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 Mitochondrial. كند  تبديل تيميدين به تيمين را كاتاليز مي(TP)تيميدين فسفريلاز : زمينه و هدف

NeuroGastroIntestinal Encephalomyopathy (MNGIE)مغلوب است كه در نتيجه جهش در ي يك بيماري اتوزوم 
تظاهرات باليني اين . گردد ، از دست رفتن شديد فعاليت آنزيم و تجمع تيميدين در پلاسما ايجاد ميTPاي  ستهژن ه

 در تيميدين فسفريلاز تعيين فعاليت MNGIEدر افراد مشكوك به . باشند بيماري در مراحل ابتدايي قابل تشخيص نمي
حال  هايي كه تا به روش: روش بررسي .ش تشخيصي دارندگيري مقدار تيميدين پلاسما ارز هاي سفيد و اندازه گلبول

اند از سرعت، دقت و   و ميزان تيميدين پلاسما مورد استفاده قرار گرفتهتيميدين فسفريلازيري فعاليت گ براي اندازه
باليني م يهاي سفيد بيماران داراي علا  در گلبولتيميدين فسفريلازما فعاليت آنزيم . اند صحت كافي برخوردار نبوده

MNGIE و افراد كنترل را به روش RP-HPLCگيري شد همين روش اندازه تيميدين پلاسما نيز به.  سنجش كرديم. 
ليتر و در افراد سالم غير قابل  رومول برك ميسهدر تحقيق ما غلظت تيميدين پلاسماي افراد بيمار بيش از  :ها يافته
افراد كنترل بود % 5فعاليت آنزيمي در افراد بيمار كمتر از . اه ما بودگيري دستگ تر از حد اندازه ينيگيري و پا اندازه

)nmol/h/mg4±14 در مقابل nmol/h/mg165±525 05/0 باP< .( اين نتايج يك الگوريتم تشخيص قطعي را بر اساس
ما : گيري نتيجه .نده كرديهاي سفيد و يا هر دو ارا گلبول  درتيميدين فسفريلازگيري تيميدين پلاسما يا فعاليت  اندازه

اندازي كرديم و توانستيم   در ايران راهRP-HPLCروش  يك روش سريع و دقيق را براي سنجش فعاليت آنزيم به
  .دست آوريم هبراي بيماران ايراني ب TPمقادير مرجعي را براي ميزان تيميدين پلاسما و ميزان فعاليت آنزيم 

  .MNGIE ،RP-HPLCتيميدين فسفريلاز، تيميدين، : ليديكلمات ك
 

  
Mitochondrial NeuroGastroIntestinal Encephalomyopathy 

(MNGIE)ختلال در توزومي مغلوب همراه با اا اختلال ك يDNA ي
 MNGIE اولين بيمار 1976 در سال 1-4.است) mtDNA(ميتوكندري 
هاي غير  توكندري چشمي همراه با مي-لتيك ميوپاتي استحت عنوان

 Congenital oculoskeletal myopathy with) طبيعي ماهيچه و كبد

abnormal muscle and liver mitochondria) توسط Okamura 
 يعني Nishino دي بر روي عنوان پيشنها1994در سال  .گزارش شد

MNGIEاين بيماري در مبتلايان به آمار دقيقي از  5. توافق حاصل شد
هاي  ت، اما در نژادهاي متنوعي همچون مردم كرانهدسترس نيس

يكا، اسپانيا، ژاپن و نيز يهوديان ايراني و يمديترانه، اروپاي غربي، جاما
 جايگاه Hirano، 1998در سال  6.نازي ديده شده استكشآ
   22q13.32-qter را در منطقه كروموزومي MNGIEماري ـروموزومي بيك

  
ه در اين منطقه ك متوجه شد Nishino، 1999 در سال 7و8.ردكتعيين 

 7.ننده آنزيم تيميدين فسفريلاز قرار داردكد ككروموزومي ژن 
توانند هموزيگوت يا   ميتيميدين فسفريلاز هاي ژن جهش

 TdRPaseيا ) EC2.4.2.4(آنزيم تيميدين فسفريلاز  .هتروزيگوت باشند
 Platelet-Derivedچون  هايي هم  به نامTPبا علامت اختصاري 

Endothelial Cell Growth Factor (PD-ECGF) و Gliostatin نيز 
تيميدين فسفريلاز يك آنزيم كنترل متابوليكي و  9.شود خوانده مي

