( هستند ٤و تک گیر

(٥ .) 

 

                                                           
1 -Dementia 
2 -Memory loss 
3 -Hetrogenose 
4 -Sporadic 
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  APOEژن : ١-3-٢

, E(APOE) (. آپولیپو پروتئین1٥و 13،1٤باشد )می 19واقع بر روی کروموزوم  1ژن آپولیپو پروتئین      

باشد. ژن کد کننده ها و به ویژه کلسترول دخیل میغز است که در نقل و انتقال لیپیدلیپوپروتئین اصلی در م

گیر کتور خطر برای بیماری آلزایمر تکقویترین فا APOE) ٤) توارث آللسه آلل دارد که ( APOE)پروتئین

 (.1٦) باشدمی

 MAPTژن : ١-3-3

قرار دارد و   17q21در موقعیت 17بر روی کروموزوم شماره  های تازه شناخته شده است کهی از ژنیک      

. نقش عمده فیزیولوژیکی این باشددارای نقش حیاتی در سطح سلولی میپروتئین کد شده توسط این ژن , 

  ٢باشد که این شبکه میکروتوبولی در انتقالات آکسونیپیشبرد پایداری و تجمع شبکه میکروتوبولی می پروتئین ,

 (.17،18) باشدها دارای اهمیت میدر نورون

٤-3-١  :NFTs 

های بتا شد که همراه با پلاکباهای نوروفیبریلاری میولوژیک بیماری آلزایمرگرههای پاتیکی از ویژگی     

شد که از دو نوع فیلامنت  باروتئین تائوی به شدت فسفوریله میها ترکیبی از پشود. این گرهئیدی دیده میآمیلو

بسیار بیشتر از  PHFsاند که میزان درست شده٤های صاف و فیلامنت3شده های فیلامنت هلیکال جفتبه نام

SFs ها و ها می باشد که در شرایط طبیعی در آکسونواکنش دهنده با میکروتوبول هایاست. تائو از پروتئین

گیرد. در ابتدای بیماری این کلاف در ها قرار میه صورت کلافی در جسم سلولی نوروندر شرایط پاتولوژیک ب

شوند و تشکیل می هیپوکامپ، 1CAو ناحیه  ٥ایناحیه زمینه نورون های هرمی موجود در کورتکس انتورینال،

 ، ٢1،٤) کنندرا نیز درگیر می٦ها رو به گسترش نهاده وکورتکس پارینال بیماری ،تعداد این کلافبا گسترش 

٤1،٤٢.) 

                                                           
1 -Apolipoprotein E 
2 -Axonal transport 
3 -Paired Helical Filaments(PHFs) 
4 -Straight Filaments(SFs) 
5 -Subiculum 
6 -Parietal 
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٥-3-١ : APP (-Amyloid Precursor Protein) :   

ای که دار این ژن اولین ژن شناخته شده در رابطه با استعداد برای ابتلا به بیماری آلزایمر خانوادگی است      

 ترین آنها ایزوفرمی غشاءکند که طولانیز پروتئین تبا آمیلوئید را کد میهایی اپردازش متناوب بوده و ایزوفرم

های گاما و بتا سکرتاز تجزیه وسط دو آنزیم پروتئولیتیک به نامت APPپروتئین  باشد.گذر با اسید آمینه می

اسید آمینه  ٤٢نمایند که سمیت بتا آمیلوئید د آمینه را تولید میاسی ٤0-٤٢هایی با طول یلوئیدشده و بتا آم

 (.٢8) از سایرین بیشتر است

 هدف از اجرای تحقیق:  ١-٤

و ابتلا به آلزایمر  MAPTدر ژن  ٢٤٢٥٥7rs (G/A)  شایع پلی مورفیسم :  بررسی ارتباط هدف اصلی()      

 لم(.)افراد سا  دیررس در بیماران ایرانی و گروه کنترل

و ابتلا به آلزایمر دیررس در بیماران ایرانی   APOEاز ژن   ٤بررسی ارتباط هاپلوتایپ  )هدف جانبی( :      

  )افراد سا لم(. و گروه کنترل

 .جهت غربالگری بیماران مستعد یا در معرض خطر ابتلا به آلزایمر ,استفاده از نتایج  : (كاربردی)هدف      

 شهای پژوه فرضیه:  ١-٥

سالم( تفاوت  در بیماران مبتلا به آلزایمر و گروه کنترل )افراد APOEاز ژن    4بین فراوانی ژنوتایپ       

 معناداری وجود دارد.

در بیماران مبتلا به آلزایمر و گروه   MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs (G/A)فراوانی  پلی مورفیسم شایع بین      

 جود دارد.کنترل )افراد سا لم( تفاوت معناداری  و

 پژوهش سوال:  ١-6

های مورد مطالعه که آیا بین فراوانی پلی مورفیسم مساله اصلی در این پژوهش پاسخ به این سوال است       

در جامعه بیماران آلزایمری و جامعه   APOEژن   ( وMicrotubule- associated protein tau)MAPTدر ژن 
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به گونه ای که بتوان آن را به عنوان یک  ,فاوت معناداری وجود دارددر جمعیت ایرانی ت )افراد سالم( کنترل

 .زایمر در جمعیت ایرانی محسوب کردفاکتور خطر ابتلا به آل
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 : تاریخچه و كشف بیماری آلزایمر٢-١

،سرپرست 1مانی در توبینگن،آلوئیس آلزایمرمایی روانپزشکان آلهدر سی و هفتمین گرده ،190٦در سال       

کورتکس  3آتروفیدر مونیخ اولین مورد بیماری را همراه با ٢ماکسی میلیانز -آزمایشگاه آناتومی دانشگاه لودویگ

روانپزشک آلمانی به نام , 1910ساله گزارش کرد. در سال  ٥1و رسوبات بتا آمیلوئیدی ،در یک زن  ٤NFTو 

در میان افراد  %3شیوع این بیماری از  (.10,٤3) نامید ٦ ( AD) اری را بیماری آلزایمراین بیم ٥امیل کرپلین

 (10) میلیون نفر تخمین زده شده است 100حدود  ،٢0٥0کند و تعداد افراد بیمار تا سال تغییر می ساله، 8٥

در آمریکا  (.٤٤،٤٥) شودمحسوب میهای در حال توسعه مر ،جزء ده بیماری کشنده در کشور.بیماری آلزای

باشد که در حال حاضر علاج یا درمان موثری ترین دلیل زوال عقل میرگ و اصلیآلزایمر چهارمین دلیل م

کند برای مثال در سنگینی را بر دوش جامعه تحمیل میر( و از اقتصادی با٤٦) برای این بیماری وجود ندارد

 (. ٤7) شودلار صرف میهزار د ٤٢آمریکا به ازای هر فرد آلزایمری سالیانه 

 

 

 مشاهده شده در مغز بیماران مبتلا به آلزایمر NFTهای پیری آمیلوئید و : پلاک ٢-١شکل 

                                                           
1 -Alois Alzheimer 
2 -Ludwig -Aaximilians 
3 -atrophy 
4 -Neurofibrillary tangles 
5 -Emil Kraeplin 
6 -Alzheimers Disease(AD) 
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 :پاتولوژی بیماری٢-٢

از  (.٤8) شودنظر بالینی با زوال عقل مشخص می باشد که ازایمر یک بیماری نورودژنراتیو میبیماری آلز      

های دست دادن فعالیت و از دست رفتن حافظه ،تغییرات شخصیتی به ازان توهای بالینی آن ،میویژگی

عدم تشخیص افراد و اشیاء با  1تواند شامل عدم توانایی در سخن گفتناختی اشاره کرد که ویژگی اخیر میشن

 (.٤٢) باشد 3های حرکتی با وجود سیستم حرکتی سالمو عدم انجام فعالیت ٢لم بودن حواس وجود سا

های ها و ایجاد پلاکایمر از دست رفتن پیشرونده نورونهای پاتولوژیکی بیماری آلزترین ویژگیاز مهم      

ترکیب اصلی  شود.خوانده می ٥باشد که گره های نورو فیبریلاریای سیتوپلاسمی میو مواد رشته ٤آمیلوئیدی

این در حالی  دهد.تائو تشکین می ٦های نورو فیبریلاری را اشکال غیر طبیعی و به شدت فسفوریله شدهگره

آمیلوئید های پپتیدی هشت نانومتری به نام بتا از رشته های آمیلوئیدی()پلاک 7های پیریاست که پلاک

 کنندو کورتکس انتورینال را در گیر میآمیگدال  اند که نواحی مختلف مغز از جمله هیپوکامپ،،تشکیل شده

شود در مغز بیماران آلزایمری به میزان فراد کهنسال به میزان کم یافت میغز اهای پیری که در مپلاک (.10)

   .شودیده میشود و تنها در بیماری آلزایمر دفراوان دیده میبسیار 

 

                                                           
1 -aphasia 
2 - agnosia 
3 -apraxia 
4 - Amyloid plaques 
5 - Neurofibrillary  tangles 
6 -Hyperphosphory lated 
7 -Senile plaques 
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 : سیستم لیمبیک و نواحی درگیر در بیماری آلزایمر٢-٢شکل

در جمعیت  1میزان گوناگونی ژنومی رسد کهبه نظر می (.٤٦) باشدنابراین برای این بیماری ویژه میب      

 (.٤8و٤٦) برابر بالاتر باشد ٢-3های نرمال بدون هیچگونه سابقه بیماری ،مری در مقایسه با جمعیتیآلزا

این  کند.به عنوان فاکتوری اساسی عمل می های آمیلوئیدی در تعیین نوع پلاک ها ،پلاکجایگاه تشکیل      

های تیپیکال از پلاک (.٤٦,٤8) باشندهای مخصوص خود میدارای پلاکی است  که برخی نواحی بدان معن

دارای  swollenهای نوریت می باشند. 3و گلیای واکنش دهنده٢نوریت ها  شوند که آمیلوئید،سه جز تشکیل می

 llenswo. نوریت های باشند که می توان آنها را با آنتی بادی های یوبیکویتین نشاندار کردمی ٤اجسام ضخیمی

ز افراد سالم باشد این در حالی است که در مغهای پیچ خورده جفت میی شامل گرهدر مغز بیماران آلزایمر

ی دیگر عکه نو٥ -FTDP 17یافته هایی دال بر موتاسیون در بیماری (.٤٦,٤7) شودها دیده نمی،این فیلامنت

رساند که تائو به تنهایی توانایی ایجاد است( می NFTsاز بیماری نورودژنراتیو است)که همراه با تشکیل 

دیدگاهی مهم را ممکن است  NFTsگیری ولکولی شکلهای ملذا مطالعه مکانیسم نورودژنراسیون را دارا است.

های های پیری از ویژگیگر چه پلاک( ٥1 ,٤8  ,٤٦) دکنسیون در بیماری آلزایمر ارائه میدر باب نورودژنرا

نورودژنراتیو دیگر نیز مشاهده دهد و در بیماری در سطح وسیع تری رخ میNFTs باشد بیماری آلزایمر می

کی تخصصی بیماری آلزایمر های پیری در فرایندهای پاتولوژیب بیانگر آن است که پلاکشود که این مطلمی

                                                           
1 -Genomic variation 
2 - Neuritis 
3 - Reative glia 
4 - Dense bodies 
5 -Frontotemporal 
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وان را به عن NFTs اثر گذار است. های عمومی نورودژنراسیوندر فرایند NFTباشد در حالی که دخیل می

های در دیگر بیماریباشد و علاوه بر آلزایمر زیرا کمتر ویژه می کنندمشخصه بیماری آلزایمر قلمداد می دومین

 (.1) نیز مشاهده می شود -PSP,FTDP 17نورودژنراتیو نظیر

 های دخیل در بیماری آلزایمر انواع بیماری و ژن :٢-3

قدان الگوی توارثی باشد که پیچیدگی آن بر فژنتیکی هتروژن میده و از نظر یبیماری پیچ بیماری آلزایمر،      

های موجود در چندین ها و موتاسیونیانگر دخالت پلی مورفیسمب کند و هتروژن بودن آن،خاص ، دلالت می

بل قرسد که نقص شناختی متوسط به نظر می (.٢،٤9( ل غیر ژنتیکی در این بیماری استبه همراه عوام ژن،

پیر شدن طبیعی مغز و زوال ای گذرا بین مرحله 1دهد. نقص شناختی متوسطیماری آلزایمر رخ میاز بروز ب

 دهند.ی آلزایمر تغییرات سیناپسی رخ میباشد و تقویت کننده این دیدگاه است که قبل از بروز بیمارعقل می

ملکرد بد سیناپسی در عو شاخص  شودپاتولوژی بیماری آلزایمر دیده میضعف سیناپسی به طور عموم در 

 (.٥0) باشدآلزایمر می

های زوال عقل و از لا به بیماریباشد ریسک ابتناختی متوسط که رخدادی هتروژن میداشتن ضعف ش      

ترین  دلیل زوال عقل ر قرن بیستم بیماری آلزایمر شایعاز اواخ .(٤٦،٤8) کندمله آنها آلزایمر را ده برابر میج

اند ممکن است در سراسر ژنوم انسان پراکنده شدهمختلف که  ژن 30 بیش از ده است.جمعیت ژاپن تو در

 شودرودژنراتیو در بیماری آلزایمر میبیماری آلزایمر درگیر باشند که منجر به نو ٢های اتیو پاتولوژیکیدرآبشار

(٥1) . 

