
مقدمه
  نوروپاتي هاي محيطي وراثتي، اولين بار در سال 1886 توسط جان 
مارتين شاركوت1 كه كاشف دو بيماري  ALS  و MS  نيز مي باشد 
داده  شرح  انگلستان  از  توث3  هنري  و هاوارد  فرانسه  از  ماري2  پير  و 

شدند.در اين ميان شاركوت ماري توث بيش از 90 ٪ نوروپاتي هاي 
را  بيماري  اين  دليل  همين  به  مي شود.  شامل  را  محيطي  ژنتيكي 
شايعترين نروپاتي حركتي و حسي ارثي در سيستم عصبي محيطي 
انسان نيز مي نامند. ميزان شيوع اين بيمارى 4 در 2500 تولد گزارش 

شده است (1).

بررسى مولكولى پديده مضاعف شدگى در ژن PMP22 در بيماران شاركوت مارى توث به روش 
MLPA و PCR-RFLP
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با  كه  است  هتروژنوس  نروپاتى  گروه  در  كه  اند  ناميده  شاركوت-مارى-توث  بيمارى  را   (HMSN) ارثى  حركتى  و  حسى  نوروپاتى    
ضعف پيشرونده عضلات، تحليل عضلات ديستال و اغلب با فقدان حسى متوسط و خفيف، بد شكلى پا همچون قوس بيش از حد كف پا 
وكف پاى صاف، اختلال در راه رفتن و كاهش تاندون هاي رفلكسي عمقي مشخص مى شود. اين ناهنجارى را مى توان براساس يافته هاى 
الكتروفيزيولوژيكال (به شكل ناهنجاري ها غلاف ميلين،  آكسون يا تركيبي ااز اين دو ناهنجاري) ويا براساس الگوى توراث (اتوزومال غالب، 
اتوزومال مغلوب  و وابسته به x ) مى توان تقسيم بندى كرد. از67 فرد مبتلا به اين بيماري، كه براساس الگوي توارث، فنوتيپ و يافته هاي 
الكتروفيزيولوژيكال براي بررسى مولكولى مضاعف شدگى در ژن PMP22 كانديد شدند. براي تشخيص ناحيه مضاعف شدگي در ژن 
PMP22 از روش PCR-RFLP شد. لازم به ذكر است بدليل اينكه در اين روش مولكولى حدود 30٪ از بيماران، به علت هموزيگوت 
بودن و همچنين وجود جهش هاى جديد در ناحيه مضاعف شدگى قادر به تشخيص نبوده بنابراين تعدادى از نمونه ها براى بررسى كامل 
تر با استفاده از تكنيك MLPA كه بهترين روش تشخيصى براى مضاعف شدگى و حذف ها مى باشد مورد بررسى قرار گرفتند.  يافته ها 

حاكي از آن است كه از 67 بيمار مورد بررسي براي مضاعف شدگي، 36٪ از بيماران مثبت گزارش داده شدند. 

 .MLPA؛ PCR-RFLP؛ CMT1A؛ PMP22:واژگان كليدى
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اولين بار در سال 1980 بيماري CMT از لحاظ كلينيكي براساس 
محيطي  اعصاب  حركتي  فيبرهاي  در  عصبي  انتقال  سرعت  مقدار 
براساس  مى توان  را  ناهنجارى  اين   4.(MNCV) شد  بندي  طبقه 
ميلين،   غلاف  ناهنجاري ها  شكل  (به  الكتروفيزيولوژيكال  يافته هاى 
آكسون يا تركيبي ااز اين دو ناهنجاري ) ويا براساس الگوى توراث 
(اتوزومال غالب، اتوزومال مغلوب  و وابسته به x) تقسيم بندى كرد. 
اگر چه در سال هاي اخير پيشرفت هاي بسياري در شناخت پايه ژنتيكي 
اين بيماري حاصل گشته است ولي همچنان اين تقسيم بندي كارايي 
خود را جهت نزديك تر شدن به تشخيص حفظ كرده است. در تقسيم 
بندى انواع CMT مى توان به فرم دميلينه شونده با MNCVكمتر 
از m/sec 38 كه در بررسي عصب پشت ساق پا ديده مي شود، كه 
 MNCV معروف است و همچنين فرم آكسونوپاتي با CMT1 به
  CMT3 مي گويند.  نيز    CMT2 آن  به  كه   m/sec38 از  بيشتر 
يك نوروپاتي دميلينه كننده شديد است كه در نوزادي شروع مي شود. 
مي باشد.   45  m/sec  ،MNCV نرمال  حد  است  ذكر  به  لازم 
CMT حدواسط نيز تركيبي از ناهنجاري هاي آكسوني و ميليني را 
 CMT ناهنجاري هاي آكسوني يا ميليني و CMT4 .ايجاد مي كند