) يوريدين و داكسي(فرد است كه تيميدين  اساساً كاتابوليك منحصربه
و (فسفات و باز تيمين --1ريبوز- Dداكسي-2را در بافر فسفات به 

پذير  نش از نظر ترموديناميكي برگشتكوا. ندك ميتبديل ) يوراسيل
 482 حاوي TPآنزيم  3.است، اما مسير كاتابوليك غالب است

دايمر تيميدين فسفريلاز از . صورت دايمر وجود دارد اسيدآمينه و به

مقدمه
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     و همكارانشهلا رضايي      
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ژن  7.يل شده استك تشkDa45ولي كسان با وزن مولكواحد ي  زيردو
TP انساني (hTP)هاي  هاي خون، گلبول تك در سيستم گوارش، پلا

هاي لنفاوي، جفت، مغز، اعصاب محيطي، طحال، مثانه، ريه  سفيد، گره
يسه صفرا، كليه، كشود اما در ماهيچه،  هاي محيطي بيان مي و لنفوسيت

 TPدر اثر جهش در ژن  10.شود آئورت و بافت چربي بيان نمي
هاي   ناقلدليل يوريدين تغيير يافته و به متابوليسم تيميدين و داكسي
ها در كل بدن افزايش  ها دارند ميزان آن فراواني كه در انواع سلول

نوكلئوزيد  داكسي (dNTPيافته و منجر به تغيير در ذخاير 
دنبال تغيير در اين  به 11و12.شوند ميتوكندريايي مي) هاي فسفات تري

اي در  هاي نقطه هاي چندگانه و جهش ، حذفDepletionذخاير انواع 
mtDNA هاي باليني اصلي بيماري  مشخصه 13-16.دهد رخ ميMNGIE 

 ها كافتادگي پل، كاشكسي، اي  روده- معديكعدم تحر :عبارتند از
(Ptosis)و فلج پيش رونده عضلات خارجي چشم  (Progressive 

external ophthalmoplegia) ،لوكوانسفالوپاتي ، نوروپاتي محيطي
رد كر اختلال در عملشواهد آزمايشگاهي مبني ب و ندهكپرا

سان بودن تظاهرات باليني، سن حمله و كرغم ي علي 17-19.ميتوكندري
ميانگين سن . هاي باليني اين بيماري متفاوت است شروع مشخصه

اين .  سالگي است19 حدودحمله در دهه دوم يا سوم زندگي و 
. شود سالي باعث مرگ مي رونده در اوايل بزرگ بيماري مزمن و پيش

در همه بيماران  5.شوند  سالگي فوت مي37 سن تا از بيماران بسياري
 فعاليت آن را به حد TPهاي ژن   جهشMNGIEهموزيگوت مبتلا به 

ترين راه تشخيص بيماري سنجش  مطمئن. دهد اهش ميكچشمگيري 
در افراد . هاي سفيد افراد بيمار است  در گلبولTPفعاليت آنزيم 

علاوه  هب 7.رسد افراد سالم مي% 30 هتروزيگوت نيز فعاليت آنزيم به
 پلاسما و (dUrd)يوريدين   و داكسي(dThd)تيميدين  ميزان داكسي

طور غير مستقيم شاخصي براي ميزان  هتواند ب ادرار بيماران نيز مي
سطح تيميدين و يوريدين پلاسما و ادرار در .  باشدTPفعاليت آنزيم 

چون تجمع  20-23.ت چشمگيري بالاسميزان بهبيماران هموزيگوت 
اهش نوكلئوزيدهاي خون ك سمي است، dUrd و dThdسيستميك 

در ابتدا .  پيشنهاد شده استMNGIEعنوان درمان احتمالي  به
هايي براي حذف نوكلئوتيدهاي مازاد خون از طريق همودياليز  تلاش

 در طي دياليز dThdاهش قابل توجه غلظت كاگرچه . صورت گرفت
شود، اما چند ساعت بعد سطح  ن حاصل ميو بلافاصله پس از آ

 مقدار قبل از دياليز بر ها به دليل بازجذب آن نوكلئوزيدها به

ليوي كاهنده سرعت بازجذب ك بنابراين داروهاي 22و24و25.گردد مي
dThd و dUrdاهش غلظت كتوانند باعث   ميdThd و dUrd در خون 

