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 زنجان  شهر MS به مبتلا بیماران در-4IL ژن منطقه پروموتری
 

 3شیرازی هدایتیان ،2ساناز مهمازی ،1میرزا احمدی سینا

 ایران ،زنجان و عضو هیئت علمی دانشگاه آزاد اسلامی، ژنتیک مولکولی -زیست شناسیگروه استادیار 1
 ایران ،زنجان و عضو هیئت علمی دانشگاه آزاد اسلامی، لکولیژنتیک مو -زیست شناسیگروه استادیار 2

 ایران ،زنجان کارشناسی ارشد زیست شناسی گرایش ژنتیک دانشگاه آزاد اسلامی،7

 

 چکیده 

ها را در سیستم اعصاب مرکزی درگیر  بیماری مولتیپل اسکلروز یک بیماری خود ایمنی است که غلاف میلین اطراف نورون

فی اعم از فاکتورهای محیطی و فاکتورهای ژنتیکی در بروز آن دخیل هستند. در ایجاد این بیماری کند. عوامل مختل می

مورفیسم  شوند. وجود پلی بادی می و آنتی IL-13هایی مانند  نقش مهمی دارند و باعث ترشح سیتوکین Bو  Tهای  لنفوسیت

تواند بر میزان بروز بیماری تاثیرگذار باشد. در این  هایی که در بروز این بیماری دخیل هستند می تک نوکلئوتیدی در ژن

با شیوع بیماری در جمعیت ایرانی )شهر زنجان( بررسی  IL-13های موجود در ناحیه پروموتری ژن  مورفیسم مطالعه تاثیر پلی

-PCRکنیک از آن صورت گرفت. سپس ت DNAهای خون از بیماران و افراد سالم گرفته و سپس استخراج  شد. ابتدا نمونه

RFLP مورفیسم هضم آنزیمی انجام  ها انجام و در آخر جهت بررسی وضعیت ژنوتیپی افراد از نظر وجود پلی برای تمامی نمونه

 یابی شدند. توالی DNAهای  ها تعدادی تز نمونه شد. جهت تائید داده
 

 MS: بیماری مولتیپل اسکلروز، خود ایمنی، بیماریکلمات کلیدی
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 مقدمه

. در گذشته اطلاعات (1)کند  نوعی بیماری التهابی است که سیستم عصبی مرکزی را درگیر می MSتیپل اسکلروز یا مول

رابرت کارسول و ژان کروویلهیر آسیب وارده به نخاع را بیان کردند و  1373چندانی درباره این بیماری در دست نبود. در سال 

ها آقای توماس ریورز  نست افراد مبتلا به این بیماری را شناسایی کند. پس از آندکتر ژان مارتین شارکوت توا 1383در سال 

 17پروتئینی با وزن  IL-13 .(2)شود  مشخص کرد که این بیماری در اثر نقص در سیستم ایمنی ایجاد می 1375در سال 

از اتصال به رسپتور . این پروتئین پس (3)شود  قرا دارد کد می 5کیلودالتون است و توسط  ژنی که بر بازوی بلند کروموزوم 

IL-13Rα1  به رسپتورIL-4Rα دمین سیتوپلاسمی رسپتور (3)دهند  متصل شده وتشکیل رسپتور هترودایمر را می .IL-

13Rα1  وIL-4Rα  به ترتیب باعث فعال شدن تیروزین کینازJAK2/Tyk2  وJAK1 این تیروزین (10)شوند  می .

شده که در مرحله بعد دو مولکول فسفریله شده  SATAT6کینازها خود باعث فسفریله و فعال شدن فاکتور رونویسی 

STAT6 های مرتبط با  مودایمر را داده وارد هسته شده و منجر به رونویسی از ژنتشکیل یک هIL-13 تا (11)گردند  می .

و بروز  IL-13های تک نوکلئوتیدی زیادی برای این ژن شناسایی شده است که باعث تغییر بیان ژن  مورفیسم کنون پلی

 مورفیسم تک نوکلئوتیدی . هدف از مطالعه حاضر بررسی ارتباط بین سه پلی(12)شوند  می MSهای مختلف از جمله  بیماری

-1055C/T- ،-1112C/T  1015وA/C  موجود در ناحیه پروموتری ژنIL-13  با بروز بیماریMS  در افراد بیمار شهر

 باشد. زنجان می

 

 مبانی نظری

 بیماری مولتیپل اسکلروزیس و تاریخچه آن

MS های اطراف نورون ابی بوده که میلینترین بیماری الته شایع ( های سیستم عصبی مرکزی یاCNS)1 (1)کند  را درگیر می .

رابرت کارسول و ژان کروویلهیر هر یک به طور مستقل آسیب خاص به عنوان یک بیماری شناخته شد.  MS، 1373در سال 

رتین شارکوت، پدر علم عصب شناسی مدرن، اولین آقای ژان ما 1383ها در سال  وارده به نخاع را کشف کردند و پس از آن

به عنوان یک بیماری تشخیص داد بلکه راهی برای شناسایی افراد مبتلا به آن نیز ارائه کرد اما  را MSکسی بود که نه تنها 

 نتوانست راه درمانی مناسبی را برای آن پیدا کند.

 MSعلائم بیماری 

MS  تراریخی،  کنرد. از لحرا     سیستم اعصاب مرکزی شامل مغز و نخاع را درگیرر مری  یک بیماری خود ایمنی بوده و در اصل

شناخته شده بودند. حمرام آب   MSخلق و خوی نامناسب به عنوان علائم رایج بیماری خستگی، اختلال شناختی، افسردگی و 

گرفرت و در   قررار مری   درون وانری از آب داغ  MSبود. بدین طریق که فرد مشرکو  بره    MSترین روش تشخیص  داغ ابتدایی

این افراد دارای ناتوانایی جسمی و نقایصری   شد. مورد تائید واقع می MSصورت بدتر شدن علائم موجود در فرد، وجود بیماری 

 .(15)باشند  در حرکت، حس و عملکرد شناختی می

 MSاشکال مختلف بیماری 

را  MSدرصد از موارد  35گردد. دوره عود و بهبود بیماری که تقریبا  بندی می به چهار دوره طبقه MSبه طور کلی بیماری 

دهد )زمانی که بیماری  رخ می 7:1تا  2:1سال بوده و در زنان نسبت به مردان بین  45تا  20شود. سن وقوع آن بین  شامل می

 (.2(RRیابد ) ا چند هفته عود کرده و مجددا طی چند ماه تا چند سال به طور کامل یا ناقص بهبودی میطی چند روز ت

 شوند می MSفاکتورهای محیطی که باعث تشدید بیماری 

شوند تقریبا نه همیشه فاکتورهرای محیطری هسرتند نره ژنتیکری چراکره سراختار         می MSفاکتورهایی که باعث آغاز حملات 

در فرردی   MSها تاثیرگذار باشند و مشخص کنند که آیرا   توانند بر آن هر زمان ثابت بوده و عوامل محیطی می ژنتیکی فرد در