)شروع  3آلزایمر با شروع زودرسشود که آن به دو نوع طبقه بندی میآلزایمر بر اساس سن شروع  بیماری      

شوند. در نده میخواسال(  ٦٥)شروع در سنین بیشتر از٤سال( و آلزایمر با شروع دیررس ٦٥در سنین کمتر از 

روفیبریلاری از مشخصات بیماری های بتا آمیلوئیدی و گره های نودو نوع بیماری آلزایمر وجود پلاکهر 

ر پاتوژنز بیماری آلزایمر شامل سیکل سلولی معیوب ،بی نظمی در کننده دسایر فاکتورهای گیج باشند.می

                                                           
1 -Mild Cognitive Impairment(CMI) 
2 - Etiopathologic cascades 
3 -Early-onset 
4 -Late- onset 
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و فشار اکسیداتیو  1های التهابیوکندریایی و مکانیسمهای میتژی نورونی به دلیل نقص در فعالیتمتابولیسم انر

 (.   ٢٦) باشدها میو نقص در عملکرد پروتئوزوم٢

آلزایمری ران بیما %97باشد به گونه ای که بیش از می بیماری آلزایمر از نوع دیررس بخش عمده موارد      

 گی،سابقه خانواد باشند پس از سن،میبیماران آلزایمری از نوع زودرس  %3باشند و تنها ،از نوع اسپورادیک می

 (.٥٢و1٢) دومین عامل خطر در این بیماری است

 

 :بیماری آلزایمر با شروع زودرس٢-3-١

رادیک دارای توارث اسپواکثر موارد آلزایمر خانوادگی و  ر برای هر نوع متفاوت است.مدل توارث در آلزایم      

در بیماری  (.٥3) % از موارد آلزایمر خانوادگی اتوزومال غالب دارند10در حالی که حدود باشند.پیچیده می

 خانوادگی(،ودرس)(. بیماری آلزابمر ز٢٦) باشدلی بیماری یک موتاسیون ژنتیکی میدلیل اصآلزابمر زودرس 

های ها در ژنتاسیونشود که این مولب ایجاد میبا توارث اتوزومال غاهای نادر از نوع بد معنی در اثر موتاسیون

APP,Presenilin1,Presenilin2 (.٢٦) رخ می دهد 

ادگی شناسایی خانوبرای ابتلا به بیماری آلزایمر  3.که در رابطه با استعدادساز آمیلوئیدژن پروتئین پیش      

 APP، 8از پردازش متناوب حداقل سه اگزون از ژن  (.٤٦،٤8،٥1قرار دارد) ٢1شد. که بر روی کروموزوم 

ای اسید آمینه 7٥1،770، ٦9٥ی توان به سه گونهترین آنها میز که معروفشود که اتولید می ،APPایزوفرم 

اتصال  توان بهشوند و از جمله این تغییرات میمی ٤دچار تغییرات پس از ترجمه هااشاره کرد که در سلول

 بلافاصله پس از ساخته شدن در شبکه آندوپلاسمی، APP (.٥1) برد مرا نا ٦،سولفاسیون و فسفریلاسیون٥ندق

گلیکوزیلاسیون  -o و های بعدی گلیکوزیلاسیون -Nشود و در دستگاه گلژی دچار گلیکوزیلاسیون می-Nدچار 

شود که این عمل گلیکوزیله شده، تجزیه می-Nنابالغ  APPاز  %70-80ین است که جالب توجه ا شود.می

                                                           
1 -Inflamatory mechanisms 
2 -Oxidative stress 
3 -Susceptibility 
4 -Postranslational modification 
5 -Glycosylation 
6 -Sulfation 
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رسد. در خلال گذر از شبکه % به دستگاه گلژی می٢0-30دهد و تنها حتمالا در شبکه آندوپلاسمی رخ میا

 (.٤٦،٤8،٥1) شودنمی چار سولفاتاسیون وفسفوریلاسیودهمچنین APP آندوپلاسمی به سطح سلول،

های گوناگونی از این ژن حاصل  ایزوفرم APPهای ژن ناوب در حداقل سه اگزون از اگزونز پردازش متا     

-را دارا می 7اسیدآمینه ای اگزون   7 ٥1باشد. ایزوفرماسیدآمینه می 7 ٥1ترین آنها دارایشود که فراوانمی

 شود،ها بیان میور انتخابی در نورونکه به ط APPای از اسیدآمینه ٦9٥باشد این در حالی است که ایزوفرم 

ای است که به علت شباهت به خانواده ایاسید آمینه ٥٦دومین  یکدارای  APP (.٥٤) باشدیم 7فاقد اگزون

Kunitz ، (KPI ) 1کننده پروتئازدومین مهار به نام ، Kunitzکننده پروتئازها موسوم به خانواده مهاراز پروتئاز

ای اسید آمینه 19دارای یک توالی  KPIبر دارا بودن دومین  علاوه  APP77  (.٥٥، ٤8،٥1شود )نامیده می

بیان   ٢هاهمه  بافتدر   APP(. ٥٥،٥1،٤٦) باشددارای همولوژی می OX  MRC-2  باشد که با آنتی ژن می

 ایزوفرم ، APPم از باشد. در حالی که فراوان ترین ایزوفرمیزان بیان آن در مغز و کلیه می ولی بیشترین شودمی

ختاری از لحاظ سا (.٥٤) کنندرا بیشتر بیان می ٦9٥ها به طور اختصاصی عمدتا ایزوفرم .نورون می باشد7٥1

APP های کربوهیدراتی از نوع متصل به باشد که دارای زنجیرهمی 3از نوع پروتئین غشایی  انتگرال نوع یکo 

به توالی آمیلوئید بتا در بخش خارج  اسیدآمینه مربوط ٢8ین اول (.٥٥، ٤٦،٥1،٥٤ ) باشدمی Nو متصل به 

که ای باقیمانده در عرض غشاء فرو رفته است این بدان معنی است اسید آمینه 11-1٥سلولی  قرار دارد و 

باید حد اقل دو شکست پروتئولیتیکی رخ دهد و در نهایت  دومین سیتوپلاسمی  APPبرای تولید آمیلوئید بتا از 

 (.٤٦،٥1،٥٥) کندمیباشد که در اندوسیتوز آن ایفاء نقش می NPTYدارای یک موتیف درونی  APPبه  مربوط

شود که دیگر می ٥های پروتئولیتیکیکند دچار یکسری شکستعبور می  ٤از مسیر ترشحی APPهنگامی که 

 شودای آلفا و گاما اطلاق میسکرتازهها پذیرد که به مجموع آنسط انواعی از پروتئاز ها صورت میاین اعمال تو

  SAPPی اکتودومینی به نام شود و سبب تولید یک قطعهکسته میتوسط بتا سکرتاز ش APP(. در ابتدا ٥٦)

های شکست باشد .می   A ترمینال دارای تمام توالی -Cشود که این قطعه ل می ترمینا -Cو یک قطعه 

                                                           
1 -Kunitz Protease Inhibitor 
2 -Ubiquitously 
3 -Type- 1 transmembrane integral protein 
4 -Secretory pathway 
5 -Endoproteolytic 
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توسط آلفا سکرتاز سبب   APPدر عوض شکسته شدن  شود.میکرتاز یبب تولید آمیلوئید بتا بعدی توسط س

شود ترمینال لنگر شده به غشاء می -Cو یک قطعه  PPAبه نام ی اکتو دومینی ترشحی بلند تولید یک قطعه

اگزون  17دارای  APPشود. ژن می P3بب تولید سترمینال توسط گاما سکرتاز   -Cکه  ادامه شکست بخش 

 (.٥1،٥٤ ،٤8 ،٤٦ ) شوندبه صورت متناوب پردازش می 1٥ ،8 ،7های آنها اگزون باشد که از میانمی

یک پروتئین چهار کیلو دهد ه در مغز بیمار آلزایمری رسوب میبخش پروتئینی اصلی آمیلوئید بتا ک      

 (.٥٦،٥٥،٤8، ٤٦( نامیده می شود 1باشد که آمیلوئید بتادالتونی می

همه جایی  ورتند که به صشبااز نظر تکاملی میهای حفاظت شده نواده از پروتئینها  یک خاپرسینیلین      

روتئینپهای کدکننده ژن (.٥٦، ٥٥، ٥٤، ٤٦،٤8) شندبادارای چند ین دومین غشاء گذر می شود وبیان می

رند. تعداد قرار دا 1و  1٤های که به ترتیب بر روی کروموزوم مند.نامی   PS2و  PS1را  1های پرسینیلین 

خیلی  Presenilin ٢های شناسایی شده دراز تعداد موتاسیون  Presenilin 1های شناسایی شده در موتاسیون

 (.٥٤،٥٥) باشدبیشتر می

   PS2  لند کروموزوم شود و بر روی بازوی بکد می جفت باز دارد، ٢3737اگزونی که طولی برابر  1٢توسط ژنی

وتئین شرکت پرگرفته است که از میان دوازده اگزون تنها ده اگزون در سنتز  قرار 1q42در موقعیت  1شماره 

باشد ولی در می مفز پایین در  ps2باشند. بیان ی دارای اطلاعات غیر کد کننده میکنند و دو اگزون ابتدایمی

در  PS2و  14q24.3در موقعیت  PS1 (.٥٦ ،٥٥، ٤٦،٥٤ ) باشدتی ،قلب و پانکراس نسبتا بالا میماهیچه اسکل

 (.٥٦) قرار گرفته است 1q42.1موقعیت 

دچار  APPپروتئین  شود.های غیر نورونی بیان میها بیش از سلولآمینو اسیدی در نورون ٦9٥ایزوفرم       

ی به نام آلفا سکرتاز کاتالیز ها را آنزیمشود که از این نوع شکستی پروتئولیتیک درونی گوناگونی میهاشکست

ی در دومین بتا شود که این شکست آنزیممی APPپروتئین و سبب آزاد شدن بخش خارج سلولی  کندمی

 شود.میشود و از تولید آمیلوئید بتا جلوگیری طی می ٢دهد و لذا یک مسیر غیر آمیلوئیدسازآمیلوئید ی رخ می

های بتا و گاما سکرتاز نامدو آنزیم به  APPهای پروتئولیتیک مربوط به پروتئین در نوعی دیگر از شکست

                                                           
1 -Beta Amyloid 
2 -Non- amyloidogenic 
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 شوند.ای از آمیلوئید بتا میاسید آمینه ٤0-٤٢ای از پپتید های کنند که یبب تولید مجموعهشرکت می

ای اسید آمینه ٤0اشد در مقایسه با آمیلوئید بتای باسید آمینه می ٤٢ه طول آنها های بتا آمیلوئیدی کپپتید

 A ٤٢(.اگر چه اعتقاد بر این است٥1، ٤8، ٤٦) باشندبر خوردار میها از میزان سمیت بیشتری برای نورون

های مرکزی ضخیم نقش مهمی در بلوغ پلاک  ٤0باشد ولیئید نقش بیشتری را عهده دار میدر سنتز آمیلو

موتاسیون مختلف از 1٦(. تا کنون ٢٦کند بدون اینکه مستقیما توسعه بیماری را تحت تاثیر قرار دهد )ایفا، می

)سبب سکرتازها ها در ناحیه برش ایی شده است که برخی از موتاسیونشناس  APP، در ژن   misseneseنوع  

 ٤3شود )وزمال غالب از بیماری را شامل میموارد ات%٢-3افتد که تنها تولید بتا آمیلوئیدی( اتفاقی می افزایش

( 1PSEN) 1های پرسینلیندیگر به نام الیز پیوستگی، دو ژن،طی مطالعات آن  APPپس از ژن (. ٥٦، ٤9 ،

های دخیل در آلزایمر ، به عنوان ژن1روی کروموزم   (PSEN2) ٢ و پرسینلین 1٤روی بازوی بلند کروموزوم 

می شود و علاوه بر   A42ها با تغییردر برش باعث افزایش سایی شدند که موتاسیون در این ژنزودرس شنا

لازم می  Notchهای خانواده مانند پروتئین غشاء گذرهای رخی پروتئیندر برش درون غشایی ب ها PSENآن 

ها ،در افراد دارای این جهششناسایی شده که  1PSENجهش در ژن  133. (٥7، ٥٥ ، ٥1 ، ٤٦،٤8 ) باشد

رین عامل ،اصلی ت PSEN1اند و در واقع ژن بیماری را بروز داده چهارم و حتی سوم زندگی خود، دهه پنجم،

های عصبی مرکزی گرفته تا های گوناگون از بافتدر بافتPSEN1  (.٥7) شودیمر زودرس محسوب میآلزا

 باشددارای پردازش متناوب می APPهمانند  PSENشود پایینی بیان میهای غیر عصبی در سطح بافت

% از کل 1 در مجموع حدود PSEN2و  APP،PSEN1های روی داده در سه ژن (. تمام موتاسیون٥1،٤٦،٤8)

 (.1) دهنداری آلزایمر را به خود اختصاص میموارد بیم

ا ب ٢VDRLو رسپتور 1کیمو تریپسین –یک آنتی –آلفا های دیگری مثل های ذکر شده ژنعلاوه بر ژن     

 (.٥٥، ٥1 ،٤٦،٤8) باشندآلزایمر خانوادگی در ارتباط می

کنند و بخش کاتالیتیکی بار عرض غشاء را طی می 9 هایی غشاء گذر هستند کهها پروتئینپرسینیلین      

های غشاء گذر ن کمپلکس آنزیمی در شکستن رسپتورسازد که ایسکرتاز می–اصلی کمپلکس آنزیمی گاما 

                                                           
1 -α1-anti- chymotrypsin 
2 -Very Low Lipoprotein Receptor(VLDLR) 
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و گاما  های بتاشکسته شده توسط آنزیم  APPافزایش  کنند.ایفاء نقش می Wntو  APPاز جمله  1تیپ 

،در نزدیکی  FADعامل ایجاد APPهای می شود که موتاسیون٤0  ٤٢ Aهای سکرتاز باعث تولید پپتید

 FADاند و عموما بیماری با وخامت کمتری را در مقایسه با رفتهگست بتا و گاما سکرتاز قرار های شکجایگاه

 PSEN1های در سراسر ژن ،FADعامل  PSENهای کنند. موتاسیونایجاد می PSENهای حاصل از موتاسیون

 (.٢٦) باشندمی FADو عامل ایجاد بیشتر موارد اند پراکنده شده  psen2و

 بیماری آلزایمر با شروع دیررس: ٢-3-٢  

سالی به آن دچار بیماری آلزایمر اسپورادیک یک بیماری پیشرونده نورودژنراتیو می باشد که عمدتا در کهن      

یابد و سال افزایش می 8٥ برای افراد بالای  و  لسا 7٥برای افراد بالای  %٢0شوند .شیوع این بیماری از می

 SADمیلیون از جمعیت ایالت متحده آمریکا به  3- ٤شند.بامی سال یا بالاتر به آن مبتلا ٦٥با سن افراد  %٥

در حالی که ژنتیک بیماری آلزایمر  (.39) شوندهزار نفر به این جمعیت اضافه می 3٥0مبتلا هستند و هر سال 

ایمر دیررس ارای توارث اتوزومال غالب است نسبتا به خوبی مشخص شده است پاتوژنز بیماری آلززودرس که د

 باشداری آلزایمر از نوع اسپورادیک میعمده موارد بیم (.٢9) هنوز معلوم نیست باشد،تر میسیار معمولکه ب

ژی این بیماری هتروژن خیلی باشد اتیولوس افزایش سن ریسک فاکتور اصلی میدر بیماری آلزایمر دیرر (.٢٦)

چندین ریسک فاکتور با  (.٢٦) باشداکتورهای ژنتیکی و غیر ژنتیکی میریسک فمشخص و شامل ترکیبی از  نا

ژن ز ها افزایش سن و وجود ایزوفرم خاصی اترین آناند که مهماری آلزایمر دیررس مرتبط شناخته شدهبیم

APOE (.30) باشدمی 

 APOEژن :   ٢-3-3 

باشد که منعکس می 3 هاترین آنباشد که فراواندارای سه پلی مورفیسم معمول میدر انسان  APOEژن       

وجود دارد. دومین پلی  Caucasiansاز جمعیت  %7٥باشد و در می 11٢کننده یک سیستئین در کدون 

دیده  Caucasiansیت هر جمع %1٥ی آرژنین جای گرفته است و در اسید آمینه 11٢در کدون   ٤مورفیسم

ی اسید آمینه1٥8و 11٢های در کدون باشد که در این واریانت ،می ٢شده است و سومین پلی مورفیسم 