 TPبع سلولي غني از عنوان منا هها ب تكپلا 7. شوندMNGIEمبتلايان به 
 تا حدي TPشوند فعاليت   تزريق ميMNGIEه به بيماران كهنگامي 

. ندك اهش پيدا ميكطور موقتي   خون بهdUrd و dThdبرگشته و سطح 
ننده از ك هاي اگزوژن در خون دريافت تكوتاه پلاكنيمه عمر 

 26و27.ندك سازي مؤثرتر و پايدارتر اين نوكلئوزيدها جلوگيري مي كپا
تواند شامل جايگزيني آنزيم، پيوند  هاي بعدي درماني مي تلاش
ها براي درمان از  اولين تلاش 7و28.هاي بنيادي و ژن درماني باشد سلول

اندازهاي  ، چشم2006هاي بنيادي آلوژنيك در سال  طريق پيوند سلول
م ي علاMNGIEدر  7و29و30.ردك ايجاد MNGIEجديدي را براي درمان 

نند، زيرا اختلال در ك  زندگي بيماران پيشرفت ميباليني در طول
رد ميتوكندري چند سال پس از تجمع اثرات عدم تعادل ذخاير كعمل

تواند از طريق  اين پروسه مي. شود  ايجاد ميmtDNAنوكلئوزيدي بر 
اما .  نرمال متوقف شودك به حد نرمال يا نزديdUrd و dThdاهش ك

ي سوماتيك تجمع mtDNAهاي  ه آيا جهشكهنوز مشخص نيست 
 بيماران برگشت پذيرند يا نه؟ post- mitoticهاي  يافته در سلول

بنابراين درمان بايد در مراحل اوليه بيماري آغاز شود تا از آسيب 
شدت  ر جلوگيري شود و عوارض باليني بهميتوكندريايي بيشت

  7.ننده بيماري به حداقل برسندك ناتوان
  

  
اربردي بوده و در بيمارستان كاين مطالعه از نوع علوم پايه و 

  . صورت گرفته است88 و 87هاي  شريعتي تهران و در سال
كليه مواد ما از شركت سيگماي آمريكا تهيه شدند و : يمياييمواد ش

: Ethylene Diamine Tetra-Acetate (EDTA) :شامل موارد زير بودند
ليتر خون تام  عنوان ضد انعقاد براي هر ميلي هاز آن بگرم  ميلي يكهر 

  .مولار براي تهيه محلول كلريد آمونيوم سرد  ميلي1/0و با غلظت 
KHCO3 : مولار براي تهيه محلول كلريد آمونيوم   ميلي10با غلظت

مولار براي تهيه محلول كلريد   ميلي155با غلظت : NH4Cl .سرد
مولار براي تهيه   ميلييك با غلظت: Dithiothreitol .آمونيوم سرد
مولار براي تهيه   ميليدوبا غلظت : Thymidine .نشيكمحلول وا

 و 500، 100، 50، 20، 10، 5، 1هاي  محلول واكنشي و با غلظت
  .HPLCعنوان استاندارد خارجي در  رومولار بهك مي1000

  بررسيروش
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HClO4 : با غلظت ينه كردن پلاسما و ي مولار براي دپروت5/0با غلظت
  .ولار براي توقف واكنشمهشت 

Acetic acid : عنوان فاز متحرك در  آن به% 2/0محلولHPLC.  
Acetonitrile : عنوان فاز متحرك در  آن به% 7محلولHPLC.  

Na2HPO4 : مولار براي تهيه بافر   ميلي2/9با غلظتPBS.  
NaH2PO4 : مولار براي تهيه بافر   ميلي3/1با غلظتPBS.  

NaCl : مولار براي تهيه بافر  ي ميل140با غلظتPBS.  
K3PO4 : افر ليز مولار براي تهيه محلول واكنشي و ب ميلي 35با غلظت

، 10هاي  با غلظت: Standard Protein .روش سونيكاسيون سلولي به
 ميكرومولار براي تهيه 100 و 90، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 20

 CBB G250 :100 .ين برادفورديمنحني استاندارد در روش سنجش پروت
: Ficoll-Hypaque . ليتر محلول برادفورديكگرم آن براي تهيه  ميلي

 ليتر از محلول  ميليEthanol :50 .هاي سفيد براي جداسازي گلبول
ليتر از   ميليH3PO4 :100 . ليتر محلول برادفورديكآن براي تهيه % 90