                                            
1
 Central nervous system 

2
 Relapsing-remitting MS 
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 .(13)کند یا خیر  است بروز می MSکه از نظر ژنتیکی مستعد ابتلا به 

 بارداری

در سه ماه اول و دوم بارداری و افزایش غیر معناداری در نرخ عود  MSزان حملات بر اساس مطالعات کاهش معناداری در می

درصد در حین  45بیماری در طی سه ماه اول پس از زایمان دیده شده است. ترخ عود بیماری به طور معناداری تا حدود 

درصد در سه ماهه اول پس از  54بارداری به خصوص طی سه ماهه سوم کاهش یافته و این میزان به طور چشمگیری تا حدود 

 یابد. افزایش می -در برخی مطالعات دیگر-زایمان

 ها عفونت

در فردی که با سابقه سندرم عفونی مرتبط با روده یا سیستم تنفسی نسبت به زمانیکه فرد عراری از ایرن    MSاحتمال تشدید 

 .(13)بابد  ها است به طور معناداری افزایش می عفونت

 واکسیناسیون

 MSتوانرد در زمران برروز حمرلات      و آنفولانزا مری  Bاند که واکسیناسیون نسبت به ویروس هپاتیت  برخی مطالعات نشان داده

 .(22, 13)تاثیرگذار باشد 

 شوند می MSفاکتورهای محیطی که باعث ایجاد بیماری 

کنرد، دخیرل    اش تجربره مری   در ایجاد این بیماری اینتراکشن بین زمینه ژنتیکی فرد و شرایط محیطی که فرد در طول زندگی

 است.

 3(EBVبار ) ویروس اپشتاین

. بر اساس نظریه اول تماس یا عفونرت  5و نظریه شیووع 4فلج اطفال-ارد: نظریه بهداشتوجود د  MSدو نظریه در رابطه با علت

شرود امرا تمراس در     می MSهای اولیه دوران کودکی باعث محافظت بدن در برابر بیماری  ویروسی با عامل سببی در طی سال

از طریق عامل پاتوژنی  MSیق نظریه دوم گردد. بر ط بزرگسالی )پس از دوران کودکی( با همان عامل ویروس باعث بیماری می

 MSانرد کره در برروز     های مختلفی شرناخته شرده   افتد. ویروس وجود دارد، بیشتر اتفاق می MSکه در نواحی با فراوانی بالای 

و فعال شدن آن و نیز  Bباعث عفونت مداوم سلول  EBVاست. تماس با  EBVها  ترین آن ترین و مهم دخیل هستند اما شایع

وجرود دارد کره دارای همولروژی برا اپیترو        EBVشود. از طرفی دیگر یک توالی پرنج پپتیردی در آنتری ژن     ها می ثیر آنتک

گردد. آلفا بی کریستالین یک جزء از آنتری   می 8همچنین باعث القاء بیان آلفا بی کریستالین EBVپروتئین اصلی میلین است. 

 .(27)شود  ابنرمال بیان میبه صورت  MSژن خودی است که در مغز بیماران 

 Dکمبود ویتامین 

در مناطق جغرافیرایی   MSفاکتورهای خطر مهمی هستند که بر میزان وقوع  Dقرار گرفتن در معرض آفتاب و میزان ویتامین 

در سرم است در سرم  Dکه یک مارکر ویتامین  D(OH)25شواهد نشان داده که هرچقدر میزان  باشند. مختلف تاثیرگذار می

 .(24, 13)کمتر است  MSافراد بیشتر باشد شیوع 

  MSبیماری  فاکتورهای ژنتیکی دخیل در

تنها ناشی از یک ژن نیست و چندین ژن در ایجاد آن دخیل  MSاست.   MSترین فاکتور خطر  زمینه ژنتیکی فرد مهم

است اما  3(HLA class IIهستند. در حالیکه بزرگترین عامل ژنتیکی مربوط به آنتی ژن لولوکسیت انسانی کلاس دو )

 HLAهای  . الل(25)انی کلاس یک نیز به طور مستقل نیز تاثیرگذار است لوکوس دیگری مربوط به آنتی ژن لوکوسیت انس

شوند  های دخیل در ایمنی ذاتی بیان می که در سلول DRB1*1303و  DRB1*1501 ،DRB1*0301کلاس دو شامل 

                                            
3
 Epstein-Barr virus 

4
 Poliomyelitis-hygiene hypothesis 

5
 Prevalence hypothesis 

6
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7
 Human leukocyte antigen class II 
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با ریسک کاهش یافته آن در ارتباط  A2شامل  HLA class Iکلاس یک  HLAهای  و الل MSبا ریسک افزایش یافته 

 هستند.

 MSجغرافیای بیماری 

MS باشد. میزان برروز آن در دوران   هایی از استرالیا می و بخش یک بیماری نسبتا شایع در اروپا، ایالات متحده، کانادا، نیوزلند

رسد )در زنان حردود   سالگی به اوج خود می 40تا  20سالگی به سرعت افزایش یافته و بین سنین  13کودکی کم و بعد از سن 

یوع بیمراری بره آرامری    نفر در آمریکا به آن مبتلا هستند. پرس از آن شر   75000دهد( و تقریبا  دو سال زودتر از مردان رخ می

در زنران نسربت بره     MSشود. مطالعات نشران داده وقروع    سال کمتر دیده می 50سال و بیشتر از  50کاهش یافته و در افراد 

مراه اول پرس از زایمران     7به خصروص در طرول    تر هستند حساس MSزنان نسبت به مردان به برابر است.  5/2تا  5/1مردان 

(18)  . 

 در سراسر جهان MSشیوع 

در آسیا،  MSنفر زن و نسبت کمتری برای مردان است.  200در  1حدود  MS، ریسک MSهای با خطر بالای  در جمعیت

با افزایش  MSمناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری شیوع بسیار کمتری دارد. در مناطق با آب و هوای معتدل میزان بروز 

. در آمریکای شمالی و اروپای شمالی شیوع (23)یابد  در جنوب خط استوا، افزایش می عرض جغرافیایی، هم در شمال و هم

یک بیماری ناهمگن با پاتولوژی پیچیده بوده و عوامل  MS . (7)نفر است  100000نفر از هر  200تا  80این بیماری 

لامت اقتصادی و اجتماعی به طور قابل توجهی بر شیوع آن در سراسر جهان تاثیرگذار هستند. بر اساس گزارش سازمان س

 . (70)( 1برند )شکل  رنج می MSهزار نفر در سراسر جهان از دو میلیون و سیصد  2017در سال  3(WHOجهانی )

 
 (33)در سراسر دنیا  MS. شیوع 1 شکل

 در ایران MSشیوع 

کننررد بنرابراین بیومارکرهررایی کرره   بره دوره بیمرراری و تظراهرات بررالینی آن کمررک مری    MSفرآینردهای پاتوفیزیولوژیررک در  