وابسته به X  ناهنجاري هاي آكسوني همراه با تغييرات ثانويه ميلين 
را منجر مي شود. لازم به ذكر است كه الگوى نحوه توارث، در انواع 
مختلف CMT غالبا به صورت اتوزومال غالب بوده، در صورتى كه 
در CMT4 غالبا نحوه توارث به صورت اتوزومال مغلوب و در پاره اى 
از موارد به صورت اتوزومال غالب مى باشد و همچنين CMTX به 
صورت وابسته به جنس مى باشد(2). جدول زير خلاصه اى از ژن هاى 
درگير، نحوه توارث، روش بررسى مولكولى و درصد فراوانى بيماران 

در انواع مختلف CMT طبق الگوى استاندارد جهانى مى باشد.

علايم بيماري شاركوت ماري توث
عضلات  عضلاني  تحليل  با   CMT بيماري  كلاسيك،  حالت  در    
ديستال اندام تحتاني شروع مي شود كه منجر به ايجاد نماي پاي لك 
را  بيماري  اين  دليل  همين  به  مي گردد،  بيماران  پاي  ساق  در  لك5 

آتروفي پرونئال پا مي نامند.
 به دنبال ضعف و آتروفي عضلات خارج ساق پا، بيمار دچار افتادگي پا 
مي شود و به دليل اينكه عضلات مخالف در ساق پاي بيمار همچنان 
  High Arch قوي مانده اند، كف پا افزايش قوس پيدا كرده و پاي

الگوى توارث                  CMT  انواع  زير گونه
CMT روش بررسى مولكولى  نام  ژن  در  CMT درصد فراوانى

نقاط مختلف دنيا

CMT1 AD

CMT1A PMP22 duplication PCR-RFLP & MLPA

~% 50
CMT1E PMP22 PCR-Sequencing

CMT1B MPZ PCR-Sequencing

CMT1D EGR2 PCR-Sequencing

CMT2 AD CMT2A2 MFN2 PCR-Sequencing ~% 20-40

CMT4 AR>>AD CMT4A GDAP1 PCR-Sequencing نادر

CMTX XLD CMTX1 GJB1 PCR-Sequencing ~% 10-20

5. Stork leg
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(پس كاووس) ايجاد مي گردد. به دنبال اين تغيير شكل، راه رفتن بيمار 
نيز دچار اختلال گشته و فرد به صورت استيپاژ6 گام بر خواهد داشت. 
عضلات  ضعف  دنبال  به  و  بيمار  پاي  كف  قوس  افزايش  با  همراه 
كوچك در انگشتان پاي وي حالت انگشت چكشي7 ايجاد مي گردد، 
كه بر اثر آن مفصل مياني انگشتان پا به سمت بالا خم مي شود. با 
پيشرفت سير بيماري ضعف و آتروفي عضلات ممكن است در قسمت 

ديستال اندام فوقاني (دست ها) هم بروز يابد.
در اين حالت افتادگي مچ دست8 و نماي دست چنگ شده9 ايجاد و 
باز و  مثل  ظريف  امور  انجام  در  اختلال  بيشتر دچار  بيمار  نتيجه  در 
بسته كردن دكمه ها، نوشتن و ... خواهد بود. در اين نوروپاتي ارثي در 
مراحل اوليه بيمارى عمدتا فيبرهاي حركتي اعصاب محيطي درگير 
مي شوند ولي با پيشرفت بيماري به درجاتي فيبرهاي حسي نيز درگير 

خواهند شد.