  . ليتر محلول برادفورديكآن براي تهيه % 85 محلول
2-thio-6-azauridine : عنوان استاندارد   ميكرومولار به50با غلظت

 .HPLCداخلي در 

مشكوك )  زنيك مرد و سه( بيمار چهارگيري از  خون: گيري نمونه
 سال 35 تا 25 در بيمارستان دكتر شريعتي با محدوده سني MNGIEبه 
 تا 25ه همگي بدون توجه به جنسيت در گروه سني ك فرد سالم 9و 
يك بر ميزان فعاليت  البته سن و جنسيت هيچ(داشتند  سال قرار 35

و مبتلا به بيماري مرتبط با اختلالات مادرزادي )  تأثير ندارندTPآنزيم 
 يا بيشتر ml5ميزان  متابوليسم نوكلئوزيدها و نوكلئوتيدها نبودند به

هاي  لوله. نوان ضد انعقاد استفاده شدع  بهEDTAاز . انجام گرفت
 30ثر ك يخ منتقل و جداسازي پلاسما تا حداكسمحتوي خون به فلا

 30و31.دقيقه بعد انجام گرفت

 دقيقه در 15مدت   و بهrpm3500ها در  نمونه: جداسازي پلاسما
وسيله  به) پلاسما(ردن مايع رويي كجدا .  سانتريفيوژ شدندC 4دماي 

سمپلر انجام گرفته و رسوب جهت استفاده در مراحل بعدي نگهداري 
ينه ي دپروتدو به يك مولار به نسبت 5/0سما با اسيد پركلريك پلا. شد
مدت   و بهrpm12500 بار در دوينه شدن يپلاسما پس از دپروت. شد
جدا شده و ) ينهيپلاسماي دپروت(مايع رويي .  دقيقه سانتريفيوژ شد15
 30و31.داري شد  نگهRP-HPLC جهت تزريق به ستون -C 70در 

  خون (ل ـله قبـل از مرحـرسوب حاص: دـهاي سفي جداسازي گلبول

 به يك بود به نسبت 4/7 آن برابر با pH كه PBS با بافر) بدون پلاسما
 سهم از سوسپانسيون فوق به لوله حاوي دو.  سوسپانسيون شديك

قطره اضافه شد  صورت قطره  بهFicoll-Hypaque  سهم از محلولكي
 C 4 و در  دقيقه15مدت  ه بrpm1000و گراديان حاصل در 

بين ) هاي سفيد بافي كوت حاوي گلبول(بخش سفيد . سانتريفيوژ شد
كلريد آمونيوم سرد به . وسيله سمپلر جدا شد هلايه شفاف ب دو

هاي قرمز   جهت ليز گلبوليك به يكهاي سفيد به نسبت  گلبول
 و rpm1500محلول فوق در . احتمالي موجود در آن افزوده شد

شده، مايع رويي دور ريخته   سانتريفيوژC 4 دقيقه در 10مدت  به
رسوب حاصل در . رار شدك تPBSليتر   ميليسهشده و مرحله قبلي با 

هاي موجود در رسوب  سلول.  سوسپانسيون شدPBSليتر   ميلييك
 سرمايي و ك روش شودوحاصل از مراحل قبلي به  سلولي منجمد

 در ازت مايع ها در روش شوك سرمايي نمونه. سونيكاسيون ليز شدند
 بار سهاين عمل .  دقيقه قرار گرفتندپنج ثانيه با فواصل 30مدت  به
 ميكروليتر محلول سرد پتاسيم 500در روش سونيكاسيون . رار شدكت

 30مدت  ه به نمونه افزوده شده و سونيكاسيون ب=4/7pHفسفات با 
پس از . دقيقه در شرايط سرماي ثابت و در آب يخ انجام گرفت

 20مدت   و بهC 4، در rpm6000هاي ليز شده در  يوژ سلولسانتريف
ين ي براي سنجش پروتAliquotصورت چند  دقيقه مايع رويي به

  30و31. فريز شدند-C 70روش برادفورد و سنجش فعاليت آنزيم در  به
 حاصل Aliquotاز يك : Bradford (BF)روش  ين تام بهيسنجش پروت

. استفاده شد BFروش  ين بهيپروتاز مرحله قبل براي تعيين غلظت 
 و 90، 80، 70، 60، 50، 40، 30، 20، 10هاي   و غلظتBFمعرف 