هرای   سازی پاسخ بینی روند بیماری و بهینه دهنده وقوع این بیماری هستند، به صورت قابل توجهی امکان تشخیص، پیش نشان

قرار داشته باشد. با این حال، مطالعرات   MSمنطقه کم خطر از نظر شیوع  شود که ایران در ور میکنند. تص درمانی را فراهم می

نفرر   100000است و از هرر   MSو تحقیقات اخیر در برخی از شهرها مانند اصفهان، حاکی از ریسک متوسط تا شدید بیماری 

(. همچنین کمبود 1باشد )جدول  ( می8/37اصفهان ) نفر و بیشترین آن مربوط به 13کمترین شیوع مربوط به شهر گلستان با 

در  MSتررین دلایرل شریوع     دهد. یکی از مهرم  را در بین ایرانیان افزایش می MSو سیگار کشیدن ریسک ابتلا به  Dویتامین 

نرد و  سال قررار دار  70تا  15ایران، سن جمعیت به عنوان یک عامل مهم است چرا که اکثریت جمعیت ایران در محدوده سنی 

 باشد.   بیماری در جوانان بیشتر شایع می

در شمال غرب ایران در حد متوسط است. همچنین در تهران، بیماران مجرد در مقایسه با بیماران طلاق گرفته یرا   MSشیوع 

 .(4)باشد  MSرسد در سطح بالاتری از نظر ابتلا به  اند، به نظر می بیمارانی که همسر خود را از دست داده

                                            
8
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 (4) 2314در شهرهای مختلف ایران تا سال  MS. شیوع 1جدول 

 
   MSنقش سیستم ایمنی ذاتی در 

در نقاط آسیب در هر  MSهای اصلی هستند که در بیماری  و ماکروفاژها سلول ای مانند میکروگلیا های تک هسته فاگوسیت

 Bو  Tهای  های سیستم ایمنی اکتسابی مانند سلول ها با سلول . این سلول(71)و پیشرفته بیماری حضور دارند  RRدو فاز 

ها عمدتا مسئول  توانند باعث التهاب عصبی در بافت آسیب دیده شوند. مثلا فاگوسیت دهند اما با این وجود می می واکنش

زان آسیب آکسون در ارتباط است. ها به طور مثبتی با می آسیب میلین و حذف آن و نیز آسیب آکسون بوده و تعداد این سلول

منبع اصلی استرس اکسیداتیو، یک نوع مکانیسم آسیب است که به  MSماکروفاژها و میکروگلیای فعال شده در بیماری 

 .(72)کند، هستند  کمک می MSپاتولوژی جسم سفید و خاکستری در بیماری 

 MSنقش سیستم ایمنی اکتسابی در 

های دندریتیک  ها و ریه توسط سلول هایی که با محیط خارج از بدن در تماس هستند مانند پوست، روده ها در بافت پاتوژن

دهند. در  ارائه می Tهای  ها را به سلول های لنفاوی مهاجرت کرده و این آنتی ژن ها به گره سل شوند. دندریتیک پردازش می

های محلول توسط  ژن های ارائه دهنده آنتی ژن پس از دریافت آنتی نیز به عنوان سلول Bهای  های لنفاوی سلول گره

در یک واکنش بدوی مرکزی )یک  Bو  Tهای  توانند عمل کنند. در نتیجه اینتراکشن بین سلول می Bهای سلول  رسپتور

های سوماتیک زیادی قرار گرفته و نوترکیبی تغییر  ، تحت جهشها تکثیر شده ریزی شده است که در آن سلول فرایند برنامه

بادی بالغ شده و به بافت مغز  کننده آنتی های ترشح تکثیر شده و به پلاسماسل Bهای  دهد( سلول ها رخ می کلاس برای آن

 کنند. استخوان یا بافت التهاب دیده مهاجرت می

   IL-13پروتئین 

IL-13  کیلو 17دارای وزن مولکولی( دالتونkDa و )ی مارپیچ آلفا چهار دسته (helix-alpha bundle) باشد. لوکوس  می

در نزدیکی یکدیگر و  IL-13و  IL-4 ،IL-5های  های مختلف حفظ شده و ژن از لحا  ساختاری بین گونه Th2سایتوکین 

باشد و  اینترون می 7اگزون و  4در انسان دارای  IL-13. ژن (3)در موش قرار دارند  11در انسان و  5بر روی کروموزوم 

 .(43)اسید آمینه تشکیل شده است  172کند که از  ای را کد می پروتئین غیرگلیکوزیله

 مروری بر مطالعات و تحقیقات انجام شده 

IL-13  5قرار دارد،  5در انسان توسط ژنی که بر بازوی بلند کروموزوم شمارهq31جفت باز  2373شود. طول این ژن  ، کد می

( برای پروموتر این ژن و زیرواحدهای رسپتور آن شناسایی شده SNPمورفیسم تک نوکلئوتیدی ) بوده و تاکنون چندین پلی

 IL-4/-13، مسیرهای انتقال پیام رسپتور IL-13های مختلفی در ارتباط هستند چرا که بر تنظیم عملکرد  ست که با بیماریا

مورفیسم تک  . برای مثال پلی(53)ها و التهاب اثرگذار هستند  و اتصال لیگاند به رسپتور و در نتیجه احتمال ابتلا به بیماری

ژن  5')در ناحیه مجاور انتهای  rs1800925( و IL-13ژن  170و موقعیت باز  4)در اگزون شماره  rs20541نوکلئوتیدی 

IL-13 قرار دارند و به ترتیب باعث تغییر باز )G  به بازA  و بازC  بهT گردند. این  میSNP ها فعال شدنSTAT6  و

مورفیسم تک  ای مروری ارتباط بین پلی . در مطالعه(53)کنند  تر می درون سلولی آن را نیز طولانی مسیرهای انتقال پیام

کار تحقیقاتی  28موجود در اینترون سوم و احتمال ابتلا به آسم را پس از بررسی  1923C/T (rs1295686)+نوکلئوتیدی 

نشان داد فرد سالم به عنوان گروه کنترل گزارش شد. نتایج بررسی  42402فرد بیمار )مبتلا به آسم( و  13842انجام شده بر 
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در سرم افراد بیمار در مقایسه با گروه  IgEبا ریسک افزایش یافته آسم و افزایش میزان  CCو  TT ،CTهر سه ژنوتیپ 

ای مکانیسمی که طی آن این واریانت ممکن است منجربه آسم  در مطالعه  .(43)داری در ارتباط است  کنترل به طور معنی

نسبت به نوع  IL13Q130شود مورد بررسی قرار گرفته است. پژوهشگران پس از انجام این مطالعات دریافتند که واریانت 

 IL-13Rα2رسپتور  وحشی آن باعث مقاومت افزایش یافته شده و ممکن است ناشی از میل اتصالی بالای این واریانت به

 . (51)باشد 

که در مراحل اولیه آن بودند  MSفرد مبتلا به  83روی  2014زاده و همکاران در سال  ای که توسط خانم سیفی در مطالعه