های مورفیسم در جمعیتوجود دارد.مطالعه این سه پلی  Caucasiansاز  %10گیرد و در سیستئین قرار می
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رود و بسیار بالا می  ٤آلل اد مبتلا به آلزایمر فراوانی بیمار و سالم نسبت به آلزایمر نشان داده است که در افر

ل توجه این است که بین تعداد یابد . نکته قابکاهش می %٢به حدود   ٢می رسد و فرکانس آلل %٤0به حدود 

به گونه ای که افراد هموزیگوت برای آلل  و سن شروع بیماری آلزایمری ارتباط وجود دارد، ٤های آلل کپی

٤  مقایسه با افراد هتروزیگوت برای این آلل دارای سن شروع زودتری برای بیماری هستند و از سوی دیگر در

با شروع  زودرس آلزایمر  ٤مکانیسمی که توسط آن آلل  سن شروع دیرتری دارند. ٢افراد دارای یک آلل 

یک فرضیه این است که  معلوم نیست ولی باشد.با سن دیر بیماری در ارتباط می ٢مرتبط است و آلل  

APOE  ،بر آورد شده  (.٤8،٥٤، ٤٦) پراکنش و پاکسازی آمیلوئید بتا را تحت تاثیر بگذارد مممکن است تولید

% باشد که این مطلب  70تا  ٢0بین  APOEحاصل از  SADنسبت داده شده به جمعیت برای است که ریسک 

 (.39) باشنددخیل می  SADدیگری در ریسک ابتلا به های ژنتیکی دیگر در تایید این است که فاکتورمدرکی 

به عنوان عامل خطر با بیماری آلزایمر دیررس، مطالعات ایمو  APOEدر ژن  ٤قبل از کشف ارتباط آلل       

را در رسوبات بتا آمیلوئیدی و بافت مغز افراد بیمار نشان داده بود به  APOE،حضور پروتئین  1نو هیستوشیمی

ها تا مدت های آمیلوئیدی بیشتری بودند.حامل ، دارای پلاک نسبت به افراد غیر ٤اد حامل آلل طوریکه افر

در بهبود در پاتوژنز بیماری ، نقش این ایزوفرم  APOE ٤تنها توضیح موجود برای مکانیسم عمل ایزوفرم 

 in(. بر اساس مطالعات  77،  7٥) کردن مغز از بتا آمیلوئید بودذاری بتا آمیلوئید و یا کاهش پاکرسوب گ

vitro  پروتئین ،APOE  ٤، قابلیت اتصال به پپتید بتا آمیلوئید را دارد و تمایل به این اتصال در ایزوفرم 

 (. 80، 79، 78) نیز مرتبط است NFTبه  ٤است و ایزوفرم  3بیشتر از ایزوفرم  

ی هاها از کبد به همه بافتح کلسترول و لیپیدانتقال و توضی ، ناقل لیپیدی است که در APOEپروتئین       

کلسترول از مغز و به مغز ، نقش دارد. این پروتئین در انتقال  LDL-receptorخارج کبدی به واسطه مکانیسم 

در سیستم  های مختلف مغز دخیل است.های بخشدد کلسترول در بین نورون، نقشی ندارد اما در توزیع مج

الیکه در سیستم حشوند، در میتولید    apoE  , apoD , apoAΙ  ،apoA-Ⅳها ،عصبی محیطی و بافت

                                                           
1 - Immunohistochemistry 
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% از  ٢0شود ، به طوریکه و لیپوپروتئین اصلی مغز محسوب میشود و آپمیسنتز   apoEعصبی مرکزی فقط 

 (.8) شودسنتز میبدن در مغز  apoEکل 

 ApoE.  شودفاژها سنتز و ترشح میها و ماکروسیستم عصبی مرکزی توسط آستروسیت این پروتئین در     

، تجمع هیچهپسی و محل اتصال نورون به ماهای سیناها جذب شده و در پایانهسط نورونمشتق از گلیال، تو

یت تشکیل کمپلکس ل قابلای و هم با بتا آمیلوئید محلو، هم با بتا آمیلوئید رشته apoEیابد. با توجه به اینکه می

از  ری است.سوب گذاربا بتا آمیلوئید ، برای پاکسازی آن قبل از  apoEاندر کنش  رسد کهدارد، به نظر می

اثیر ی قرار گرفته ، تحت تل( که در درون غشای سلو  APPطرفی پردازش پروتئین پیش ساز آمیلوئید )

و  ی کردهجلوگیرسکرتاز  αکلسترول موجود در غشاء است، به طوریکه میزان بالای کلسترول غشاء ،از عمل 

لسترول ک  (. 81) گرددید فرم توکسیک بتا آمیلوئید میدر نتیجه تول سکرتاز و و  سبب شکافت توسط 

سکرتاز ،  α ثر رویبالای پلاسما با رسوب بتا آمیلوئید ارتباط مستقیم دارد و کلسترول کم در رژیم غذایی با ا

 (. 83، 8٢) گردداز مسیر غیر آمیلوئید وژنیک می APPسبب پردازش 

 8٥)  شودز حالت شدیدتر بیماری آلزایمر می، سبب برو1عروقی –به طور کلی حضور یک بیماری قلبی       

ترواسکلروز بیشترین خطر ابتلا به و علائم آ ٤و طبق مطالعات اپیدمیولوژیک ، در افراد جداقل با یک آلل   (.

 (. 8٥) ، کمترین خطر ابتلا وجود داردبیماری آلزایمر و افراد فاقد این آلل  و فاقد آترواسکلروز 

ی بتا آمیلوئید هاده کلسترول سبب کاهش میزان پپتید، داروهای کاهن In vivo و in vitroطبق مطالعات       

کننده داروهای کاهنده کلسترول یماری آلزایمر در بین افراد مصرفشوند و از طرفی شیوع بآمینواسیدی می ٤٢

( .لازم به ذکر است که میزان کلسترول پلاسما در بیماران  89، 88، 87، 8٦ست )% کمتر ا 70% الی  ٦0، 

های (. بنابراین پروتئین 91، 90است )از افراد فاقد این آلل  ربیشت ، ٤مبتلا به آلزایمر و افراد سالم ناقل آلل 

اند، نگ با یکدیگر قرار گرفتهاط تنگاتکلسترول و بیماری آلزایمر در ارتب ، apoEحامل کلسترول و لیپید از جمله

با هیپرکلسترولمی و بیماری   apoEاما مکانیسم دقیق این ارتباط هنوز مشخص نیست . با توجه به ارتباط بین 

ها اثر می گذارد ، انیسمی که بر پاتوژنز این بیماریبا همان مک apoEرسد که عروقی ، به نظر می -های قلبی

                                                           
1 -Cardiovascular disease 
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های گوناگون جهت بررسی ارتباط ژن (. مطالعات بسیاری در جمعیت 9٢) ستبر بیماری آلزایمر نیز موثر ا

APOE ها در های حاصل از آنطوریکه فراوانی آلل ها و ژنوتیپ و به و بیماری آلزایمر صورت گرفته است

 (. 93های مختلف متفاوت است )جمعیت

ن و عوامل ژنتیکی و محیطی بر نفوذ ر موارد دیررس بیماری تحت تاثیر چند ژن مختلف هستند و سثاک      

ها مطرح و قرار گرفتن در معرض آن ٢بیماری موثر است. در چنین حالتی ،عوامل خطر مستعد کننده ژنتیکی1

 (.٥8) شوندیم

 MAPT  (Microtule Associated Protein Tau )  ژن : ٢-3-٤

ها  باشد و در آکسون نورونها میکروتوبولروتئین متصل شونده به میمیلادی تائو که یک پ 80در دهه         

های نورو فیبریلاری  عمل گره ید.تائو به عنوان بخش اصلی سازندهشوند ،شناسایی شبه فراوانی یافت می

ها ، برای مور فوژنز نورونی و نیز کند . توانایی تائو در اتصال ،پلی مریزه کردن و پایدار کردن میکروتوبولمی

های پیچ خورده (. پروتئین تائوی هایپر فسفریله ،فیلامنت٢7،٤8 ،٢1،٤٦ ،18) بسیار مهم استانتقال آکسونی 

های (. گره٥9و1) یابدسلولی تجمع میروفیبریلاری درون های نوگرهدهند که به شکل را تشکیل می

و راتیو  اسپورادیک های نورودژنواعی از بیماریباشد در انکه به شکل تائوی هایپرفسفریله مینوروفیبریلاری 

شوند  که از جمله شوند ،دیده میتو پاتی خوانده میباشند و تا، که همراه با اختلالات حرکتی میخانوادگی 

اشاره  3و بیماری پیک  PSP ،17-FTDPتوان به آلزایمر ،گیرند میها قرار میکه در لیست تائوپاتی هاییبیماری

یستم عصبی مرکزی بسیار شود ، بیان آن در سائو از یک ژن بیان میهر چند که ت(. ٥٤، ٥1 ، ٤٦،٤8) نمود

شود. شش ایزوفرم در مغز انسان بالغ میسبب ایجاد  3،10 ،٢باشد . پردازش متناوب در اگزون های پیچیده می

ی شود. اگزون هان ، بیان میشوند و کوتاهترین ایزوفرم در ومغز  جنیجنین بیان نمیها در مغز این اگزون

 13-1٤باشند که توسط ناحیه بین تکراری متشکل از ای میاسید آمینه 18هر کدام  دارای یک توالی  9-1٢

 دهندمی ها را تشکیله به میکزوتوبولهای متصل شوندشوند و دومینای  از یکدیگر جدا میاسید آمینه

                                                           
1 -Penetrance 
2 -Genetic Susceptibility risk factor 
3 -Picks disease 
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شود این در حالی است ر تکرار میشود که دارای چهای میسبب تولید تائوی 10(. وجود اگزون ٦0،٢٢،٢3,٢1)

در  (.17،18،٢1،٦0شود )میشود که دارای سه تکرار باعث تولید ایزوفرمی از تائو می که عدم وجود این اگزون

های چهار تکراره  با کارایی بالاتری  باعث باشد. از آنجایی که تائوحدود یک می 4R/3Rغز انسان بالغ ، نسبت م

ها متصل بیشتری به میکروتوبول با تائوهای سه تکراره  با قدرتشود و در مقایسه ها میتجکع میکروتوبول

ها در .بیان متغیر ایزوفرم های تائو بیانگر ملزومات عملکردی  متفاوت برای میان کنش میکروتوبول شوندمی

خاموش  نی ،بد معموتاسیون از نوع  30حداقل در ژن تائوی انسانی  (.18،٢3مغز حنین و فرد بالغ است )

گیرند که در کلاس اول ها در دو کلاس قرار میموتاسیون .این (٦0) انداینترونی گزارش شده ،حذف و درون 

کند. عمل می 10بر اگزون  4R/3R شود و کلاس دوم با تاثیر بر نسبت د بیوشیمیایی تائو دچار تغییر میعملکر

گذارند، و پایدار کردن آنها تحت تاثیر میها صال به میکروتوبولهایی که توانایی  تائوی موتانت را در اتموتاسیون

شوند. ه میها در هر شش ایزوفرم تائو دیدافتند و این موتاسیوناتفاق می1٢، 11، 1،9همواره در اگزون های 

داشتن  . در براثر می گذارند 4R/3Rها هم بر عملکرد تائو و هم برنسبت ای از موتاسیونرسد که عدهبه نظر می

های افزاینده نیاز دارد که شامل توالی  Cisحداقل به ده توالی تنظیم کننده پردازش از نوع 10متعادل  اگزون 

 (.٦0) شودو مهارکننده می

های های پیری و گرهشود که این دو ویژگی وجود پلاکا دو ویژگی پاتولوژیکی شناخته میبیماری آلزایمر ب      

 (.٥) اندی به هم پیچ خورده تائو درست شدههاهای نوروفیبریلاری از فیلامنترهشند. که گبانوروفیبریلاری می

کنند و در تائو نیز موتیف های گوناگونی برای  ائو کینازهای گوناگونی مشارکت میدر فسفوریلاسیون ت      

 ٢٢لکول  تائو . در موباشدمی GSK3مورد اثر که توالی  S/TXXXS/Tموتیف  عمل این کینازها وجود دارد.

(. هنگامی ٥1،٥٤) اندرفتهنیز مورد تایید قرار گ  in vivoها در شرایط رار شده است . برخی از این موتیفتک ربا

ای ه صورت پلی مرهای رشتهکه با استفاده از ترکیباتی پلی مریزاسیون تائو افزایش یابد ،تائوی هایپر فسفریله ب

 (.٥3) تائوی معمولی این توانایی را نداردآید، در حالی است که در می

شوند. برای مثال در بیماری آلزایمر افزایش افزایش تائوی هایپر فسفوریله می های مختلفی  سببمکانیسم      

شد و دلیل فعال شدن این کیناز اب GSK3تواند به دلیل افزایش فعالیت می سطح تائوی هایپر فسفوریله ،
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 GSK3تواند باعث فعال شدن اگونیست رسپتور انسولین است و میآمیلوئید بتا که آنت تواند حاصل عملکردمی

 (.٥٤،٦0 ، 3٥، 31شود )

  برابر بیشتر است که این تائو عمدتا 8-٤تائو در مغز بیماران آلزایمری در مقایسه با افراد مسن ولی سالم       

اران ی غیر طبیعی و هایپرفسفوریله ،در مغزبیم(. این تائو٥3،٥٦شود )به شکل هایپر فسفوریله دیده می

یچ خورده که تا حدودی با های پدر یک شکل از آن به صورت فیلامنتکه شود آلزایمری به دو شکل دیده می

ر رشته ای در سیتوپلاسم  شود و در شکل دیگر ،به شکل غی،پلی مریزه می های صاف مخلوط شده استفیلامنت

تند تائوی سها هظاهرا در افزایش تجمع میکروتوبولهای نوروفیبریلاری ه گرهیل دهندشود. تائوی تشکدیده می

ها این در حالی است که تائوی هایپر فسفوریله غیر طبیعی سیتوزولی ،نه تنها با میکروتوبول ، کندنرمال عمل می

 MAP1ها ،مانند کروتوبولهای متصل شونده به میث جدا کردن تائو از سایر پروتئیندهد بلکه باعواکنش نمی

دهد شود .تائوی هایپرفسفوریله  غیر طبیعی به تجزیه شدن توسط پروتئازها مقاومت نشان میمی  MAP2 و

 (.٤٦،٤8،٥1،٥٤،٥٦) تواند این باشد که سطح تائو در بیماران آلزایمری چندین شده استو دلیل آن می

یماران آلزایمری مورد تایید قرار گرفته است و در ب PP1A و PP2Aفعالیت پروتئین کینازهای       

 PP2Aشود . م میتنظی PP2Aشود توسط ها میفسفوریلاسیون  تائو که سبب جدا شدن آن از میکزوتونول

 ،٥1، ٤٦،٤7) کندرت مستقیم و غیر مستقیم تنظیم میبرخی کینازها تائو را در مغز به صو  فعالیت همچنین

٥٤،٥٥.) 