 ميكروليتر از هر 10. ين استاندارد تهيه شدندي ميكرومولار از پروت100
 BFليتر از معرف   ميلييكهاي سلولي به   از استانداردها و نمونهكي

 دقيقه قرائت دوز  نانومتر پس ا595افزوده شده و جذب نوري در 
- در مرحله بعد منحني استاندارد رسم و با استفاده از آن غلظت. شد

 .هاي سلولي تعيين شدند ين تام نمونهيهاي مجهول مربوط به پروت 

نشي شامل پتاسيم فسفات، دي كمحلول وا: TPسنجش فعاليت آنزيم 
مدت   ديگر از نمونه سلولي بهAliquotتيوتريتول و تيميدين و يك 

نش با افزودن كوا. طور جداگانه انكوبه شدند ه بC 37 دقيقه در نجپ
 ميكروليتر محلول 200به ) ميكروليتر 100(يك بخش از نمونه سلولي 

بعد . آغاز شد)  ميكروليتر300 :نشيكحجم كلي مخلوط وا(نشي كوا
 ميكروليتر از 40 دقيقه، 105 و 90، 75، 60، 45، 30، 15هاي  از زمان
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     و همكارانشهلا رضايي      

 

 
  1390 ، خرداد3  ، شماره69ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 هشت HClO4 ميكروليتر 10برداشته شده و با افزودن به محيط واكنش 
 دقيقه واكنش كاتاليز شده 10مدت  مولار سرد و نگهداري در يخ به

ها در   از اين نمونهكهر ي. وسيله تيميدين فسفريلاز متوقف شد هب
rpm6000 در دماي ،C 4مايع .  دقيقه سانتريفيوژ شدندپنجمدت   و به

 HPLCشده و تيميدين باقي مانده براي آناليز رويي حاوي تيمين توليد 
  30و31.آوري شد فاز معكوس جمع

 ما شامل يك ستون فاز معكوس HPLCسيستم  30وHPLC :31آناليز 
)Alltima C18 rocket, 250mm×4.6 mm, 3µm particle size ( و يك

 UV جستجوگرو ) Alltima C18, 5µm particle size(ستون كمكي 
جداسازي تيميدين از بقيه .  بودnm265رد استفاده طول موج مو. بود

سرعت جريان فاز متحرك . روش ايزوكراتيك انجام گرفت مواد به
ml/min17و استونيتريل % 2/0فاز متحرك شامل اسيد استيك .  بود %

هاي  ه در غلظتكاستاندارد خارجي مورد استفاده تيميدين بود . بود
 ميكرومولار تهيه 1000و  500، 100، 50، 20، 10، 5، 1مختلف 
آزايوريدين بود كه در - 6تيو -2استاندارد داخلي مورد استفاده . گرديد

 ميكروليتر از استاندارد داخلي 10.  ميكرومولار تهيه گرديد50غلظت 
هاي مربوط به  از جمله استانداردهاي خارجي، نمونه(ها  به همه نمونه

وليتر اسيد پركلريك  ميكر10و نيز ) پلاسما و سنجش فعاليت آنزيم
ها به  سازي شرايط در همه نمونه  مولار نيز جهت يكسانهشت
در . هاي مربوط به پلاسما و استانداردهاي خارجي افزوده شد نمونه

هاي فوق به سيستم   ميكروليتر از هر يك از نمونه20مرحله بعد 
HPLCها با مقايسه متابوليت.  تزريق شد Retention Time) tR (ا ها ب آن

اين زمان براي استاندارد . استانداردهاي خالص تعيين ماهيت شدند
  . دقيقه تعيين گرديد5/6 دقيقه و براي تيميدين چهارداخلي حدوداً 

در ) y(نمودار مقدار تيميدين مصرف شده : TPمحاسبه فعاليت 
ميكرومول محصول (رسم شد و سپس شيب نمودار ) x(مقابل زمان 

در . آناليز رگراسيون خطي محاسبه شدبا ) تشكيل شده در ساعت
با تقسيم ) m/mg/hµ(مرحله بعدي فعاليت ويژه تيميدين فسفريلاز 

سنجش شده در مراحل ) گرم ميلي(ين يل پروتكمقدار  شيب نمودار به
  30و31.قبلي محاسبه شد

هاي   تستوسيله ه بفعاليت تيميدين فسفريلازتعيين الگوي توزيع 
Kolmogorov-Smirnov و Shapiro-Wilkآناليز .  صورت گرفت

 گروه بيمار و سالم با دواختلاف در فعاليت تيميدين فسفريلاز بين 
Sample t-test  05/0انجام و سطح اهميت يك قياس درP< بود.  