 CMT1ناهمگوني ژنتيكي
CMT1، در اثر ناهنجاري در غلاف ميلين ايجاد مي شود و تاكنون 
در 5 ژن ايجاد كننده شاركوت ماري توث تيپ 1 با توارث اتوزومال 
غالب جهش گزارش شده است. رايج ترين جهش با فركانس تقريبي 
60٪ در تمام موارد CMT، مضاعف شدگي10 ناحيه  Mb 1/5 در 
ناحيه 17p11.2-p12 مي باشد (4و3). اگرچه حدود 70 ژن در ناحيه  
محيطي  ميلين  پروتئين  ژن  فقط  ولي  دارد  وجود   17p11.2-p12
(PMP22) نقش اصلي را در بيماري CMT1A بازي مي كند.ژن 
PMP22 داراي 4 اگزون11 مي باشد و يك پروتئين 22 كيلو دالتوني را 
كد مي كند كه 2 تا 5 ٪ ميلين سيستم عصبي را تشكيل مي دهد. بطور 
عمده سلولهاي شوآن اين پروتئين را توليد مي كنند. اين ژن در بخش 
مي شود.  بيان  محيطي  عصبي  سيستم  ميلينه  فيبرهاي  همه  فشرده 
زياد شدن اين ژن موجب غير طبيعي شدن ساختار و عملكرد غلاف 
ميلين مي گردد كه در اين حالت بيماران ضعف و تحليل عضلاني را 
جهش هاي  آنكه  توجه  جالب   .(5) مي كنند  تجربه  نوجواني  آغاز  در 
نقطه اي در ژن PMP22 نيز مي توانند فنوتيپ CMT1A را ايجاد 

سازند (7و6).

مواد و روش
   از 67 فرد مشكوك به CMT1A (غالبا به جز پروباند فرد درگير 

تك  صورت  به  موارد  از  اى  پاره  در  و  بوده  بالاتر  نسل  در  ديگرى 
نامه  شجره  بررسى  از  پس  بيماران  كه  شدند)  مشاهده  نيز  موردى 
مزمن  نوروپاتى هاى  ساير  كردن  رد  جهت  پاراكلينيكى  آزمايشات  و 
به تشخيص رسيدند. سپس از هر بيمار به ميزان 10 ميلي ليتر خون 
گرفته و داخل لوله هاي حاوي ده درصد EDTA ريخته شد. استخراج 
مورد  پرايمرهاي  گرفت.  صورت  كلروفرم  فنل  روش  به   DNA
 NCBI استفاده در اين طرح با استفاده از نرم افزار موجود در سايت
و در قسمت  Primer Blast مورد آزمايش قرار گرفت و بعد از 
صحت توالي پرايمرهاي با استفاده از دستگاه ترموسايكلر،  قطعات 
 ،95 C º ،95، 5 دقيقه به ميزان يك چرخه C º) شد PCR مورد نظر
و چرخه  ميزان 32  به  دقيقه   2 ،72 C º و  دقيقه   1 ،57 C º 1دقيقه، 
براى  دقيقه  نهايت 5  در  و  چرخه  يك  ميزان  به  دقيقه   10 ،72 C º

رساندن دماى C º 72، به دماى محيط). 

PCR-RFLPبا روش مولكولي CMT1A نحوه تشخيص بيماران
نقطه داغ 12 براي نواحي انفصال13 در 3/2 كيلوبازي ناحيه تكراري
خود  به  بيماري  دراين  را  بازآرايي  موارد  حدود٪75  كه    CMT1A
موارد  اكثر  كه   1 نوع  اور  كراسينگ  داغ  نقطه  مي دهد.  اختصاص 
كراسينگ نابرابر در اين ناحيه صورت پذيرفته و نقطه داغ كراسينگ 
اور نوع 2 با احتمال كراسينگ اور نابرابر كمتر كه در قسمت ديستال 
دو  بين    PMP22ژن است.  گرفته  قرار   CMT1A تكراري توالي 
توالي تكراري كه بسيار به هم مشابهند، قرار گرفته كه اصطلاحا به 
آنها نواحي ديستال و پروكسيمال توالي تكراري CMT1A مي گويند 