(RRMSو مقا )مورفیسم تک نوکلئوتیدی  فرد سالم انجام شد، ارتباط بین سه پلی 110ها با  یسه آنIL-13  شاملC-

1112T ،A-1512C  وG+2044A  با میزان خطر ابتلا بهMS های  بررسی شد. نتایج نشان داد که فراوانی ژنوتیپCC ،

CC  وAA های  و نیز اللC ،C  وA  درSNP های به ترتیبC-1112T ،A-1512C  وG+2044A  در افراد بیمار نسبت

مشاهده شد. بر طبق  MSو سن شروع بیماری  1112C-داری بین الل  باشد. همچنین ارتباط معنی به افراد سالم بالاتر می

در جمعیت بیمار مورد مطالعه ایرانی  MSو میزان حساسیت و ابتلا به  IK-13های مورد مطالعه SNPاین مطالعه بین 

که به  1112C>T-و  590C>T-مورفیسم  ای دیگر ارتباط بین دو پلی در مطالعه. (53)ی وجود داشت دار ارتباط معنی

 175( بررسی شد. در این مطالعه Type 2 diabetes mellitus) 2قرار دارند با دیابت تیپ  IL-13و  IL-4ترتیب در ژن 

ودند کنترل حضور داشتند. نتایج نشان فرد سالم به عنوان گروه که افراد هر دو گروه از مصر ب 35و  2فرد مبتلا به دیابت تیپ 

%( در افراد بیمار نسبت به افراد سالم 3/20) IL-13-1112 CC%( و 4/10) IL-4-590 CCداد فراوانی ژنوتیپ هموزیگوت 

%( در 7/38) IL-13-1112 CT%( و 2/32) IL-4-590 CT%( کمتر است اما فراوانی ژنوتیپ هتروزیگوت 3/58% و 43/47)

داری در  مورفیسم با توارث دیابت تیپ دو به طور معنی باشد و هر دو پلی %( می7/41% و 3/43تر از گروه سالم )این افراد بیش

ارتباط هستند. زمانی که در این مطالعه فاکتورهای جنسیت، سابقه خانوادگی بیماری و قومیت نیز در نظر گرفته شد تفاوت 

 .(80)داری در نتایج به چشم نخورد  معنی

-ILهای SNPباید مطالعات بیشتری بر روی دیگر  MSها در جلوگیری یا ابتلا به SNPبا این وجود برای تعیین نقش دقیق 

 ها انجام شود. و سایر سیتوکین IL-13های مربوط به رسپتور  مورفیسم و نیز پلی 13

 مواد و روش ها

 این مطالعه به ترتیب شامل مراحل زیر است:

 محیطی آوری نمونه خون جمع -

 با استفاده از کیت DNAاستخراج  -

 طراحی پرایمرها -

 مراز ای پلی واکنش زنجیره -

 هضم آنزیمی -

 توالی یابی -

 های مورد نیاز  طرز تهیه محلول

 های زیر نیاز است: و الکتروفور به محلول DNAجهت استخراج 

   TAE (50Xطرز ساخت محلول )

 یونیقدرت  یرتحت تاث DNAشود تا میدان الکتریکی را به جریان بیاندازد.  ریخته میمحلولی است که داخل تانک الکتروفورز 

و EDTA (TAE)3یس، استیک اسید و تربافر حاوی کند. بافر الکتروفورز انواع مختلف دارد. از جمله  یبافر در ژل حرکت م

اتاق  یو در دما شوند یساخته م یظغل یها الکتروفورز در محلول یبافرها .EDTA (TBE)10نیز بافر حاوی تریس، فسفات و 

 .شود یالکتروفورز ژل آگارز استفاده م یبرا TAE. به طور معمول از بافر گردند می یرهذخ

                                            
Tris base/Acetic acid/EDTA buffer 

9
  

Tris base/Borate/EDTA buffer 
10
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به آن اضافه  یردو بار تقط آب  یترل یلیم 400 یزانوزن و به م یسب یسگرم پودر تر 242ابتدا ، 50X TAE جهت تهیه بافر

یتر ل یلیم 1/53که محلول شفاف شد، مقدار  . پس از آنگردیدپودر در آن حل  11استیررگاه و با استفاده از مگنت و دست شد

 100. سپس مقدار شدانجام  یمیاییهود ش یردر ز یپتوردستگاه پ یلهبه وس ارک ین. اشدبه آن اضافه  یداس یکاست گلاسیال

که بافر مورد استفاده در  ییجا . از آنسانده شدر یترل یلیم 1000به آن اضافه و سپس به حجم مولار  EDTA 5/0 یترل یلیم

 بود میاستفاده به عنوان بافر الکتروفورز لازم  یبرا هشد یهمحلول ته ،است TAE 1Xساختن ژل آگارز  ینالکتروفورز و همچن

 شود. یقبار رق 50که 

 طرز ساخت بافر لودکننده

هرا و ردیرابی آن در میردان الکتروفرورز اسرتفاده       چاهرک جهت لود کردن آن در داخرل   DNAاز این بافر برای سنگین کردن 

با هم مخلوط گردیرد و در   DDWمیلی لیتر  50میلی لیتر گلیسرول و  15گرم برموفنل بلو،  025/0شود. برای ساخت آن  می

 دمای اتاق نگهداری شد.

 های مورد مطالعه تهیه نمونه

به عنوان گرروه مرورد کره     MSفرد مبتلا به بیماری  70د نظر شامل شاهد استفاده شد. افراد مور-در این مطالعه از روش مورد

و بره   74فرد سالم به عنوان گرروه شراهد بودنرد. میرانگین سرن افرراد بیمرار         70ها توسط پزشک تائید شده بود و  بیماری آن

   سال بود. 43بیمارستان ولیعصر شهر زنجان ارجاع داده شده بودند. همچنین میانگین سن افراد سالم 

  گیری نمونه

 C° 4های خرون در یخچرال    ریخته شد. نمونه EDTAهای حاوی ماده ضد انعقاد  سی سی خون گرفته و در لوله 7از هر فرد 

)برای استفاده پس از چند روز( نگهداری و بعد توسط ظروف عرایق حررارت    -C° 20)برای استفاده سریع( و یا در فریزر دمای 

 نامه از بیماران گرفته شد.  ها قرار گرفت و رضایت نامه منتقل شدند. اطلاعات تکمیلی در پاسخحاوی یخ به آزمایشگاه ژنتیک 

 از خون DNAاستخراج 

انجام شد. خونی که  GeneAll® ExgeneTM Blood SV miniهای خون با استفاده از کیت از نمونه DNAاستخراج 

حالت انجماد خارج و تا قبل از استفاده بر روی یخ نگهداری از  C°73فریز شده جهت استفاده باید به سرعت در حمام آب 

 شود.