 قرار گرفته دارد٢1q17در موقعیت 17باشد که بر روی بازوی بلند کروموزوم اگزون می 1٦ای ژن تائو دار      

ونی نیز دارای مقدار کمی تائو های غیر نورشود  هر چند که سلولها یافت میتائو در نورون در انسان، (.17)

-شود. اگزونولی ترجمه نمیشود باشد که رونویسی میماره یک تائو بخشی از پروموتر میباشند. اگزون شمی

به صورت متناوب پردازش  3،10 ،٢های باشند اگزونهای دائمی میاز اگزون 13 ،11، 9 ،7 ،٥ ،٤ ،٢های 

به همراه چند ژن   MAPTژن  (.9) شودپردازش نمی 3هرگز به صورت مستقل از اگزون  ٢شوند و اگزون  می

اند که توسط تکرارهای  معکوس با کپی کم احاطه قرار گرفتهکیلو باز  900دیگر در یک ناحیه ژنومی به طول 

غیر آلل همولوگ یک پلی مورفیسم ژنومی به ها از طریق یک نوترکیبی اند. که در خلال تکامل پریماتهشد
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را نسبت  MAPTکند که تکرارهای با کپی کم مربوط به ها پیشنهاد میاست که این  یافتهشده  H2 و H1نام 

در راندن ژن تائو  به سوی  H2دهد که هاپلوتایپ انجام شده نشان میکند. مطالعات ی مستعد میبه نوترکیب

 (.٦٢) باشدموثرتر می H1بیان شدن از هاپلوتایپ 

H2  دهد هاپلوتایپ پوشش می17ه چندین ژن را در بازوی بلند کروموزوم هاپلوتایپی منفرد است کH2 

باشد که باعث کاهش نوترکیبی در این ناحیه از کروموزوم ازی مییک ساب کروموزومی یک مگا بنماینده 

اتی دال بر ارتباط واریانت دهد و گزارشگوناگونی فراوانی نشان می H2شود. از سوی دیگر هاپلوتایپ می17

 (.٦3) های اسپورادیک وجود داردبیماری آلزایمر و سایر تائوپاتی ( با H1c) H1ای از هاپلوتایپ ویژه

ها با پروموتر و دیگری با باشد که یکی از آنمی CPGدهد که ژن تائو دارای دو جزیره ها نشان میسیبرر      

مخصوص نورون ها مربوط به پروموتر ژن تائو شبیه پرموترهای  CPGباشد. جزیره در ارتباط  می 9اگزون 

های خانه دار دارای چندین ژن رسد همانندو به نظر می TATAتوالی پروموتری در تائو فاقد جعبه  است.

 TATAهای بدون یین جهت رونویسی در سایر پروموترکه در تع SP1جایگاه اتصال به  جایگاه  شروع باشد.

ود .اعتقاد بر این است که شوع  رونویسی در تائو نیز یافت میدر نزدیکی اولین جایگاه شر باشند.دخیل می

های سیستم عصبی مرکزی ورون(. در ن9) نی تائو را کنترل نمایدنورو بیان ویژهSP1های اتصال به جایگاه

ه تائو حداقل مربوط ب   Mrnaبا پردازش متناوب  شوند.به صورت  متناوب پردازش می 3،10  ،٢های اگزون

کیلو  37-٤٦اسید آمینه دارند و وزن مولکولی آنها از  3٥٢-٤٤1شوند که طولی بین شش ایزوفرم حاصل می

باشد که ویژگی اول مربوط تائو با یکدیگر در دو ویژگی می (. تفاوت شش ایزوفرم1٥،17) فاوت استدالتون مت

باشد و مین متصل شونده به میکروتوبول میای در دواسید آمینه 31به  حضور یا عدم حضور تکرار چهارمی 

است. تائو  یک پروتئین  اختلاف دوم در داشتن هیچ ، یک یا دو دخول در بخش انتهایی آمینی این پروتئین

 تواند در ارتباط با غشاء سلوبی نیز باشدشود هر چند که میها یافت میشد که عمدتا در اکسونباسیتوزولی می

(٦٤.) 

 4R-Tauو 3R-Tauها به دو نوع متصل شونده به میکروتوبولهای پروتئین بر اساس تعداد تکراراین        

 باشدمی 3R های ها بیش از ایزوفرمجهت اتصال به میکروتوبول 4Rهای وفرمشود که میل ترکیبی ایزتقسیم می
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 های اساسیآیند که از ویژگیدر می  NFTsهای هایپر فسفوریله شده از این پروتئین به شکل ایزوفرم (.٢3)

 (.٥9) باشدپاتولوژیک در بیماری آلزایمر می

ته در مقایسه با تائوی منفرد این است که تائوی اجتماع یافته  دارای در بیماری آلزایمر تفاوت تائوی اجتماع یاف      

پرولین که شود. دو ناحیه غنی از بب کاهش تحرک الکتروفورزی آن میفسفوریلاسیون بیشتری است که س

را  گذارد دو طرف دومین اتصال به میکروتوبولها را تحت تاثیر میها اتصال تائو به میکروتوبولفسفوریلاسیون آن

شود که از میسفاتازهای  گوناگونی  دفسفوریله ئین تائو توسط فپر.ت  in vitroدر شرایط  (.٦٤) احاطه کرده است

های فسقوریله شدن در بسیاری از اسید تائو علاوه بر اشاره نمود. PP2Bو  PPA, ، PP2Aتوان به ترین آنها میمهم

عهده  Fynشود که  احتمالا تیروزین کینازی به نام فسفوریله می نیز 18در تیروزین  آمینه سرین و تره اونین خود،

که منجر به افزایش فعالیت آن  GSK3دن همچنین با فسفوریلاسیون ک  Fynدار این فسفوریلاسیون می باشد.

 (. ٥٥، ٥٤، ٥1، ٤٦) شودوریلاسیو تائو توسط این آنزیم میشود سبب افزایش فسفمی

    در سرین GSK3ن تائو کشف شد. به خوبی معلوم شده است که فسفوریله شدن پروتئی 197٥در سال        

شود. باعث افزایش فعالیت آن می ٢1٦سبب مهار فعالیت آن در حالی است مه فسفوریلاسیون آن در تیروزین 9

AKT  باعث فسفوریلاسیونGSK3  کننده مهارشود و  بنابراین می 9در سرینGSK3 باشد. گزارش می

یک افزایش گذرای متوسط در کلسیم  کند.ایفای نقش می GSK3ه است که کلسیم نیز در تنظیم فعالیت شد

 باشد. علاوه بر این ،می GSK3فسفوریلاسیون تائو توسط  رون سلولی سبب افزایش طولانی مدتد

باشد که می GSK3مربوط به  ٢1٦همراه با فسفوریلاسیون در تره اونین  GSK3فسفوریلاسیون تائو توسط 

 (.3٥،٦٥) باشددر وابستگی با کلسیم می GSK3فسفوریلاسیون 

 بررسی تحقیقات انجام شده :  ٢-٤    

انگر وجود شواهد قوی مولکولی آلزایمر بی-های مختلف بالینیلعات صورت پذیرفته در خصوص جنبهمطا       

در این راستا سوابق  بتلا بیماران به آلزایمر دارد.تنوع بالینی و استعداد ا,گسترش  ,ایجاد ها دراز دخالت ژن

و ابتلا به آلزایمر شواهد متنوعی را  APOE و  MAPTهای مطالعاتی صورت پذ یرفته  درخصوص ارتباط ژ ن

 از چگونگی سطح معناداری نشان داده است.



 

30 
 

با استعداد ابتلا  4نوع دار در تبیانگر وجود ارتباط معنی APOEهای صورت پذیرفته در خصوص بررسی       

 های متنوعی است بطور مثال:به آلزایمر در جمعیت

 ای بررسی کردند:  در مطالعه 1997وهمکاران در  سال اسکوت       

سبب افزایش سن شروع  , ٢باعث کاهش سن شروع بیماری آلزایمر میگردد در حالیکه آلل  4وجود آلل       

اما نقش حفاظتی آن در نوع زودرس هنوز , رابر بیماری از نوع دیررس داردبیماری شده و نقش حفاظتی در ب

 (.٢1) تحت بررسی است

 ای بررسی کردند:در  مطالعه1997وهمکاران در سال  هافمن       

شود و طبق مطالعات اپید سبب بروز حالت شدیدتر بیماری آلزایمر می ,عروقی -حضور یک بیماری قلبی

و علائم آترواسکروز بیشترین خطر ابتلا به بیماری آلزایمر و افراد فاقد   4حداقل با یک آلل در افراد  ,میولوژیک

 (٢3کمترین خطر ابتلا وجود دارد) ,این آلل و فاقد آترواسکروز

 ای بررسی کردند:در مطالعه ٢000و همکاران در سال هولتزمن       

سوبات بتا آمیلوئیدی و بافت مغز افراد بیمار نشان را در ر APOEحضور پروتئین ,مطالعات هیستوشیمی     

 های آمیلوئیدی  بیشتری بودنددارای پلاک ,نسبت به افراد غیر حامل  4داده بود به طوریکه افراد حامل آلل 

(٢0.) 

  ای بررسی کردند:در  مطالعه ٢000همکاران در سال پریکک و       

 ,لزایمر کافی و لازم نیست به طو ریکه بیش از یک سوم از افراد مبتلا برای ابتلا به بیماری آ  4وجود آلل     

متفاوت است و حتی در برخی جوامع ,های مختلف هستندو خطر این عامل در جمعیت 4فاقد حتی یک آلل 

 (.٢٢) فراوانی این آلل در بین بیماران آلزایمری کمتر از افراد سا لم گزارش شده است

 :  ٢010در مطالعه ای در سال  کند به طور مثال:ر جمعیت ایرانی نتایج فوق را تائید میمطالعات مشابه د     

فرد  کنترل  1٦٢اسپورادیک و بیمار آلزایمری  1٥٤، تعداد صورت گرفته در میان جمعیت ایرانیدر مطالعه 

 آلزایمر دیررس استبا بیماری  4 که  حاکی از ارتباط معنادار آلل )شاهد(  مورد برر سی قرار گرفته است

(001/0 Pvalue≤. ) 
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 صورت گرفته ٢01٤در سال  با بیماری آلزایمر ، APO4تنوع آلل  جدیدترین مطالعه در زمینه ارتباط این      

های نجام آنالیزشرکت کننده مورد بررسی قرار گرفتند و پس از ا  ٦777ای به تعداد و در آن حجم نمونه  است

 ( .≥Pvalue 001/0)با بیماری آلزایمر دیررس شناخته شد  4نادار آلل  آماری لازم ارتباط مع

و بیماری آلزایمردر اکثر  APO4دار تنوع آلل تی فوق  بیانگر وجود ارتباط معنیجمع بندی سوابق مطالعا     

 های مورد بررسی است.جمعیت

آن یانگرن در ابتلا به آلزایمر بهای آو جهش MAPTیرفته در خصوص ارتباط ژن صورت پذهای بررسی      

 است

 : که 

در ناحیه   C/G: در مطالعه ای در جمعیت اسپانیا بر روی پلی مورفیسم 1999ازکورا و همکاران در سال      

در این ,فرد سالم  19٥فرد مبتلا به بیماری آلزایمر و  7٤پروموتری در ارتباط با بیماری آلزایمر .در این مطالعه 

ارتباط معناداری بین این پلی مورفیسم و بیماری  طالعه قرار گرفتند. در این مطالعهمورد م , پلی مورفیسم

 (.Pvalue ≤0/0527 ( )31) آلزایمر یافت نشد

دارای سه پلی مورفیسم است که دو پلی مورفیسم  PSP: ژن تائو در بیماری ٢001لیز و همکاران در سال     

  G/A)1( و یک پلی مورفیسم در اینترون شماره -٢٢1در موقعیت  C/Gو  -٤٤در موقعیت  A/G) در پروموتر

است که هاپلوتایپ  H2و  H1pباشد که حاصل این پلی مورفیسم ایجاد دو هاپلوتایپ ( آن می309در موقعیت 

H2p  باpvalue≤0/000217  با بیماریPSP باشد. از آنجا که ژن تائو در بیماری آلزایمر حائز در ارتباط می

ممکن است در بیماری آلزایمر  PSPمیت است این تغییر پروموتری دیده شده در پروموتر تائو در بیماری اه

 (.30) نیز مهم باشد

( دارای پلی مورفیسم  (STH:در مطالعه ای بررسی کردند ژن سایتوهین ٢00٢کانراد و همکاران در سال      

 (.٢8ائو در ارتباط است)نامیده و با هاپلوتایپ ت G7Rتک نوکلئوتیدی است که 
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با بیماری آلزایمر ارتباط  MAPTای بررسی کردند که ژن :  در مطالعه٢003همکاران در سال رادمیکرز و      

 معناداری دارد و باید به عنوان یک ژن کاندید برای بیماری آلزایمر خانوادگی و اسپورادیک در نظر گرفته شود

(٢٦.) 