.(8)
مي باشد   PCR-RFLP تحقيق  اين  در  مولكولي  روش   
پرايمر      شد.  استفاده  خاص  توالي  با  پرايمر  جفت  دو  از  كه 
(5AGGAGCCCTCAATCAGTGGAA3 ) كه نوكلئوتيد 
ناحيه  به  آن  اختصاصي  اتصال  به  منجر  پرايمر   3  OH نزديك   A
 C پرايمر  يعني  آن  مكمل  پرايمر  و  شده  تكراري  توالي  ديستال 

5. Stork leg
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8. Drop wrist
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10. Duplication
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12. Hot spot
13. Breakpoint
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اين  مي باشد.   (ACAAGAGTTCAAGTAACTTGC)
جفت پرايمر ناحيه ديستال توالي تكراري الل سالم و همچنين ناحيه 

نوتركيب الل فرد بيمار نوع 1 را پوشش مي دهد.
اور  كراسينك   2 نوع  كه  استفاده  مورد  پرايمر  ديگر  جفت 
نام  به  پرايمري  از  مي كند  شناسايي  را  بيماري  اين  در 
 (5 ACAGATGGAATAGTAGAGCTCACTC 3 ) B
شدن  اختصاصي  منجر به  آن   3  OH به  نزديك  انتهايي  باز   6 كه 
اين پرايمر براي ناحيه پروكسيمال مي شود و پرايمر مكمل آن يعني 
ناحيه   D (TGCTTCGTTGAGAGAAACAG) پرايمر 
پروكسيمال الل فرد سالم و همچنين ناحيه نوتركيبي الل فرد بيمار 
نوع 2 را نيز پوشش مي دهد. در اين روش براي تميز دادن فرد نرمال 
از بيمار از اثر آنزيم هاي محدود الاثر بر روي محصولات PCR اين 

جفت پرايمر مي توان بهره جست (8).

محصولات بدست آمده از PCR را روي آگارز 1/5٪ الكتروفرز شدند 
و پس از مشاهده باندهاي حدود 2 كيلوباز (براي B و  D) 1604جفت 
باز (و براي  AوC (1986 جفت باز)) نمونه ها پس از تائيد باند براي 
 (D و B حاصل از پرايمرهاي PCR براي محصول) هضم آنزيمي

طبق دستور زير آماده  شدند:
10 μl PCR Product + 1μl Nsi1 + 2μl buffer Nsi1 + 
7μl H2o = 20 μl

براي محصول PCR حاصل از پرايمرهاي A و C طبق دستور زير 
عمل شد:

 10 μl PCR Product + 1μl Nsi1 + 2μl buffer Nsi1 +
1μl Acc1 + 2μl buffer Acc1 + 4μl H2o = 20 μl

هضم  براي  همزمان  آنزيم  دو  از  كه  روشي  در  كه  اين  مهم  نكته   
آنزيمي استفاده مي شود حتما بايد دو بافر و آنزيم هاي مورد استفاده 
از يك شركت خريداري شوند بدين دليل كه هر دو آنزيم همزمان 
بتوانند در دو بافر بخوبي عمل كنند. سپس اين محصولات به مدت 

12 ساعت در دماي 37 درجه انكوبه شد.
و  سالم  فرد  يك  از  همواره  ما  مورد  افراد  بر  علاوه  روش  اين  در    
بيمار به ترتيب به عنوان كنترل منفي و مثبت استفاده گرديد. پس 
از انجام PCR به وسيله جفت پرايمرهاي مورد نظر براي تشخيص 
نوتركيبي در ناحيه ديستال از آنزيم Nsi1 استفاده شد. بعد از هضم 

تشخيص  براي  آگارز  ژل  روي  را  آمده  بدست  محصولات  آنزيمي 
بهتر روي ژل آكريل آميد (8٪ و 12٪) برده و از روي الگوي متفاوت 
برش به تشخيص فرد بيمار اقدام شد . همانطوري كه در شكل3-2 
مشاهده مي شود درمحصول PCR الل فرد سالم بعد از هضم آنزيمي 
 PCR هيچ برشي صورت نگرفته (1986 جفت باز) ولي درمحصول
بيماران CMT1A از نوع 1 آنزيم اثر كرده و در ژل علاوه بر باند 
1986 جفت بازي باندهاي 197 و 1789 جفت بازي حاصل هضم 