 DNAمراحل استخراج 

1- µl 20 از محلول پروتئیناز K  که در غلظت(mg/ml 20  در انتهای یک لوله سانتریفیوژ )درون کیت موجود استml 

یابد. چنانچه  نسبت مناسبی افزایش میبا  Kباشد، مقدار پروتئیناز  µl 200شود.چنانچه حجم نمونه بیشتر از  پیپت می5/1

از محلول  µl 40توان استفاده کرد و برای این مقدار از نمونه  از نمونه را می µl 400ها کم باشد، تا مقدار  تعداد سلول

 نیاز است. Kپروتئیناز 

2- µl 200   از نمونه را به لوله حاوی محلول پروتئینازK ز شود.اگر حجم نمونه کمتر ا منتقل میµL 200  باشد، با استفاده

 RNaseاز محلول  µl 20نیاز باشد،  RNAفاقد  DNAشود. چنانچه به  رسانده می µl 200حجم نهایی به  1X PBSاز 

بار پیپتاژ شده و در  7الی  2درون کیت موجود است( به نمونه اضافه و جهت مخلوط شدن با نمونه  mg/ml 20)در غلظت 

استخراج  DNAهمراه  RNAاضافه نشود،  RNase Aشود. چنانچه به نمونه محلول  نکوبه میدقیقه ا 2دمای اتاق برای 

 کند. های آنزیمی پایین دست را مهار می شده و واکنش

7- µl 200  از بافرBL  اضافه و به طور کامل ورتکس شده تا مخلوط شوند. سپس محلول حاصل را در دمای  7به لوله مرحله

C° 58  نکوبه و برای یکی شدن قطرات چسبیده به جداره لوله با محلول انتهای لوله، به طور مختصر اسپین دقیقه ا 10برای

اضافه شده به همان نسبت باید افزایش یابد. نسبت بافر  BLباشد، مقدار بافر  µl 200شود. چنانچه حجم نمونه بیشتر از  می

BL  خلوط کردن بافر باشد. جهت حصول نتیجه خوب م می 1:1به نمونه خون اولیهBL  .با مخلوط درون لوله ضروری است

                                            
Stirrer 

11
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 ی استخراج شده ندارد.DNAدقیقه هیچ اثری بر بهبود کیفیت  10انکوباسیون بیشتر از 

4- µl200  ( اضافه و ورتکس شده تا به طور کامل با محلول درون لوله مخلوط شود. سپس 4از اتانول مطلق به نمونه )مرحله

شود. چنانچه حجم نمونه  بیده به جداره لوله با محلول انتهای لوله، به طور مختصر اسپین میبرای یکی شدن قطرات چس

 یابد. باشد، مقدار اتانول مطلق اضافه شده بتانسب افزایش می µl 200بیشتر از 

xg 8000 (rpm 3000< )دقیقه در دور  1منتقل و برای  SVبا دقت به یک ستون  5مخلوط حاصل از مرحله  -5

شود. چنانچه حجم نمونه  آوری جدید استفاده می آوری دور انداخته شده و یک لوله جمع شود. سپس لوله جمع ریفیوژ میسانت

 SVشود. همچنین اگر مخلوط به طور کامل از فیلتر درون ستون  باشد، این مرحله دوباره تکرار می µl 200اولیه بیشتر از 

)با سرعت کامل( انجام خواهد  xg 17000رج شود سانتریفیوژ مجدد در دور بالای عبور نکرد، تا زمانی که کل محلول از آن خا

 اثری ندارد. DNAشد. سانتریفیوژ در این دور بر بهبود کیفیت 

8- µl 800  از بافرBW  به ستونSV  دقیقه و در دور  1اضافه و برایxg 8000  (rpm 3000< سانترفیوژ و بعد لوله )

نقاط رنگی مشاهده شد تا زمان ناپدید شدن رنگ این  SVچنانچه پس از سانتریفیوژ در ستون شود.  آوری تعویض می جمع

 اثری ندارد. DNAمرحله باید تکرار شود. سانتریفیوژ در این دور بر بهبود کیفیت 

3- µl300  از بافرTW  دقیقه در دور  1به ستون اضافه و برایxg 8000  (rpm 3000<سانتریفیوژ می )  شود. محتویات

 شود. مجدد درون آن گذاشته می SVآوری را دور ریخته و ستون  دورن لوله جمع

درون یک تیوب  SVدقیقه انجام و ستون  1برای   xg 8000جهت خارج شدن باقیمانده بافر شستشو سانتریفیوژ در دور  -3

ml 5/1 شود. تازه منتقل می 

3- µl 200  از بافرAE  شود. سپس در دور کامل برای  دقیقه در دمای اتاق انکوبه می 1یا آب استریل به نمونه اضافه و برای

 گردد. دقیقه سانتریفیوژ می 1

 استخراج شده DNAکیفیت و کمیت  ارزیابی

افقی بر  در حد مطلوب باشد. لذا از روش اسپکتروفتومتری و الکترفورز DNAمناسب باید غلظت و کیفیت  PCRجهت انجام 

 روی ژل آگارز استفاده شد.  

 روش اسپکتروفتومتری

اسرتفاده   12و میزان خلوص آن از نظر آلودگی به اسیدهای نوکلئیک و پروتئین از دستگاه نانوفتومتر DNAبرای بررسی مقدار 

لانردا از   1بعرد  لاندا آب مقطر در محرل مرورد نظرر در دسرتگاه گذاشرته شرد و        1شود ابتدا  Blankشد. برای اینکه دستگاه 

DNA     ی استخراج شده روی سطح پایه دستگاه )محل مورد نظر جهت قرارگیری نمونه( قرار داده شرد. جرذب در طرول مروج

ODی استخراج شده است. اگر DNAبه تنهایی بیانگر غلظت  280
 DNAاز  µg/ml 50بدست آید یعنی حدود  1مقدار  17

 DNAنرانومتر خوانرده شرد ترا خلروص       230در  DNAر به جرذب  نانومت 280در  DNAموجود است.  سپس نسبت جذب 

باشد. در صورتیکه نسبت جرذب بدسرت آمرده کمترر از ایرن       3/1-2می بایست بین  DNAبررسی گردد که این نسبت برای 

 DNAبه پروتئین و فنل و اگر بیشتر از مقردار ذکرر شرده باشرد بره معنری آلرودگی         DNAدهنده آلودگی  مقدار باشد نشان

 باشد.   می RNAبه

 روش الکتروفورز 

 بره  توجره  برا  آگارز، ژل درصد استفاده شد. حجم 1استخراج شده از روش الکتروفورز و ژل آگارز  DNAبرای بررسی کیفیت 

)کره از   1X TAEبرافر  سری سری از   100 برا  و وزن آگرارز  پودر گرم  1در این مطالعه .شود می تعیین الکتروفورز تانک اندازه

 یرک  و گرفرت  قررار  مغناطیسری  هیترر  روی مخلوط حاوی مخلوط شد. بشر بشر بدست آمده( در1X TAE  سازی بافر رقیق

 تا شد برداشته هیتر روی از بشر ،محتویات شدن شفاف از پس .شود بافر حل در آگارز خوبی به تا انداخته شد آن درون مگنت