با ریسک ابتلا به بیماری  MAPT از ژن H1c: گزارش کردند که هاپلوتایپ ٢00٥مایر و همکاران در سال      

نفر به  ٢٥٢سال و  ٦٥نمونه بیمار با سن بالای  3٦0آلزایمر دیررس ارتباط معناداری دارد. این مطالعه بر روی 

 (.٢7)  انجام شده است  عنوان گروه کنترل

دو  MAPTبررسی کردند در تمامی طول لوکوس ژنومی  : در مطالعه ای٢007کفری و همکاران در سال      

با بیماری آلزایمر  H1های نامند که واریانتمی H2و  H1ها را اند که این هاپلوتایپهاپلوتایپ شناسایی شده

 (.٢9) باشددر ارتباط می

ث افزایش ( باعrs242557)  G/A:  نشان دادند که جهش در ناحیه آلل ٢008کواک و همکاران در سال      

ها متصل ها به میکروفیلامنتشوند. در نتیجه به جای میکروتوبولو ساختار غیرطبیعی آن می MAPTبیان ژن 

های دارد به این موضوع که هاپلوتایپ همچنین نویسنده اشاره گردد.این موجب بیماری آلزایمر می گردد ومی

H1/H2   از ژنMAPT ر ژن های موجود دبا عملکرد پلی مورفیسمGSK3B  و افزایش ریسک ابتلا به آلزایمر

 (.٢٤در ارتباط است)

با بیماری  MAPTدر ژن  (rs 242557)  : در این مطالعه ارتباط پلی مورفیسم٢013لیو و همکاران در سال      

به وجود داشته و  آلزایمر دیررس بررسی شده است و ارتباط معناداری بین این پلی مورفیسم و بیماری آلزایمر

 (.٢٥) عنوان یک ریسک فاکتور برای  بیماری آلزایمر دیررس معرفی شده است

رت گرفته صو ٢01٤پلی مورفیسم با بیماری آلزایمر ، در سال  جدیدترین مطالعه در زمینه ارتباط این      

بررسی  نفر کنترل )شاهد (  شرکت کننده مورد 179نفر بیمار و  1٤1ای به تعداد است و در آن حجم نمونه

پلی مورفیسم با بیماری آلزایمر دیررس  های آماری لازم ارتباط معنادار این آنالیزقرار گرفتند و پس از انجام 

 (≥Pvalue 0٢/0)شناخته شد 

 

 



 

33 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

34 
 

 

 :فصل سوم

 هامواد و روش
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 روش شناسی تحقیق :  3-١

 نوع مطالعه  : 3-١-١

و با توجه به اینکه دسترسی به بیماران  می باشد  Case-serriesروش تحقیق توصیفی مقطعی از نوع     

( مشخص در Minimum Allele frequency)MAFآلزایمری قطعی مشکل بوده و نیز تغییرات مورد بررسی 

صورت پذیرفته و حداقل امکان موجود و جامعه  Case Serriesجمعیت ایرانی ندارند لذا نهایتا تحقیق به صورت 

 .بیمار تعیین گردیده است که امکان دسترسی داشته باشد. ٥0در دسترس 

 : جامعه آماری 3-١-٢

و سایر مراکز همکار  مورد ارزیابی اولیه قرار  ) نورسته( بیماران مبتلا به آلزایمر، بستری در مرکز نگهداری     

ت اطلاعات پرسشنامه بیماری توسط متخصص اعصاب و روان، مشاوره و ثببیماری یابی و تائید گرفته و پس از 

راد کاندید برای یافته و اف انجامی بیمار ا خانواده بیمار و مطالعه پروندهطرح تحقیقاتی از طریق مصاحبه ب

د مبتلا و در صورت گیری از افرابا نمونه کسب رضایت اولیاء و همراهانگردند که پس از بررسی انتخاب می

صورت پذیرفته و  DNA، استخراج EDTAحاوی ماده ضد انعقاد  خون ٥ ccی آنان به میزان  امکان خانواده

میکرولیتر  100انجام پذیرفته و از هر بیمار حداقل  هاکیفیت سنجی نمونهاستفاده از دستگاه نانودراپ با 

DNA  گرددو جهت بررسی مولکولی استفاده می تهیه گردیده 

 DSM-Ⅳ: معیار 3 -١-3

DSM توسط  19٥٢بار در سال  ،در واقع کتابی است که اولینPsychiatric Association American  به

های ذهنی به چاپ رسید و ناهنجاری های جدید به تدریج به آن افزوده جاریعنوان معیاری برای تشخیص ناهن

به چاپ رسید که در ایالات متحده و بسیاری از نقاط جهان  199٤شد . آخرین نسخه این کتاب ، در سال 

تنها به عنوان   DSM-Ⅳ گیرد.ر تشخیصی مورد استفاده قرار میو محققین ، به عنوان یک معیان توسط پزشگا
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گیرد و فاقد راهنمایی جهت نحوه معاینه و یا درمان است. از معاینه مورد استفاده قرار می معیار تشخیصی پس

یک بیماری خاص، افرادی که  یکی از کاربردهای این معیار ، در اهداف تحقیقی است. در مطالعات متمرکز بر

می وارد مطالعهبرای آن بیماری خاص ، هستند به عنوان بیمار   DSM-Ⅳ دارای علائمی مطابق با معیارهای .

 شوند.

 برای تشخیص زوال عقل از نوع آلزایمر : DSM-Ⅳ معیارهای .

 شناختی که عبارتند از :های بروز نقص -الف

در یادگیری اطلاعات  جدید و یا یادآوری اطلاعات یاد گرفته شده  ه صورت نقصنقص در حافظه  که  ب -1

 قبلی است .

، عدم تشخیص افراد و اشیاء با وجود سالم  1یک یا دو نقص شناختی مانند : عدم توانایی در سخن گفتن-٢

 3های حرکتی با وجود سیستم حرکتی سالم فعالیتو عدم انجام  ٢بودن حواس

وجهی در عملکرد شغلی و اجتماعی های قابل ت، باعث نقصان ٢-و الف 1-در الف های شناختی مذکورنقص -ب

 نزل او از جایگاه قبلش می گردد.فرد و ت

 یماری آغاز تدریجی داشته و تا تنزل شناختی ادامه می یابد. ب-پ 

 امل زیر نیستند :به واسطه عو ٢-و الف 1-های مذکور در الفنقص -ت

شوند مانند بیماری در حافظه و شناخت میبب نقص پیشرونده مرکزی که سی شرایطی  از سیستم عصبی -1

 ور مغزی .های مغزی عروقی ، پارکینسون ،هماتوم زیر سخت شامه ، زوال عقلی ناشی از هیدروسفالی و توم

ن مبود ویتامیآید مانند : کم کاری تیروئید ، کعوامل ایجاد زوال عقل به شمار میشرایط سیستمیک که از  -

B     یا اسید فولیک  ، کمبود نیاسین ، کلسیم  بالا ، سیفیلین سیستم عصبی مرکزی و عفونتHIV . 

 ک ماده خاص .یشرایط القایی توسط -3

 .دهددر یک دوران روان آشفتگی رخ نمی ها منحصرانقصان-ث

                                                           
1 -aphasia 
2 - agnosia 
3 - apraxia 
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 : معیارهای انتخاب بیماران 3-١-٤

سال و امضای فرم رضایت نامه توسط بیمار یا قیم وی  ٦٥،سن بالای  DSM-Ⅳتشخیص بیماری با معیار       

سال ، وجود هر گونه بیماری نورولوژیک یا  ٦٥شدند. سن کمتر از نوان معیار ورود مطالعه محسوب میبه ع

خانوادگی و عدم تمایل به همکاری از طرف بیمار و یا قیم وی به عنوان معیار روانپزشکی همراه ،وجود سابقه 

 نتخاب بیماران در نظر گرفته شدند.خروج برای ا

 هاروش جمع آوری داده  :3-١-٥ 

ها ر شده ، گردآوری شد.بخشی از دادهاطلاعات افراد حاضر در مطالعه از طریق مراجعه حضوری به مراکز ذک     

حاصل از  هایها بدست آمد. دادهاز پرونده آن از طریق مصاحبه با افراد یا پرسنل شاغل در مراکز و بخشی نیز

 های مولکولی نیز در فرم جمع آوری اطلاعات ثبت شد.آزمون

 گیریعملیاتی متغیرها و مقیاس اندازه : تعریف3-١-٥

 مقیاس
روش اندازه 

 گیری

 -تعریف علمی 

 عملی

متغیر 

 کیفی
 نوع متغیر متغیر کمی

 
ا سمی     

 رتبه ای

پیوسته    

 گسسته

مستقل    

 وابسته

   بلی             

 خیر
 ابتلا به آلزایمر DSM   معیار  معاینه پزشک

مثبت              

 منفی
Tetra 

ARMS-PCR 
    MAPTژن 

پلی مورفیسم 

(rs242557) در ژن
MAPT 

 

 : ملاحظات اخلاقی3-١-6

از آنجا که این مطالعه نیازمند گرفتن نمونه خون و اخذ برخی اطلاعات از افراد بود، فرم        

ها و ماران ، این فرم به امضای قیم آنمه برای حاضرین در مطالعه تهیه شد و در مورد بیرضایت نا

امضای خود فرد رسید. اطلاعات افراد به صورت محرمانه بوده و نتایج بدون در گروه شاهد، به 

 ذکر مشخصات خواهد بود.
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 : روش اجرا3-٢

   DNA  استخراج  :  3-٢-١ 

 با توجه به کمیت وکیفیت تحقیق این در کهوجود دارد.  DNA تخراجاس برای متعددی هایروش      

های مورد استفاده در این حلولو همچنین نسبتاً بی ضرر بودن م PCRحاصله برای انجام   DNAمناسب

 .بیمار ان را از روش نمک اشباع شده و کلروفرم استخراج نمودیمDNA ها، روش

 :باعبا استفاده از روش نمک اش DNAاستخراج 

 نمک اشباعبه روش  DNAبرای انجام استخراج  مورد استفادهمواد و تجهیزات 

 مواد لازم:

  درصد 100ایزوپروپانول 

  پروتئینازK 0٢.0 درصد 

  بافرTris-EDTA-NaCl 

  سدیم دو دسیل سولفات(SDS) 10درصد 

 ( ٦کلرید سدیم اشباع)مولار 

  درصد 70اتانول(merck) 

 آب مقطر 

 :تجهیزات لازم

 میکرولیتر٥/1با حجم  پتیومیکرو 

  اپندروف( 1٤000سانتریفیوژ با حداکثردور( 

 ایران(-)زیماژن هات پلیت 

 محصول شرکت بهداد( بنماری( 

 ( میکروفیوژ ورتکسmxcell) 
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  یا هود  ٢هود لامینار کلاسPCR  یاPCR Work Station)زیماژن( 

 1000تا   10سمپلرهای متغیر از (میکرولیترsocorex) 

 ای کریستالی، زرد و آبی رنگسر سمپلر ه 

 های لاتکسدستکش 

 رک سر سمپلر 

 روپوش 

 پارافیلم 

 نیاز مورد هایمحلول تهیه

  ;TES (Tris-EDTA-Salt, pH    ٥/7-8( بافر

 :است آمده ازآنها هرکدام زیرتوضیح در شدکه تهیه زیر محلولهای ابتدا بافر این تهیه برای  

) 8-٤/7 Tris-HC1(1M,PH: 

 صورت گرفت. HClبا  phرا در داخل آب مقطر حل کرده و سپس تنظیم  Tris-HClاز  گرم1٢1/1٤ 

EDTA: (0/٥M , PH:8) 

 ml800مولکول آب است در ٢گرم دی سدیم اتیلن دی آمین تترااستات را که در ساختمانش حاوی  1/18٦

 رسانده، 8به  NaOHمحلول را با استفاده از  phآب مقطر ریخته و روی همزن مغناطیسی قرار داده سپس 

لیتر رسید . در نهایت محلول به دست آمده به کمک فیلتر  پس از حل شدن، حجم محلول با آب مقطر به یک

 های کوچک تقسیم و در یخچال نگه داری شد.در زیر هود فیلتر شده و در حجم0/٢ µm میلی پور 

NaCl(٥M) 

 ایی محلول به یک لیتر رسید.آب مقطر حل شده و سپس حجم نه ml 800در  NaClگرم ٢/٢9٢

مولار  EDTA٥میلی لیتر  30مولار، HCl-Trisr 1میلی لیتر 10مقادیر   Tris-EDTA-NaClجهت تهیه بافر 

 سپس   و شد رساندهمیلی لیتر  100مولار را مخلوط کرده و با آب مقطر به حجم  NaCl٥میلی لیتر  30و 

 رسانده می شود. =pH  ٥/7و با اسید به   دش استریل پور کمک فیلترمیلی به نظر مورد محلول
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SDS (10)درصد        

 و 7/7به  HCمحلول با استفاده از   Phگرم شد.  c°٦8آب مقطر حل شده و تا  ml900در  SDSگرم 100

 حجم محلول با آب مقطر به یک لیتر رسید.

TE (1X, pH:8)  بافر  

ML 10 از M)   ٥ Tris-HCl  () را باmlاز ٢ M)  ٥/0EDTA () و حجم نهایی محلول با آب  مخلوط کرده

 .لیتر رسانده شد و سپس به کمک فیلترمیلی پور استریل شد 1 مقطر استریل به

 روش كار

وژ یسانتریف 1دور در دقیقه 8000دقیقه در  10، به مدت EDTAمیکرولیتر از خون حاوی  ٥00به مقدار  (1) 

شده به دلیل لیز شدن نیازی به جداسازی سرم ندارد(. سپس )خون کهنه و فریز  .شد تا سرم آن جدا گردد

 این سرم حذف گشت.

لی افزوده میکرولیتر آب مقطر سرد به رسوب سلو 1000های قرمز خون، به میزان جهت لیز کرن گلبول (٢) 

رون ها بیتهبترکند و هس و سفیدهای قرمزشود که گلبولد. این عمل باعث میو پلیت سلولی در آن حل گردی

 بریزند.

که به  گردد تا لایه سلولی با رنگ صورتی شفاف حاصل شدتا سه مرتبه تکرار  ،٢و  1 احلمرانجام  (3) 

 می باشد. های قرمزحذف کامل گلبولمعنای 

مخلوط گردید. در این مرحله گلبول های کاملا اضافه و  Tris-EDTA-salt(TES)میکرولیتر ٥00( سپس ٤) 

 آید.آمده کاملا به حالت محلول در می به دستسفید لیز شده و رسوب 

افزوده شد و بعد از اضافه  (درصد 10)٢میکرولیتر محلول سدیم دو دسیل سولفات ٥0به محلول فوق  (٥) 

ها  پدرصد( و بعد از اینورت کردن ملایم این مخلوط، درب میکروتیو0/0٢) Kمیکرولیتر پروتئیناز  10کردن 

 درجه سانتیگراد در داخل بنماری قرار داده شد. 37ساعت در دمای ٢٤تا ٤بین  با پارافیلم بسته شد و سپس

                                                           
1Revolutions per minute(rpm) 
2 Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
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محلول کلرید  میکرولیتر(1٥0به میزان یک سوم حجم موجود ) ،از بن ماری هامیکروتیوپ پس از خروج (٦)

شتر را بی NaClاشباع به آن افزوده شد تا رنگ آن کدر شود. در صورت عدم تغییر باید میزان  (NaCl)سدیم 

 هاست.، کمک به رسوب پروتئینNaClکرد. عمل 

شود. در ثر موارد بعد از کمی تامل کدر میمیکرولیتر خواهد بود که در اک ٢٥0نکته: معمولا اولین حجم       

در محیط، به عنوان  NaClگردد. چرا که، مقادیر اضافی اضافه می میکرولیتر 10صورت نیاز هر بار به میزان 

دقیقه، محلول  ٢0به مدت ه دور در دقیق 8000وژ در یپس از سانتریف (7) . عمل می کند PCR کننده  مهار 

میکرولیتر(  ٥00حجم محلول )حدودا 7/0ل انتقال داده شد و به میزان حداقل یرویی به یک لوله ی تمیز و استر

 ظاهر شود.  DNA به آن ایزوپروپانل افزوده شد تا کلاف 

را برای یک ساعت در فریزر قرار  DNAتوان محلول الکل و شود میکه کلاف دیده نمیکته: در مواردی ن      

 داد تا کریستاله شدن تسریع گردد.

 تحت سانتریفیوژ قرار گرفتند و سپسثانیه  30به مدت دور در دقیقه و  8000در ها میکروتیوپ مجددا (8) 

 مایع رویی حذف گردید.