آنزيمي ديده مي شود (شكل1).
 براي بررسي بيماران CMT1A نوع 2 از هضم آنزيمي محصول 
PCR  حاصل از جفت پرايمرB  و D (1604 جفت باز ) كه علاوه 
بر ناحيه پروكسيمال، منطقه نوتركيبي دراين ناحيه را پوشش مي دهد، 
استفاده شد. الگوي باندي كه حاصل از هضم آنزيمي توسط دو آنزيم 
بيمار  فرد  الل  در  كه  است  صورت  بدين  مي باشد،   Acc1 و  Nsi1
(باندهاي  دارد  وجود   Acc1 آنزيم براي  شناسايي  جايگاه  يك  فقط 
336 و 1258 را ايجاد مي كند) ولي در محصول PCR الل فرد سالم 
هر دو جايگاه برشي براي اين آنزيم ها موجود مي باشد و بعد از هضم 
 Nsi1 علاوه پرباند 1258، باندهاي 265 و 71 كه حاصل عمل آنزيم

مي باشد را نيز مشاهده مي كنيم. شكل(2). 
علت  به  بيماري  اين  به  مبتلا  افراد  از   ٪30 حدود  روش  اين  در 
نوتركيبي هاي جديد در اين ناحيه و همچنين افراد مبتلايي كه براي 
اين بيماري هموزيگوت مي باشند را نمي توان با اين روش تشخيص 
 MLPA داد.  در اين موارد از روش هاي تشخيصي مكملي همچون
(براي انجام اين آزمايش نمونه ها به خارج از كشور ارسال گرديد و 
 MRC Holland (SALSA شركت MPLA سپس توسط كيت

(MLPA KIT P033-B2 CMT1 مورد بررسى قرار گرفتند.
 CMT1 تقريبا 50٪ كل انواع CMT را تشكيل داده و منجر به 
ايجاد ناهنجاري هاي غلاف ميلين مي شوند.  از 67 بيمار مورد بررسي 
با استفاده از روش PCR-RFLP  تنها در 16 بيمار پديده مضاعف 
شدگي در ژن PMP22 تشخيص داده شد. لازم به ذكر است كه 
همچنين  و  شدگي  مضاعف  ناحيه  در  جديد  نوتركيبي هاي  دليل  به 
هموزيگوت بودن افرد مورد مطالعه اين روش تشخيصي تا 70٪ قابل 
مكمل   تشخيصي  روش  از  مانده  باقي   ٪30 براي  و  بوده  اطمينان 
MLPA(براي انجام اين آزمايش نمونه ها به خارج از كشور ارسال 
بدلايلي  استفاده  مورد   PCR-RFLP روش  شد.  استفاده  گرديد) 
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شكل1-الگوي محصول PCR الل سالم و بيماران CMT1A از نوع 1 بعد از هضم آنزيمي

شكل 2-  الگوي محصول PCR الل سالم و بيماران CMT1A  از نوع 2 بعد ازهضم آنزيمي
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مورد مطالعه قرار داد.

بحث:
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بسياري  مانند  مي باشد.   1:2500 شيوع  با  انسان  محيطي  عصبي 
در   CMT در  مولكولي  تشخيص  ژنتيكي،  بيماري هاي  از  ديگر 
اثر  در  كه   CMT1A مانند  بيماري  شايع  انواع  به  كشورها  اكثر 
اثر  در  كه   HNPP بيماري  و   17p11.2-p12 شدگي  مضاعف 
حذف 17p11.2-p12 ايجاد مي شود، محدود مي گردد. با وجوديكه 
ميانگين فراواني مضاعف شدگي 17P11.2-P12 در بيماران مبتلا 
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براي  كشور  يك  در  يا  و  منطقه  يك  در  جهش ها  توزيع  تخمين 

تشخيص مولكولي خاص ضروري به نظر مي رسد. 
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