 داخرل  ژل در گ فنل بلو به بشر اضافه شرد. سرینی  شد. مقدار مناسبی از رن خارج ربا آهن کمک به مگنت و شود خنک کمی
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 Nanodrop Spectrophotometer 
13

 Optical Density 
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 قررار  منفری  قطرب  نزدیک مربوطه شیار در سینی داخل ژل در هایی چاهک ایجاد منظور به شانه و داده قرار الکتروفورز تانک

 پلاستیکی ریخته شرد بره   سینی در داخل آرامی به شدن خنک کمی از پس آگارز محلول از مشخصی مقدار داده شد. سپس

نشرود. پرس از    ایجراد  ژل در هوا حباب دراین مرحله که شود دقت بایستی .شود متر میلی 2 تا 7 بین ژل ضخامت که یطور

خرارج شردند.پس از    سرینی  انتهای دو از ها آورده شد و نگهدارند بیرون ژل داخل از آرامی به شانه ژل بسته شد، که دقیقه 20

 سرطح ژل  روی متر میلی یک حدود ریخته شد بطوریکه الکتروفورز تانک داخل در 1X TAEبافر  قرارگیری ژل درون تانک،

 منبرع  به الکتروفورز تانک گردید بارگذاری ها چاهک درون و شده از بافر لودکننده مخلوط µl 1با  DNAاز  µl 5بپوشاند.  را

 جهرت عکسربراری در   و ج شرد خرار  تانک از ژل گرفت. صورت دقیقه 30 مدت به ولت 90 ولتاژ با الکتروفورز و متصل تغذیه

 گرفت. قرارGel Documentation دستگاه 
PCP 
 PCR. (81) موجود اسرت  NCBIها در سایت  در ژنوم انسان وجود دارد که اطلاعات مربوط به آن SNPمیلیون  23بیش از 

از  IL-13ر پرومروتر ژن  های مورد نظر د مورفیسم برای بررسی پلیباشد.  ها میSNPتکنیکی ارزان، ساده و دقیق برای بررسی 

همیشه با طراحی یک جفت پرایمر مناسب  PCRیابی فرستاده شد. واکنش  ها برای توالی استفاده و در آخر نمونه PCRروش 

بایرد   PCRشناسایی کنند آغاز می شود. جفت پرایمرهرای بره کرار رفتره در واکرنش       PCRرا در محصولات  SNPکه نقاط 

 (.  82تکثیر شود ) DNAحیه مورد نظر از طوری انتخاب شوند که تنها نا

 خصوصیات پرایمر مناسب

 نوکلئوتید باشد. 70تا  15طول پرایمرها باید بین  -1

 درصد باشد. 80تا  40باید بین  GCمحتوی بهینه  -2

اکه سه پیوند باشد تا پرایمر به طور محکم به رشته الگو متصل بماند. چر Cیا  Gپرایمرها باید دارای یک باز  7انتهای َ -7

 باعث محکمتر شدن این اتصال می شود. Cو  Gهیدروژنی بین باز 

پرایمر بالادست و پایین دست نباید مکمل هم باشند. همچنین در داخل خود پرایمرها نباید توالی مکمل وجود  7انتهای َ -4

 اختارهای سنجاق سری می شود. داشته باشد در غیر اینصورت باعث تشکیل ساختارهای ثانویه شامل دایمر پرایمر و س

(Tmدمای ذوب مناسب برای پرایمرها ) -5
تواند  گراد متفاوت است و این رنج می درجه سانتی 53گراد تا  درجه سانتی 52از  14

 5گراد نیز در مواردی تغییر کند اختلاف بین دمای ذوب پرایمر بالادست و پایین دست باید حدود  درجه سانتی 85تا  45بین 

 گراد باشد. سانتی درجه

یا  CCCCCCCیا تک بازی مانند  ATATATATیا  GCGCGCGCازوجود تکرارهای دو نوکلئوتیدی مانند  -8

AAAAAAA  در طول پرایمر باید جلوگیری شود چرا که این تکرارها ممکن است باعث رخ دادن سر خوردن در طول قطعه

ند. در صورت عدم امکان جلوگیری از حضور این تکرارها به دلیل و یا ایجاد ساختارهای سنجاق سری شو DNAدر حال سنتز 

 .(82)باز باشد  4بایست  الگو تعداد این بازهای تکراری می DNAچیدمان طبیعی 

(Taدمای اتصال ) -3
رکیب ساختاری پرایمرها بستگی دارد. این شود به طور مستقیم به طول و ت انتخاب می PCRکه برای  15

گراد زیر دمای ذوب پرایمرها باشد. یکی از پیامدهای پایین بودن بیش از حد دمای اتصال  درجه سانتی 5دما نباید بیشتر از 

 .(87)شود  می PCRدر واکنش  DNAباعث اتصال پرایمرها به نقاطی غیر از توالی هدف و در نتیجه تکثیر غیر اختصاصی 

 طراحی پرایمر

طراحی شدند. پس از طراحی پرایمرها، برای اطمینران از اینکره پرایمرر     Oligo7و  Primer3یمرها با استفاده از نرم افزار پرا

. برای (84)مورد بررسی قرار گرفتند  Blastکند، پرایمرهای منتخب با نرم افزار  طراحی شده فقط قطعه مورد نظر را تکثیر می

هپرایمرها اضرافه و بره آرامری پیپتراژ شردند ترا       تهیه غلظت استو  پرایمرها بر اساس پروتکل شرکت ... میکرولیتر آب مقطر ب

 3( مقردار  pmol/µl 10برسند. برای تهیه غلظرت کراربردی پرایمرهرا )غلظرت      pmol/µl 100یکنواخت گردند و به غلظت 
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 Melting temperature 
15

 Annealing temperature 
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 (.2میکرولیتر از استو  تهیه شده اضافه شد )جدول  1میکرولیتر آب مقطر استریل به 

 مشخصات پرایمر طراحی شده .2جدول 

ی دما 

ذوب 

 پرایمر

طول    

 محصول    

  (bp) 

طول  

 پرایمر

(bp) 

محتوای  
GC 
 پرایمر

 نام ژن    توالی پرایمر

  830  ′7- -′5  IL13    

  830  ′7- -′5   IL-13    

   PCRواکنش زنجیره ای پلی مراز یا 

PCR   روشی آنزیمی و ساده است که امکان افزایش تعداد یک قطعه خاصری ازDNA  ن تعرداد بسریار زیرادی قطعرات     را بری

DNA برای اولین بار کشف شرد. واکرنش    18توسط دکتر کری مولیس 1330کند. این تکنیک در سال  فراهم میPCR   طری

 (:2دو برابر می شود )شکل  DNAافتد و در هر بار تکرار شدن این سه مرحله تعداد مولکول  سه مرحله اساسی اتفاق می

قرار می گیرد ترا دو رشرته از    DNAواکنش تحت دمایی بالاتر از نقطه ذوب دو رشته مکمل که محلول  13فرایند واسرشت -1

 هم جدا شوند.