ژ گردید. این و سانتریفیوشد افزوده  رسوب فوقدرصد به 70اتانول  میکرولیتر 100با هدف شستشو،  (9)

 . شودمرتبه تکرار می 3هستند،  PCR های باقی مانده، که مانع مرحله، جهت حذف نمک

 سپس، درب میکروتیوب باز گذاشته شد تا الکل باقیمانده تبخیر شود. (10) 

ستفاده کرد. البته باید توجه داشت که مدت زمان استفاده درجه سانتیگراد هم ا37توان از ترموبلاک با دمای می

 شود.  بیش از حد خشک می DNA نباید زیاد باشد در غیر این صورت 

حل  DNAمیکرولیتر آب مقطر استریل بدان افزوده شد تا  ٢00تا  100بین  DNA با توجه به حجم  (11)

 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. ٤گردد و سپس در دمای 

 با استفاده از كلروفرم: DNA(روش استخراج 3-٢-٢

 مواد لازم:
 آب مقطر 
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 NaCl ( ٦اشباع)مولار 

 N-Lysis 

 کلروفرم 

  100اتانول% 

  70اتانول% 

 :تجهیزات لازم 

 میکرولیتر ٥/1با حجم  پمیکروتیو 

  اپندروف( 1٤000سانتریفیوژ با حداکثردور( 

 ایران(-هات پلیت )زیماژن 

 ( میکروفیوژ ورتکسmxcell) 

  یا هود  ٢هود لامینار کلاسPCR  یاPCR Work Station)زیماژن( 

 1000تا  10سمپلرهای متغیر از(میکرولیترsocorex) 

 سر سمپلر های کریستالی، زرد و آبی رنگ 

 دستکش های لاتکس 

 رک سر سمپلر 

 روپوش 

 پارافیلم 

 

 :DNAهای مورد نیازجهت استخراج روش تهیه محلول 

 ( ( NaCl 6 Mمولار 6 روش تهیه محلول كلریدسدیم
 

 درآب مقطرحل گردید  NaCl گرم  ٥٦٤/ 31مولار مقدار ٦ میلی لیترمحلول کلریدسدیم 100جهت تهیه       

 شود.دمای اتاق نگهداری می لول حاصل درمح رسانده شد، میلی لیتر 100وحجم نهایی به
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 :N-Lysisمحلول

 ماده وزن محصول شرکت

Merck 58gr Tris 
Merck 1/57gr EDTA 
Sigma 5 gr SDS 

 

های مورد نظر مخلوط کرده و سپس با استفاده از آب مقطر د ذکر شده در جدول فوق را با حجمموا      

 رسانیم.میلی لیتر می  ٥00دیونیزه حجم نهایی را به 

 از خون به روش کلروفرم: DNAاستخراج 

 شود:ین روش در دو مرحله انجام میا

 مرحله اول
 

 اضافه نموده و سرد میکرولیتر آب مقطر 800لیتری ریخته به آن میلی 1,٥ درویال کرولیترخون رامی ٥00 (1

این  .  دهیمدقیقه درسانتریفوژ قرار می ٢0دت به م rpm 9000سپس آن را با دور  کنیم.را پیپتینگ می آن

 . نماییمعمل راتاسه بارتکرار می

 داریم.یی را دور ریخته و رسوب را نگه ممایع روی (٢

 هابه رسوب برجای مانده وپیپتینگ آن جهت لیزشدن هسته سلول N-lysis -میکرولیتر 300 اضافه نمودن (3

 .دمای آزمایشگاه قرارداده شد ساعت در٢ .سپس به مدت

 .هااشباع وورتکس نمودن آن جهت حذف پروتیین NaCl -میکرولیتر ٢٥0اضافه نمودن (٤

 4 به مدت ٤٥00  rpm ها با دوررتکس نمودن آنها وسپس نمونهرم وومیکرولیترکلروف٦00 اضافه نمودن (٥

 .)مختلف ها به واسطه تشکیل دوفازازسایرقسمت DNA به منظور جداشدن (دقیقه سانتریفوژ شد

منتقل کردن آن به یک میکروتیوپ استریل دیگر به نحوی که با  و DNA جدا کردن مایع رویی حاوی (٦

 .کلروفرم زیر آن مخلوط نشود

، سپس درب ویال را با پارافیلم  DNA میکرولیتر اتانول مطلق سرد برای کریستاله کردن1000ه کردناضاف (7

 .ساعت در یخچال نگهداری شد ٢٤ پوشانده و به مدت
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 مرحله دوم

 

  DNAاگر .دقیقه سانتریفوژ شد ٢به مدتrpm  10000ها درروز بعد ابتدا نمونه  DNAجهت رسوب .١

 .شودسانتریفوژ می rpm 14000 با دور دقیقه ٢0 مشاهده نشد به مدت

 دهیم.میکرولیتر انجام می ٢٥0 درصد به مقدار70الکل سپس مایع رویی را دور ریخته و شستشوی نهایی با .2

درآخرین  .) کنیمبه مدت دو دقیقه سانتریفوژ میrpm 10000کنیم و هر بار دراین عمل را تا سه بارتکرارمی(

 .رب ویال را باز گذاشته تا الکل کاملاخشک شودشستشو الکل را دور ریخته و د

 .DNAجهت حل شدن رسوب  میکرولیتر آب مقطر100تا 70اضافه کردن 

  DNAسنجش كیفیت و كمیت( 3-3

 با استفاده از نانودراپ DNA( سنجش كمیت و كیفیت 3-3-١

 OD 260/280 استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ، با نسبت  DNA کیفیت و کمیت تمام نمونه های 

متعلق  DNA میکرولیتر از  ٥ ،خلوص( انجام شد. برای این کار بعد از صفر کردن دستگاه با آب مقطر )نشانگر 

 به هر یک از نمونه ها به جایگاه مخصوص در دستگاه نانودراپ منتقل شد. 

نانومتر  ٢80نانومتر به مقدار جذب در طول موج  ٢٦0در طول موج  DNA اگر نسبت مقدار جذب محلول  

باشد، نشان دهنده این است که جذب عمدتا به علت اسید نوکلئیک است و کیفیت و  8/1 -٢در محدوده 

 ٢دهد و اعداد بالاتر از ودگی پروتئین یا فنلی را نشان میآل8/1مطلوب است. اعداد کمتر از  DNAخلوص 

 هستند. RNAنشان دهنده آلودگی 

 اج شده به كمک ژل آگارز )الکتروفورز افقی(استخر  DNA( ارزیابی كیفیت 3-3-٢

استخراج شده  به كمک ژل  DNAمواد و تجهیزات مورد استفاده جهت ارزیابی كیفیت  

 آگارز

 :مواد لازم
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  بافرTBE  1با غلظتx 

 (شرکت زیست فناوری کوثر) پودر آگارز 

 بافر لودینگ 

 DNA استخراج شده 

 محصول شرکت  ساکارز پودر(Merk) 

 محصول شرکت (لو بروموفنول بSigma) 

  محصول شرکت( سایبرگرینBioron) 

 :تجهیزات لازم

 بشر 

 هیتر برقی (Persia shimi) 

 )سینی ژل و شانه )محصول  شرکت پایا پژوهش پارس 

 )تانک الکتروفورز )محصول  شرکت پدیده نوژن پارس 

 )منبع تغذیه )محصول  شرکت فن آوران سهندآذر 

 ل شرکت کیاژن(دستگاه ترانس لومیناتور )محصو 

 محصول شرکت(سمپلرsocorex ) 

 سر سمپلر 

 مگنت مغناطیسی (Persia shimi) 

 )نانو دراپ )ترمو ساینتفیک آمریکا 

 هاطرز تهیه بافر

 TBE ١٠ x الف( بافر

و   Tris baseگرم 99/108میلی لیتر آب مقطر حل کرده و به مخلوط حاصل  ٥0در  EDTAگرم  ٥/7مقدار  

 میلی لیتر رسانده شد. 1000اضافه کرده و توسط آب مقطر به حجم  Boric acidگرم ٦٥/٥٥
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  لیتر1میلی لیتر آب به حجم  900را با  x 10 TBE میلی لیتر  بافر  1x ،100با غلظت  TBEجهت تهیه بافر 

 رسانده شد. 

 ب( بافر لودینگ

میکرولیتر  ٥به  Dimethyl sulphoxide(Dmso)   میکرولیتر  ٥00میکرولیتر لودینگ بافر و  ٥00مقدار 

لازم به ذکر است  سایبرگرین اضافه شده و به میزان بسیار اندک پودر بروموفنل بلو در این مخلوط حل گشت.

گرم بروموفنول بلوی  ٥ ، ٢همراه با  ٪٤0گرم ساکارز  ٤0میکرولیتری اولیه  ٥00ی لودینگ بافر برای تهیه

 ٤محلول حاصل برای ساخت بافرلودینگ در دمای  ه شد ومیکرولیتر رساند100 با آب مقطر به حجم   ٪٢٥

 درجه نگه داری شد.

 روش كار

( پس از رفع آلودگی ها با استفاده از الکل، دو سمت سینی مخصوص ژل را با استفاده از چسب نواری به 1)

 طور محکم بسته و سپس شانه ژل درون سینی قرار داده شد.

در یک  TBE1xمیلی لیتر بافر  ٥0گرم پودر آگارز به همراه  1درصد، ٢ز میلی لیتر ژل آگار ٥0( برای تهیه ٢)

بشر ریخته شد و بشر بر روی هیتر قرار گرفت تا آگارز کاملا حل شود. جهت همگن کردن این محلول از مگنت 

 مغناطیسی استفاده شد.

ر دمای آزمایشگاه قرار ( پس از این که محلول شفافی مشاهده گردید، بشر از روی حرارت برداشته شد و د3)

 داده شد تا کمی خنک شود. سپس درون سینی ژل ریخته شد تا ببندد.

( پس از بسته شدن ژل، شانه به آهستگی برداشته شد و چسب های اطراف سینی باز گردید و سپسس ٤)

 ته شد.درون تانک ریخ   TBE-1 x  سینی محتوی ژل درون تانک الکتروفورز قرار داده شد و مقداری بافر 

میکرولیتر بافر لودینگ مخلوط و با دقت درون چاهک  ٢استخراج شده همراه با  DNA میکرولیتر از ٤ (٥)  

 های ژل تزریق شد.

بر روی دستگاه  دقیقه جریان قطع گردید و  ٢0تنظیم شد و پس از مدت  90( منبع تغذیه بر روی ولتاژ ٦) 

 مشاهده شد. UVترانس لومیناتور و با کمک نور 
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 ژنوتایپینگ((( ژنوتایپ  كردن نمونه ها3-٤

 (PCR) از پلیمر ایزنجیره واکنش 

PCR ز ا قطعه یک آنزیمی بسط روشDNA  این .دارد قرار الیگونوکلئوتیدی بخش دو بین که است هدف 

ولکول م یک از تواندمیPCR   درواقع .باشدمی نظر مورد توالی یک ازب نامحدود مقادیر ایجاد منظور به واکنش

 مولکولی درتشخیص هم روش این .کند تولید را ملکول بیلیون چندین ساعت چند مدت در DNA منفرد از 

 .است آورده وجود به انقلابی ژنتیکی بیماریهای مولکولی درآنالیز هم  و

 جهت سریع ساده نسبتاً روش یکAmplification Refractory Mutations System ( ARMS/PCRروش )

 مورفیسم پلی هایشکلی چند و نوکلتوئیدی چند شدن اضافه و حذف ای،نقطه هایشجه تعیین

(Polymorphism) های واکنش در   ای با پرایمرهای طبیعی و جهش یافتهاست. این تکنیک سنجش دو لوله

 (٤٥) .اطمینان حاصل شود PCRباشد تا از انجام واکنش که با پرایمرهای کنترلی همراه میجداگانه می باشد 

برای تشخیص یک Tetra Primer Amplificati Refractory Mutations System( Tetra ARMS/PCRدر )

طراحی  PCRجهش ویژه، یک جفت آغازگرکنترل در طرفین محل موتاسیون برای اطمینان از عملکرد صحیح 

ل جهش یافته و آلل شود. برای تکثیر منطقه حاوی جهش نیز از یک جفت آغازگر که به ترتیب برای آلمی

( پس از انتخاب جفت آغازگرها به منظور اطمینان از ویژگی ٢-3)تصویر .گرددطبیعی طراحی شده، استفاده می

 آنها دراتصال به ناحیه مکملی خود در ژن مربوطه، توالی آغازگرها با تمامی توالی ژنوم انسان در پایگاه اطلاعاتی 

Gene Bank فزایش ویژگی جفت آغازگرهای اصلی، علاوه بر عدم تطابق انتهایبه منظور ا .مقایسه گردید' 

اتصال احتمالی آن آغازگر به آلل مخالف  از دهیم تاپرایمرهای داخلی را تغییر میاز  3َآلل در انتهای  3یا  ٢،3

 (٤٦) ممانعت به عمل آید.

استفاده  Tetra ARMS/PCRتکنیک , MAPTژن  ازrs ٢٤٢٥٥7در این آزمون برای شناسایی پلی مورفیسم  

 پرایمر استفاده کردیم که خصوصیات کلی آنها در جدول زیر گزارش شده است. ٤شد. در این تکنیک ما از 

مشخصات كلی پرایمرها3-١جدول   
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Primers 

name 

Volume of 

DW adding 

to one µL of 

each 

primers 

Volume 

of 

primer 
Sequence TM 

Final 

Concentration 

EPCR-A3-

FC 
350 µL 0.3 TAGAGCAACAAGAGGCCCACAG 68 100 nmol 

EPCR-A3-

RM 
190 µL 0.6 CACACCAGCAATGATGATACC 62 100 nmol 

EPCR-A3-

TFN 
230 µL 0.6 CCTGGGCGTCCTGGTGTGCA 68 100 nmol 

EPCR-A3-

RC 
230 µL 0.3 TGCCAGCCTCCATCAATCCAG 64 100 nmol 

 

 ١آغازگر ها

 Geneو آفلاین primer3با استفاده از نرم افزارهای آنلاین Tetra ARMS/PCRه روش طراحی پرایمر ب      

runner  های  و چک در سایتUCSC  وNCBI   و انجام تست بلاست در سایتNCBI/BLAST   صورت

 (www.kawsar.ir) (KBC)ها به شرکت زیست فناوری کوثرسفارش ساخت پرایمردر تحقیق حاضر  گرفت.