ی DNAیا اتصال که در آن دما کاهش می یابد تا جفت پرایمرهای خاص طراحی شده بره قطعرات    13فرایند هیبریداسیون -2

 الگو متصل شوند.  

مراز بتواند با اضافه کردن نوکلئوتیدها به پرایمرها، رشرته   پلی DNAا آنزیم که دما مجددا افزایش می یابد ت 13فرایند بسط -7

DNA  (85)را بسط دهد. 

 
 

  PCR. شکل شماتیک واکنش 2شکل 

 PCRش مراحل انجام واکن

 DNAسیکل تکثیر بعد از دناتوره شردن اولیره    70( 7میکرولیتر تهیه شد )جدول  70در حجم نهایی  PCRمخلوط واکنش 

 C 35°دقیقه در دستگاه ترموسایکلر رخ داد. هر سیکل شرامل یرک مرحلره دناتوراسریون در دمرای       7برای  C 35°در دمای 

ثانیه و یک مرحلره بسرط در    70سته به دمای ذوب جفت پرایمرها دارد برای ثانیه، یک مرحله اتصال که دمای آن واب 80برای 

دقیقه به عنوان سریکل آخرر انجرام شرد      3برای  C 32°ثانیه بود. یک مرحله بسط نهایی نیز در دمای  80برای  C 32°دمای 
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 Dr. Kary Mullis 
17

 Denaturation 
18

 Hybridization 
19

 Extension 
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احل روی یخ صورت پرذیرفت و  (. برای جلوگیری از آلودگی باید از وسایل استریل و دستکش استفاده شود. تمامی مر4)جدول 

به منظور تشخیص آلودگی یک میکروتیوب به عنوان کنترل منفی استفاده شد بدین صورت که در داخل آن تمامی مرواد ذکرر   

و  PCRهم حجم آن آب مقطر اضافه شرد. نهایترا بررای تائیرد محصرول       DNAشده در جدول ریخته شد ولی به جای نمونه 

 دگی از الکتروفورز ژل آگارز استفاده شد. اطمینان از عدم هر گونه آلو

 PCR. مواد لازم برای تهیه محلول واکنش 3جدول 

 نام ترکیب غلظت مصرفی غلظت نهایی
1X µl 5/2 10X PCR Buffer 

mmol 5/1-1 µl 35/0 MgCl2 

mmol 2/0 µl 5/0 Dntp 

pM 2/0 µl 5/0 Forward Primer 

pM 2/0 µl 5/0 Reverse Primer 

µl/unit 08/0 µl 7/0 Taq DNA 

Polymerase 

Enzyme 

- µl 10 dH2O 

ng 8/1 µl 4 Template DNA 

 برای تکثیر قطعه مورد نظر PCR. برنامه دمایی 4جدول 

 مرحله واکنش دما زمان تعداد سیکل

 دناتوراسیون اولیه C 35° دقیقه 7 1

 

 

          70 

 دقیقه 1

 

 ثانیه 70

 

 دقیقه 1

°C 35 

 

°C 82 

 

°C 32 

 دناتوراسیون

 

 اتصال

 

 بسط

 بسط نهایی C 32° دقیقه 3 1

 توقف کار دستگاه C 4° دقیقه 10 1

 DNA 23یابی توالی

در یک مولکول  Gو  A ،T ،Cشود که در آن ترتیب بازهای نوکلئوتید  هایی اطلاق می یابی به روش به طور کلی عبارت توالی

DNA های پر طرفدار در شناسایی  روشکند. در حال حاضر یکی از  را مشخص میSNP ها تعیین توالی مستقیمDNA 

ی مورد نظر مشخص شده،  هر نمونه درون ویالی که با برچسب حاوی اطلاعات مربوط به شماره نمونه PCRاست. محصول 

غلظت محصول ریخته شد. در فرم مخصوص تعیین توالی نیز اطلاعات مربوط به پرایمر مورد نظر، طول محصول حاصل از آن و 

PCR ها به همراه فرم مربوطه برای خوتنش توالی محصولات  وارد شد. نمونهPCR  به شرکت قرستاده شد. تعیین توالی با

  Finch TVانجام و نتایج توسط نرم افزار  ABI3100استفاده از دستگاه 

 خوانده شد. 

 اهداف تحقیق

 1015A/Cو  1055C/T- ،-1112C/T-م تک نوکلئوتیدی مورفیس ها )سه پلی اهداف علمی: شناسایی ارتباط جهش -
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 Sequencing 
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 MS( با بروز بیماری IL-13مربوط به ژن 

جلوگیری از  -7ها به نسل بعد  جلوگیری از انتقال این جهش -2ها ،  تشخیص افراد ناقل این جهش -1اهداف کاربردی:  -

 تظاهر فنوتیپ دارای جهش )تظاهر بیماری( در افراد ناقل الل دارای جهش

 اهمیت تحقیق

یک بیماری ژنتیک است اما فاکتورهای محیطی نیز در بروز آن دخیل بوده و شرایط اقلیمری نیرز    MSعلی رغم اینکه بیماری 

باشرد. در مطالعراتی کره     ها نیز بر بروز بیماری اثرگذار مری  مورفیسم توانند میزان بروز آن را تحت تاثیر قرار دهند. وجود پلی می

های مختلف مانند  ها با بیماری و ارتباط آن IL-13های ژن  مورفیسم کشورهای مختلف و پیرامون برخی پلی قبلا انجام شده در

-، -1055C/T-مورفیسرم   های آتوپیک پرداخته شده است. در این مطالعه سعی بر آن است که ارتباط برین سره پلری    بیماری

1112C/T  1015وA/C  منطقه پروموتری ژنIL-13 به در بیمارن مبتلا MS   ساکن شهر زنجان )ایران( بررسی و با گرروه

 کنترل مقایسه شود.

 فرضیات و سوالات پژوهشی

 در ارتباط است. MSبا ابتلا به بیماری  IL-13منطقه پروموتری ژن  1055C/T-مورفیسم تک نوکلئوتیدی  پلی -

 در ارتباط است. MSبه بیماری با ابتلا  IL-13منطقه پروموتری ژن  1112C/T-مورفیسم تک نوکلئوتیدی  پلی -

 در ارتباط است. MSبا ابتلا به بیماری  IL-13منطقه پروموتری ژن  1015A/Cمورفیسم تک نوکلئوتیدی  پلی -

 MSبا ابتلا به بیماری  IL-13واقع در ناحیه پروموتری ژن  1015A/Cو  1055C/T ،-1112C/T-مورفیسم  آیا سه پلی

 در ارتباط هستند؟

 گیریبحث و نتیجه 

 خصوصیات گروه بیماران

نفر  22نفر آن ها مرد و  3قرار داشتند مورد مطالعه قرار گرفتند که  MSبیمار که فازهای مختلف بیماری  70در این مطالعه 

زن قرار گرفتند. میانگین سنی  15مرد و  15سال  بود. در گروه کنترل نیز  74(. میانگین سنی افراد بیمار 5زن بودند )جدول 