انجام  http://www.biolegio.comBiolegio/)(ین شرکت سنتز پرایمرها را با همکاری کمپانی شد. ا فرستاده

 دهد.می

های ایمرپر های حاویا ارسال شده است، باید به کرایورهورالعمل شرکت که به همراه پرایمرطبق دست      

 100ت با غلظت لیوفلیزه آب مقطر دیونیزه اضافه کرد و آن را خوب پپیتاژ کرده تا محلول پرایمر مایع یکدس

 PCRکرده و به منظور تهیه μL100با غلظت  (Working)از محلول اصلی، محلول کار  .پیکومول فراهم گردد

از پرایمر μL3/0 که میزان  ه این صورت تهیه شدها بحلول کار برای تمامی پرایمر م.مورد استفاده قرار گرفت

FC،μL3/0 از پرایمرRC، μL٦/0از پرایمرRM  وبه میزانΜl0,از پرایمر  ٦TFN با ،μL8جم حآب مقطر به ٢

μL100  رف بعدی نگهداری گراد برای مصارجه سانتید -٢0پرایمر تهیه شده در فریزر در دمای  .شدرسانده

 .شد

 

                                                           
1Primers 

file:///C:/Users/sony/Downloads/(http:/www.biolegio.com


 

50 
 

  PCRاستفاده در واكنش مواد و تجهیزات مورد

 :تجهیزات لازم

 ظرف حاوی یخ 

 محصول شرکت اپندروف( ایکلردستگاه ترموس( 

  محصول شرکت( دستگاه میکروسانتریفیوژLabnet) 

 میلی لیتری٢/0های میکروتیوب 

 سر سمپلر کریستالی و زرد 

 محصول شرکت  10 -100و  ٥/0 -10، 0 -٥/0های های  با حجمسمپلر( میکرولیترBrandTech) 

 :مواد لازم

 DNA نانوگرم  ٥0با غلظت(ng) 

 میکرومولاری  10های پرایمر (µM)، 

 آب مقطر ، 

 Taq DNA Polymerase 2x Master Mix Red 

مطابق  (٢/0ml)های اپندورف درون لوله µL ٢0، مخلوط واکنش با حجم نهایی   PCRجهت انجام واکنش 

 های زیر فراهم گردید:غلظت

 

3- ٢جدول   

 One Reaction 

Master Mix 10µL 

4-PRIMER 1.8 µL 

DNA 2.5 µL 

Water 5.7 µL 

Total 20 µL 

 

سانتریفوژ گردید و سپس در دستگاه ترمو سایکلر قرار داده شد .  ثانیه 30ها در دور بالا به مدت نمونه      

 .برنامه زیر برای دستگاه تنظیم گردید
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 MAPTژنPCRام برنامه مورد استفاده جهت انج 3-3جدول 

 PCR Programs  

Initial 

denaturation 
 95°C for 5 min 

cycles: 

START LOOP 35X 

Denaturation 
94°C for 40 

Sec 

Annealing 
68°C for 40 

Sec 

Extension 
72°C for 40 

Sec 

Final Extension  72°C for 5 min 

Soak  ١0°C 

 

 روش كار

( از فریزر خارج و مدتی در Primerو آغازگرها )Taq DNA Polymerase 2x Master Mix Redابتدا       

دمای اتاق قرار داده تا آب شوند. البته کلیه مواد فوق بر روی ظروف حاوی یخ انجام گرفت. مقادیر مورد نیاز 

شدند. در میکرولیتری ریخته ٢/0های حجم به کمترین حجم در میکروتیوب از هر ماده، به ترتیب از بیشترین

ها سریعا به دستگاه منتقل شدند تا واکنش مقطر و پیپتینگ مختصر، میکروتیوبنهایت بعد از ریختن آب 

 .تکثیر انجام شود

 %٢گراد منتقل شد تا جهت انتقال بر روی ژل آگارز درجه سانتی ٤به یخچال  PCRدر پایان محصولات       

 ه شود.ی باندهای مورد نظر استفادبه منظور مشاهده

 الکتروفورز

نماییم مخلوط می لودینگ بافراز نمونه و  1به  ٥به ژل آنها را به نسبت  PCRانتقال محصولات  برای      

رنگ فلورسنت قابل تشخیص خواهد  UVجایگزین می شود و با نور  DNAهای در داخل رشته لودینگ بافر

دلیل از بافر  دهیم. به چنداند با دقت انتقال میشده ایی که در درون ژل تعبیههها را به چاهکبود ، حال آن

شود: ترکیب بافرهای راهنما از ترکیب اصلی رنگ و یک ماده غلیظ و چسبنده مثل گلیسرول راهنما استفاده می

تقال نمونه به یابد و انها افزایش میستفاده از این بافریا سوکروز غلیظ تشکیل شده است، ویسکوزیته نمونه با ا

های گردد. رنگل آن با اطمینان بیشتری انجام میشود. با ایجاد رنگ در نمونه انتقاخل چاهک آسان میدا
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نمایند بنابر این میزان به سمت آند حرکت می  DNAمورد استفاده در بافر راهنما خود نیز باردار شده و همراه

 شود. بینی میقابل پیش DNAحرکت 

ها یم با ولتاژ مورد استفاده دارد که البته این نسبت خطی نیست. ژلنسبت مستق DNAسرعت حرکت       

شوند. در اینجا منظور از سانتی متر فاصله میان دو الکتروفورز می ٤-V/cm2 10معمولا در میدان الکتریکی 

 الکترود ژل است.

است. پس از پایان  زیابی، قابل بررسی و ارPCR محصولبا استفاده از مارکر استاندارد، اندازه مورد نظر      

 DNAهای رنگ فلورسنت در محلی که باند UV توان ژل را در ژل داک قرار داد و به کمک نور الکتروفورز می

 قرار دارند آنها را تشخیص داد.

 آنالیز آماری :٥-3

نیاز است. به منظور تفسیر نتایج به دست آمده ازتحقیقات آزمایشگاهی، پارامترهای کمی )عددی( مورد        

 Oddدر صورت نیاز آزمون  و Chi-Square (χ²)آماری یهاآزمون SPSSاز نرم افزار در این تحقیق با استفاده

Ratio (OR)  پارامترهایی مانند همچنین انجام گرفت وP- value و (CI) Confidence Interval تعییننیز  

 . داده شده استتوضیحاتی  در مورد هر یک از پارامترهای فوقدر بخش بعدی که  می شود،

. شودیم: از این آزمون آماری به منظور بررسی مورد تایید بودن نتایج مشاهده شده استفاده Chi-Squareآزمون 

های وجود یا عدم وجود اختلاف در نسبت فاکتور خطر مورد نظر بین گروه دهندهدر واقع نتایج این آزمون نشان 

 .باشدیممورد مطالعه 

P-value: در واقع دهدیمدار بودن یا نبودن نتایج را از نظر آماری نشان این پارامتر معنی .P-value  میزان

دار خواهند باشد، نتایج به دست آمده معنیP ≥0٥/0. در صورتی که میزان میشویمخطایی است که مرتکب 

 بود.

، ردیگیممولوژیکی مورد استفاده قرار : این آزمون که به طور گسترده در مطالعات اپیدOdd Ratioآزمون       

بدست  OR. اما برای تفسیر دهدیمیک فاکتور خطر احتمالی در بروز یک بیماری خاص را نشان  ریتأث زانیم

است که مقدار این پارامتر به صورت یک بازه  نانیاطمی یا فاصله CIی پارامتر آمده از آزمون، نیاز به محاسبه
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هم یک باشد،  CIی بازهاز یک باشد و حداقل  تربزرگ OR. تنها هنگامی که میزان شودعددی نمایش داده می

 فاکتور خطر پیشنهاد شده را به عنوان یک فاکتور خطر موثر در بروز بیماری در نظر گرفت.  توانیم
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 فصل چهارم:

 نتایج
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 مشخصات افراد شركت كننده در مطالعه

)دیررس( از مرکز فرد با بیماری آلزایمر اسپورادیک  ٥0 از دو گروه ، گروه اول که شاملق در این تحقی      

 .فرد سالم بودند که به عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شدند ٥7ن نورسته بودند و گروه دوم شامل سالمندا

  MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs (G/A)تجزیه و تحلیل آماری برای پلی مورفیسم : ٤ -١ 

در دو  MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/A)ایسه ژنوتیپ های پلی مورفیسم : مق٤-١-١

 گروه بیمار و سالم

  (G/A) پلی مورفیسمهمانگونه که در جدول پایین مشاهده می شود  ژنوتیپ های مربوط به        

٢٥٥7٢٤ rs   آلل برای با توجه به وجود دو  .با یکدیگر مقایسه شدند،نفر فرد سالم  ٥7نفر فرد بیمار و  ٥0در

در (,AA, ،AG ,GG) ژنوتیپ نوع نرمال ،هتروزیگوت و موتانت این ژن ، سه ژنوتیپ وجود داشت که فراوانی 

 ٥کمتر از  P-Value)در این مقایسه باشد .( می1، ٢٤، 3٢( و )1٦،3٢،٢) رتیب به تو شاهد  انگروه بیمار

 معنادار در نظر گرفته شد.( 0/0

 بیمار و كنترلها در دو گروه نوتیپبررسی توزیع ژ : ٤-١-١جدول 

     گروه تحت مطالعه 

 OR 95% CI P-Value كل كنترل بیمار ژنوتیپ

AA (3٢ %) 1٦ 3٢( ٥٦ %    رفرانس ٤8 (1/

AG (٦٤ ) %3٢  (1/٤٢% )٢/٦٦ ٥٦ ٢٤7 93٦/٥-198/1 0/ 1٥10  

GG (٤% )٢ (8/1)% 1 3 ٤ ٤9٤ /٥7-330/ 0/ 1٤٢  

 ٥0 ٥7 107    

در  ،(AGها در دو گروه بیمار و سا لم نیز نشان می دهد که ارتباط ژنوتیپ هتروزیگوت )وانی ژنوتیپفرا مقایسه 

 ( .P-Value 01/0)معنادار بوده ودارای نقش ریسک فاکتوری می باشد  جمعیت بیماران و سالم 

در دو گروه بیمار  خاطر اینکه حجم نمونه بسیار کم است، ارتباط معناداریه ب( GG )ژنوتیپ هموریگوت موتان

 .و سالم نشان نمی دهد
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در دو گروه  MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/A: مقایسه آلل های پلی مورفیسم ٤-١-٢

  بیمار و سالم

در   rs ٢٥٥7٢٤  (G/A) پلی مورفیسمهمانگونه که در جدول پایین مشاهده می شود  آلل های مربوط به 

 0/0 ٥کمتر از  P-Valueیگر مقایسه شدند و  در این مقایسه با یکد،نفر فرد سالم  ٥7نفر فرد بیمار و  ٥0

 معنادار در نظر گرفته شد.

 ها در دو گروه بیمار و سالمنی توزیع آلل بررسی همسا :٤-١-٢جدول 

     گروه تحت مطالعه 

 OR 95% CI P-Value كل كنترل بیمار آلل

A (٦٤ %)٦٤ (٢/77% ) 88 1رفرانس ٥٢ 

 

 

 

 

 

G 
 

(3٦)%3٦ (8/٢٢%  )٦٢ ٢٦ 1/ 0٤9  ٦0٤/1-3 / ٤٦٤  0/ 7033  

 100 11٢ ٤1٤    

 

تواند به عنوان یک ریسک فاکتور برای میG دار بوده و آلل شود این مقایسه معنیهمانگونه که مشاهده می

شود که افراد دارای این آلل در چنین نتیجه گرفته می OR. از مقدار ماری آلزایمر اسپوررادیک عمل کندبی

 شوند .یشتر به بیماری آلزایمر مبتلا میبرابر ب 90/1سه با افرادی که این آلل را ندارند مقای

 

 در دو گروه بیمار و سالم APOEتجزیه و تحلیل آماری برای پلی مورفیسم ژن  :٤ -٢

   APOE ژن ( 7٤١٢rs( و ) rs ٤٢٩3٥٨مورفیسم ) پلیهای مقایسه ژنوتیپ:  ٤-٢-١

 دو گروه بیمار و سالمدر   ٤  APOEو   APOE ٢در در افراد

   (7٤1٢rs) ( و rs ٤٢93٥8مورفیسم ) پلیهای  مربوط به همانگونه که در جدول پایین مشاهده می شود ژنوتیپ

، سه توجه به وجود دو آلل برای این ژن.با با یکدیگر مقایسه شدند نفر فرد سالم ، ٥7نفر فرد بیمار و  ٥0در 

در  (٤/٤   , ٢/  ٤،   ٢/٢ ( پ نوع نرمال ،هتروزیگوت و موتانتاوانی  ژنوتیژنوتیپ وجود داشت که فر
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 0/0 ٥کمتر از  P-Valueباشد . )در این مقایسه ( می11، 1،1٤( و )٥،٥، 3گروه بیماران و شاهد به ترتیب )

 معنادار در نظر گرفته شد.(

 نترلبررسی توزیع ژنوتیپ ها در دو گروه بیمار و ك:  ٤-٢-١جدول 

     گروه تحت مطالعه 

 OR 95% CI P-Value كل كنترل بیمار ژنوتیپ

       

٢/٢ 

 

/ 

   رفرانس 1٤ 11 %(٤٢/3) %3(٢3/07)

٢/٤ 

 

(٤/38)% ٥ (8/٥3)% 1٤ 19 1/310 0/٦-٢٥٥/71٥ 0/7٤٦ 

٤/٤ 

 

(٤/38% ) ٥ (8/3)% 1 ٦ 18/333 87/٥-٢٢٢08/1 009/0  

 13 ٢٦ 39    

وانی ژنوتیپ ها در دو گروه بیمار و سا لم نیز نشان می دهد که ارتباط ژنوتیپ هموزیگوت موتان  مقایسه  فرا

 (٤/٤) 

( . ژنوتیپ  P-Value 009/0در دو گروه بیمار و سالم معنادار بوده و دارای نقش ریسک فاکتوری می باشد)

معناداری در دو گروه بیمار و سالم به خاطر اینکه حجم نمونه بسیار کم است، ارتباط ( ٢/٤هتروزیگوت) 

 نشان نمی دهد.

 در دو گروه بیمار و سالم APOE: مقایسه آلل های پلی مورفیسم ژن ٤-٢-٢

نفر فرد  ٥0در  APOEژن  پلی مورفیسمهمانگونه که در جدول پایین مشاهده می شود  آلل های مربوط به 

معنادار در  0/0 ٥کمتر از  P-Valueدر این مقایسه با یکدیگر مقایسه شدند و  ، نفر فرد سالم  ٥7بیمار و 

 نظر گرفته شد.

 : بررسی همسا نی توزیع آلل ها در دو گروه بیمار و سالم٤-٢-٢جدول 

     گروه تحت مطالعه 

 OR 95% CI P-Value كل كنترل بیمار آلل

2 (3/٤٢% )11 (٢/٦9% ) 3٤ ٦7 رفرانس   

4 

 

(7/٥7%  )1٥  (8/٢8%  )1٥ 30 3/ 8٦0  1/ ٥٦1 -8/1٤0 0/0٢1 

 ٥ ٢٦1 77    
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تواند به عنوان یک ریسک فاکتور برای می ٤شود این مقایسه معنی دار بوده و آلل همانگونه که مشاهده می

شود که افراد دارای این آلل در چنین نتیجه گرفته می ORبیماری آلزایمر اسپوررادیک عمل کند. از مقدار 

 شوند .برابر بیشتر به بیماری آلزایمر  اسپورادیک مبتلا می  0٦8/3ن آلل را ندارند مقایسه با افرادی که ای

 MAPTژن   ٢٤٢٥٥7rs  (G/Aپلی مورفیسم  ( بررسی اثر متقابل ژنوتیپ های ٤-3

  APOEژنوتیپ های ژن با 

ثر متقابل ا  APOEهای ژن دهد که ژنوتیپنشان میی دو ژن هاآنالیز بررسی اثر متقابل ژنوتیپ      

باشد  دار میدست آمده در این آزمون غیر معنی به  Pvalueبه عبارت دیگر ندارد ،  MAPT)اندرکنش( با ژن 

) ٤/0Pvalue≤ ).  به طوری که افرادی که دارای ژنوتیپ(٤/٢ ) می باشد و در عین حال دارای ژنوتیپ

AG)،) بودند شانس ابتلا به آلزایمر در آنها نسبت به افرادی (که دارای ژنوتیپ همونرمالAA ، بودند  )برابر  3

بیشتر بودند هر چند که عدد به دست آمده مربوط به نمونه مورد بررسی بوده و قابل تعمیم به جامعه نمی 

 باشد.