 سال بود.  43اد گروه کنترل نیز افر

 رنج سنی افراد بیمار در مطالعه .5جدول 

 سن 70-20 40-70 50-40 30-50

 تعداد افراد بیمار 8 3 12 7

 DNAنتایج استخراج 

 
های بیمار )اندازه قطعه مورد نظر  ی استخراج شده با استفاده از نمونهDNAتصویری از ژل الکتروفورز  .3شکل 

bp073  و مارکر مولکولی 1الکتروفورز و ژل %bp1333) 

 بررسی نتایج حاصل از تعیین توالی پس از آنالیز آماری

جفرت براز    830بدست مری آیرد    PCRمورد نظر پس از واکنش  SNPطول قطعه ای که با استفاده از این جفت پرایمر برای 

واینبرر  از  -فاده شد. جهت بررسی تعادل هراردی است NCBIو سایت  Finch TVاست. تعیین توالی با استفاده از نرم افزار 

انجرام شرد. طبرق     22نسخه  SPSSو به صورت آنلاین استفاده شد. آنالیز آماری داده ها در نرم افزار  Snp analyserبرنامه 
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-و کرل جامعره مرورد مطالعره در تعرادل هراردی       MSجمعیت بیماران  A-1112Cمورفیسم  نتایج بدست آمده در مورد پلی

 باشند. واینبر  می-و کل جامعه در تعادل هاردی MSنیز جامعه بیماران  C-1510Aمورفیسم  ر  هستند. در مورد پلیواینب

 IL-13 -1112A>Cفراوانی اللی 

بروده اسرت. برا توجره بره       25/0و در گروه کنتررل   MS  ،43/0در افراد مبتلا به  Cفراوانی الل  A-1112Cمورفیسم  در پلی

001/0P= 47/7دار بوده و با توجه به  ری معنیاز نظر آماOR=  است نشان دهنده این مطلب است کره الرل    1که بالایC  در

 (. 1( )نمودار 8را افزایش دهد )جدول  MSتواند ریسک ابتلا به  این موقعیت می

 در دو گروه IL-13 -1112A>Cتوزیع فراوانی اللی  .0جدول 

 
OR (CI 90%) 

 
P-value 

  فراوانی الل

 گروه

(80=N) 
 )مینور( Cالل    

     (43=N) 

 Aالل       

    (32=N) 

(4/3- 8/1)47/7  

001/0 

(23)43/0 (72)57/0 MS 

 کنترل 35/0(44) 25/0(18)

 
 در دو گروه بیمار و کنترل 1112A/C-مقایسه ی الل های .1نمودار 

 IL-13 -1510C>Aفراوانی اللی 

از  =007/0Pبرود کره طبرق     25/0و در افراد نرمال  MS 43/0در افراد مبتلا به  Aلل فراوانی ا C-1510Aمورفیسم  در پلی

 (.2( )نمودار 3را افزایش دهد )جدول  MSتواند ریسک ابتلا به  در این موقعیت می Aدار بوده و وجود الل  نظر آماری معنی

 در دو گروه IL-13 -1510C>Aتوزیع فراوانی اللی  .7جدول 

 
OR (CI 90%) 

 
P-value 

   فراوانی الل

 گروه

(80=N) 
 )مینور( Aالل     

      (48=N) 

 Cالل 

(34=N) 

 

(3/8-5/1)20/7 

 

007/0 

(23)43/0 (72)52/0 (70 )MS  

 ( کنترل70) 35/0(44) 25/0(18)

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0.5

1

N MS

IL-13(-1112A/C) 

A allele C allele(minor)
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 در دو گروه بیمار و کنترل 1510C/A-مقایسه ی الل های  .2نمودار 

 IL-13 -1112A>Cی الل توزیع فراوانی ژنوتیپ

نفرر   3( و ACنفرر ژنوتیرپ هتروزیگروت )    13(، AAنفر دارای ژنوتیپ هموزیگوت نرمرال )  11نفر،  70در گروه بیمار از بین 

نفرر   7و  3، 13( بودند. در گروه کنترل فراوانی هر یک از سه ژنوتیپ بره ترتیرب   CCمورفیسم ) ژنوتیپ هموزیگوت دارای پلی

 (.7)نمودار  (3مشاهده شد )جدول 

 در دو گروه 1112A>C-های الل  توزیع فراوانی ژنوتیپ .8جدول 

  فراوانی ژنوتیپ

 AA گروه
(23=N) 

AC 
(13=N) 

CC 

(14=N) 

(11=N)3 (10=N)3/14 (3=N)5/8 (70)MS  

(13=N)3/18 (3=N)2/11 (7=N)3/1 (70کنترل ) 

 
 در دو گروه c<-1112Aهای الل  مقایسه ژنوتیپ .3نمودار 

 IL-13 -1510C>Aتوزیع فراوانی ژنوتیپی الل 

نفرر   3( و CAنفرر ژنوتیرپ هتروزیگروت )    13(، AAنفر دارای ژنوتیپ هموزیگوت نرمرال )  11نفر،  70در گروه بیمار از بین 

 7و  3، 10( بودند. در گروه کنترل فراوانری هرر یرک از سره ژنوتیرپ بره ترتیرب        CCمورفیسم ) ژنوتیپ هموزیگوت دارای پلی

 (.4( )نمودار 3(  مشاهده شد )جدول 13فر)ن

 در دو گروه 1510C>A-های الل  توزیع فراوانی ژنوتیپ .9جدول 

  فراوانی ژنوتیپ

 AA گروه
(14=N) 

CA 
(13=N) 

CC 

(23=N) 

(10=N)3 (3=N)15 (11=N)3 MS 

0

0.5

1

N MS

IL-13(-1510C>A) 

C allele A allele (minor)

0

10

20

AA AC CC A C

IL-13(-1112A>C) 

Normal MS
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(7=N)3/1 (3=N)2/11 (13=N)3/18 کنترل 

 
 دو گروه در 1510C>A-های  مقایسه ژنوتیپ .4نمودار 

 هادر جمعیت مورد مطالعه فراوانی هاپلوتیپ

بدست  ORو  Pبوده است.با توجه به مقدار  h2 73 /0و  8/0در جمعیت  h1ها مشخص گردید که فراوانی  با آنالیز هاپلوتایپ

با   CA(h2می تواند باشد و ) MSاست یک هاپلوتایپ محافظت کننده در برابر  =232/0ORکه  AC( h1آمده، هاپلوتایپ )

 (.10مطرح شود )جدول  MSمی تواند به عنوان ریسک فاکتور مستعد کننده  =203/7ORتوجه به 

 مورفیسم مورد نظر در جمعیت توزیع هاپلوتیپ دو پلی .13جدول 
OR P-value Χ2 هاپلوتایپ فراوانی 

(872/0-175/0)232/0 001/0 103/10 8/0 AC (h1) 

(34/8-43/1)203/7 007/0 025/3 73/0 CA (h2) 
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