برابر شانس ابتلا ء شان به آلزایمر بیشتر بوده  10،اند ( بوده AGو ژنوتیپ ) ( ٢/٤) ی که ژنوتیپ  در افراد

 .است

 APOE و  MAPTهای قطعات مورد نظر در ژن PCRنتایج حاصل از :  ٤-٤

% برده شد و طول قطعات با ٢برای تایید محصول واکنش روی ژل آگارز  PCRپس از انجام واکنش       

مورد  DNAقطعه  Tetra Arms PCR ،3طراحی پرایمرهای مورد نظر مورد بررسی قرار گرفتند. در تکنیک 

موید آن است که پس از اپتیمایز کردن  ها اند. این شکلشان داده شده های زیردر شکل  کهانتظار است. 

برای تایید طول قطعات با اند و فی تکثیر شده، کلیه قطعات مورد نظر بدون هر گونه قطعه اضا PCRشریط 

  مقایسه شدند. NCBIی پایگاه هاداده
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موتانت  ی كنترل ،مانگونه كه مشاهده می شود،طول قطعهه ، MAPTژن   مربوط به PCRمحصول  : ٤-٤-١شکل

 باشند.می نو كلئو تید ١67،٢٢٨،   3٤٠و نرمال به ترتیب 

 

 

  .١٥٨و ١١٢در دو جایگاه )لوكوس(   APOEژن   مربوط به PCR: محصول ٤-٤-٢شکل 

و دو باند  (bp307 و  ٤٤٤ bp) موتانتدو باند مشخص  ،(. ٥1٤ bp ) ی کنترلطول قطعه شود،همانگونه که مشاهده می

 .باشد.می (bp٢٥3 و  bp 11٥)نرمال مشخص 
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 فصل پنجم

 بحث و پیشنهادات
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 ( بحث ٥-١

های ر فعالیتسالی و پیری است که با نقص دترین علت زوال عقل در دوران میانبیماری آلزایمر شایع       

مراه است هدار و تغییرات شخصیتی انایی انجام حرکات هدفاز دست دادن حافظه، از دست دادن تو شناختی ،

%  3ز حدود ااست که شیوع آن ت تاثیر محیط و ژنتیک حاین بیماری از نظر ژنتیکی هتروژن بوده و ت (.٢و1)

ر لیست ده بیماری دو این بیماری کند ساله تغییر می 8٥در میان افراد  % ٥0ساله  تا حدود  ٦٥در میان افراد 

در سنین  بیماری آلزایمر با شروع دیررس ) شروع ( .38، در کشور های در حال توسعه جای دارد ) کشنده

ت از این جمعی % 3تنها  ، در حالی که آلزایمر زودرسشود% از موارد بیماری را شامل می97سال ( ،  ٦٥بالای 

بتلا به در سراسر دنیا مر میلیون نف  3/٢٤شود که حدود شود. در حال حاضر تخمین زده مییرا شامل م

سال  ٢0س هر شود . تعداد افراد مبتلا به دمانمیلیون مورد جدید اضافه می ٦/٤باشند و هر سال دمانس می

 (.1٢)رسد میلیون نفر می 81به  ٢0٤0دو برابر شده و در سال 

 q ٢1در موقعیت 17بر روی کروموزوم شماره  های تازه شناخته شده است کهیکی از ژن  MAPTژن        

باشد. نقش عمده قرار دارد و پروتئین کد شده توسط این ژن , دارای نقش حیاتی در سطح سلولی می  17

باشد که این شبکه میکروتوبولی فیزیولوژیکی این پروتئین , پیشبرد پایداری و تجمع شبکه میکروتوبولی می

های بیماری (.. از آنجا که یکی از شاخص17،18) باشدها دارای اهمیت میدر نورون  1در انتقالات آکسونی

باشد و با توجه های شدیدا فسفریله تائو ( میهای نوروفیبریلاری درون سلولی )متشکل از فیلامنتآلزایمر گره

های بنابراین رابطه بین بیماری آلزایمر و تشکیل گرهکدکننده پروتئین تائو است  MAPTبه اینکه ژن

تواند با می MAPTن ژ  ٢٤٢٥٥7rs (G/Aبنابراین پلی مورفیسم شایع ) ،ر ناپذیر استنوروفیبریلاری انکا

باشد می19واقع بر روی کروموزوم   ٢ژن آپولیپو پروتئینریسک ابتلا به بیماری آلزایمر ارتباط داشته باشد. و 

                                                           
1 -Axonal transport 
2 -Apolipoprotein E 



 

62 
 

انتقال لیپیدها و به , لیپوپروتئین اصلی در مغز است که در نقل و E(APOE)(. آپولیپو پروتئین 1٥و 13،1٤)

 APOE)٤همچنین توارث آلل )( سه آلل دارد APOEباشد. ژن کد کننده پروتئین)ویژه کلسترول دخیل می

با توجه به این یافته ها و عدم وجود مطاله  (.1٦باشد )گیر میقویترین فاکتور خطر برای بیماری آلزایمر تک

در جمعیت ایرانی هدف اصلی این پژوهش پاسخ به این  ورد در ارتباط با جمعیت آلزایمریخاصی در این م

 MAPT(Microtubule- associatedهای مورد مطالعه در ژن سوال است که آیا بین فراوانی پلی مورفیسم

protein tau )  و ژنAPOE  در جمعیت ایرانی تفاوت  )افراد سالم( در جامعه بیماران آلزایمری و جامعه کنترل

به گونه ای که بتوان آن را به عنوان یک فاکتور خطر ابتلا به آلزایمر در جمعیت ایرانی  ,دمعناداری وجود دار

 ؟محسوب کرد.

 ( نتیجه گیری ٥-٢

نفر فرد سالم برای بیماری آلزایمر اسپورادیک مورد مطالعه قرار  ٥7نفر فرد بیمار و  ٥0در بررسی حاضر        

 گرفتند و نتایج زیر به دست آمد :

 MAPTمربوط به  ژن  rs242557(G/Aپلی مورفیسم    نتایج(٥ -٢-١

 AGدهد که  ارتباط ژنوتیپ هتروزیگوت )نشان می ، در دو گروه بیمار و سا لم ها  مقایسه  فراوانی ژنوتیپ     

در این جمعیت دارای  AGنا براین ژنوتیپ ب و (P-Value 01/0) ( در جمعیت بیماران و سالم معنادار بوده 

در دو گروه بیمار و   Gفراوانی آلل  ها ،آلزایمراست و در بررسی توزیع آللفاکتوری برای بیماری  یسکنقش ر

تواند به عنوان یک ریسک فاکتور میG آلل  بنا براین (.03/0P-Valueداری بوده )  لم دارای تفاوت معنی سا

 برای بیماری آلزایمر اسپوررادیک عمل کند.

ها همخوانی طالعات صورت گرفته در سایر جمعیتبا تعدادی از م MAPTر در مورد ژن نتایج مطالعه حاض      

با بیماری  MAPTژن ( صورت گرفته بود نشان داده است که ٢003است. در مطالعه ای که در سال)  داشته

نظر گرفته  اسپورادیک درآلزایمر ارتباط معناداری دارد و باید به عنوان یک ژن کاندید برای بیماری آلزایمر 

 MAPT از ژن H1c  که هاپلوتایپ  ( صورت گرفته بود نشان داده٢00٥در مطالعه دیگری که در سال)   شود.
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نمونه بیمار با سن  3٦0با ریسک ابتلا به بیماری آلزایمر دیررس ارتباط معناداری دارد. این مطالعه بر روی 

    ده است.انجام ش  نفر به عنوان گروه کنترل ٢٥٢سال و  ٦٥بالای 

  G/Aجهش در ناحیه آلل ( صورت گرفته بود نشان داده است که ٢008در مطالعه دیگری که در سال)          

(rs242557 باعث افزایش بیان ژن )MAPT نتیجه به جای میکروتو بو در  شوند.و ساختار غیرطبیعی آن می

در مطالعه دیگری که در  شود .می ایمرها به میکروفیلامنت ها متصل میگردد واین موجب بیماری آلزل

با بیماری آلزایمر دیررس  MAPT(در ژن rs242557ارتباط پلی مورفیسم) ( صورت گرفته بود ٢013سال)

بررسی شده است و ارتباط معناداری بین این پلی مورفیسم و بیماری آلزایمروجود داشته و به عنوان یک 

 جدیدترین مطالعه در زمینه ارتباط این  (.   Pvalueه شده است )ریسک فاکتور برای  بیماری آلزایمر شناخت

 1٤1ای به تعداد (صورت گرفته است و در آن حجم نمونه ٢01٤پلی مورفیسم با بیماری آلزایمر ، در سال) 

نفر کنترل )شاهد (  شرکت کننده مورد بررسی قرار گرفتند و پس از انجام آنالیزهای آماری  179نفر بیمار و 

 (. =Pvalue 0٢/0پلی مورفیسم با بیماری آلزایمر دیررس شناخته شد ) زم ارتباط معنادار این لا

ولی در جمعیت این نتایج با نتیجه به دست آمده در مطالعه حاضر در جمعیت ایرانی همخوانی داشته ،       

 در صورت موجود بودن نمونه ایرانی به خاطر محدود بودن حجم نمونه نتایج نزدیک به معنادار بودند و احتمالا

 کردند.این نتایج بیشتر همخوانی پیدا میهای بیشتر 

 APOE(  مربوط به ژن 7٤١٢rs( و ) rs ٤٢٩3٥٨پلی مورفیسم )نتایج  (٥-٢-٢

در جمعیت  ٤/٤دهد که ارتباط ژنوتیپ نشان می لم ها در دو گروه بیمار و سافراوانی ژنوتیپ مقایسه      

در این جمعیت دارای نقش   ٤/٤بنا براین ژنوتیپ  و ( . P-Value ≥ 009/0م معنادار بوده  )بیماران و سال

در دو گروه بیمار و سالم   ٤فراوانی آلل  ها ،آلزایمراست و در بررسی توزیع آللریسک فاکتوری برای بیماری 

تواند به عنوان یک ریسک فاکتور می  ٤بنا براین آلل   (..≥0/0P-Value ٢داری بوده ) دارای تفاوت معنی

 برای بیماری آلزایمر اسپوررادیک عمل کند.

ها همخوانی طالعات صورت گرفته در سایر جمعیتبا تعدادی از م APOEنتایج مطالعه حاضر در مورد ژن       

ه بود ( صورت گرفت٢000. در مطالعه ای که در سال) و با برخی مطالعات دیگر در تضاد می باشد داشته است
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را در رسوبات بتا آمیلوئیدی و بافت مغز  APOEحضور پروتئین ,مطالعات هیستوشیمی  نشان داده است که

های آمیلوئیدی  دارای پلاک ,نسبت به افراد غیر حامل  4افراد بیمار نشان داده بود به طوریکه افراد حامل آلل 

ر آمریکا  صورت گرفته  بود نشان داده بود که ( د٢000در مطالعه ای دیگر که در سال) اما  بیشتری بودند

فاقد  ,برای ابتلا به بیماری آلزایمر کافی و لازم نیست به طو ریکه بیش از یک سوم از افراد مبتلا   4وجود آلل

متفاوت است و حتی در برخی جوامع ,های مختلف هستندو خطر این عامل در جمعیت 4حتی یک آلل 

  . بیماران آلزایمری کمتر از افراد سا لم گزارش شده استفراوانی این آلل در بین 

 ٢010کند به طور مثال: در مطالعه ای در سال )مطالعات مشابه در جمعیت ایرانی نتایج فوق را تائید می      

) 

رر فرد  کنترل )شاهد(  مورد ب 1٦٢بیمار آلزایمری اسپورادیک و  1٥٤صورت گرفته در میان جمعیت ایرانی، تعداد 

این نتایج   .(≥Pvalue 001/0)با بیماری آلزایمر دیررس است 4سی قرار گرفته است که  حاکی از ارتباط معنادار آلل 

نبز با نتیجه به دست آمده در مطالعه حاضر در جمعیت ایرانی همخوانی داشته ، ولی در جمعیت ایرانی به خاطر 

دند و احتمالا در صورت موجود بودن نمونه های بیشتر این نتایج محدود بودن حجم نمونه نتایج نزدیک به معنادار بو

 بیشتر همخوانی پیدا می کردند.

اثر متقابل   APOEهای ژن دهد که ژنوتیپهای دو ژن نشان میتقابل ژنوتیپبررسی اثر مو در نتیجه       

باشد   زمون غیر معنی دار میده در این آبه دست آم  Pvalueندارد ، به عبارت دیگر  MAPT)اندرکنش( با ژن 

٤/0Pvalue≤ .) 

 ( پیشنهادات  ٥-3

های بررسی  شودبه همه جمعیت ایرانی پیشنهاد میبرای حصول اطمینان و رسیدن به نتایج قابل تعمیم       

 بعدی با تعداد افراد بیشتری برای این پلی مورفیسم انجام شود .
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Introduction: 
 Alzheimer's disease (AD) is a genetically heterogeneous neurodegenerative disease and Late- 

Onset type(LOAD) is the most common form of dementia affecting people over 65 years 

old.AD is a complex disease with multifactorial etiology.one of the hallmarks of alzheimers 

disease  is intracellular neurofibrillary tangles (composed of highly phosphorylated tau Fylamnt 

Hay) sets the MAPT gene encoding tau protein is the fact that this protein is therefore directly 

linked to Alzheimer's disease common polymorphism rs242557 (G / A) gene MAPT and 

APOE4 associated with risk for Alzheimer's disease, therefore formation of NFTs and 

Alzheimer disease are in near interaction with each other. 

Materials and methods: in this study genotypes for (rs 242557) polymorphism in MAPT and 

genotypes for (rs 429358), (rs7412) in APOE, were determined by Tetra-ArmsPCR method in 

50 cases and 57 controls. 

Results: In MAPT (rs 242557) polymorphism, the frequency of AG genotype and A allele in 

AD was significantly higher than controls (64% and 36% versus 42/1% and 22/8% respectively 

with P<0/01). In APOE (rs 429358), (rs7412) polymorphism, the frequency of 4/4 genotype 

and 4 allele in AD was significantly higher than controls (38/4% and 57/7% versus 3/8% and 

28/8%% respectively with P<0/009). 

Conclusions: It is suggested that in MAPT (rs 242557) polymorphism in Iranian population, 

AG genotype and G allele are risk factors for AD. It is suggested that in APOE (rs 429358), 

(rs7412) polymorphism in Iranian population, 4/4 genotype and 4 allele are risk factors for 

AD. 
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