  
  

در مطالعه ما با استفاده از منحني استاندارد ميانگين : تيميدين پلاسما
گيري شد   اندازهµmol/L99/7ما در افراد بيمار تيميدين پلاس

)32/5SD= ( و حداقل ميزان تيميدين پلاسما در افراد بيمار نيز
µmol/L17/3در افراد سالم ميزان تيميدين پلاسما . گيري شد  اندازه

يعني كمتر از ( ما بود HPLCگيري با سيستم  كمتر از حد قابل اندازه
µmol/L5/0 (اي هم بين دو گروه بيمار و سالم  و در نتيجه مقايسه

ها و نمودار استاندارد و در   كروماتوگرام1در شكل . انجام نگرفت
هاي متعلق به يك فرد بيمار و يك فرد سالم   كروماتوگرام2شكل 

  .آمده است
 در TPبراي تعيين فعاليت آنزيم : TPفعاليت و فعاليت ويژه آنزيم 

در اثر فعاليت آنزيم در مقابل افراد بيمار و سالم تغييرات تيميدين 
ها و نمودار مربوط به فعاليت   كروماتوگرام3شكل . زمان رسم شد

ها و نمودار   كروماتوگرام4آنزيمي براي يك فرد بيمار و در شكل 
براي محاسبه . مربوط به فعاليت آنزيمي براي يك فرد سالم آمده است

ني استاندارد موجود ميزان تيميدين باقي مانده بعد از هر زمان از منح
 بعد از رسم نمودار تغييرات تيميدين در . استفاده گرديد1در شكل 

مقابل زمان براي هر يك از افراد بيمار و سالم، براي محاسبه فعاليت 
ين ي در اين افراد شيب نمودارهاي فوق بر ميزان پروتTPويژه آنزيم 

ي و مقايسه  آناليز آمار1در جدول . تام در هر نمونه تقسيم گرديد
 در مطالعه .فعاليت ويژه آنزيمي در دو گروه سالم و بيمار آمده است

 nmol/h/mg165±525نترل ك در جمعيت TPما ميانگين فعاليت ويژه 
ميزان فعاليت ويژه . دست آمد  بهnmol/h/mg4±14و در افراد بيمار 

  .افراد سالم بود% 5آنزيم در افراد بيمار كمتر از 
  

  
 MNGIEهاي ميتوكندريايي،  هاي مختلف انسفالوپاتي گروهدر ميان 

ي است زيرا داراي تظاهرات كلينيك بيماري قابل تشخيص از نظر كي
با اين حال تظاهرات باليني . ساني در افراد مختلف استكباليني ي
MNGIEرود   ميسالي بروز يافته و پيش  در طي دوران جواني و بزرگ

تواند در مراحل اوليه آن غير قابل تشخيص  نابراين بيماري ميو ب
نترل و ك روش مستقل و قابل اعتماد براي كهمين دليل ي به. باشد
    درTPژني  آناليز توالي. العاده مفيد است ص قطعي بيماري فوقـتشخي

بحث

 هايافته
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 (RP-HPLC)روش كروماتوگرافي مايع   بهMNGIEبيماران در  و تيميدين پلاسما هاي سفيد گلبول TPتعيين فعاليت آنزيم 

 

 
 1390خرداد،3 ، شماره69ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 و  100،  10،  1هـاي     كرومـاتوگرام غلظـت    . ميكرومـولار  1000 و   500،  100،  50،  20،  10،  5،  1هاي    غلظت درهاي استاندارد    هاي تيميدين نمونه   كروماتوگرام :A-1-شكل
هـاي مجهـول بـه      زير منحني در نمونـه     مربوط به سطح   براي تبديل اعداد   مورد استفاده     تيميدين منحني استاندارد ) B. ) پيك استاندارد خارجي   :2   پيك استاندارد داخلي     :1( 1000
  هاي ميكرومولار تيميدين غلظت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
كروماتوگرام ) B. شود  پيك تيميدين ديده نمي:كروماتوگرام فرد سالم: A-2-شكل

   داراي پيك تيميدين در پلاسما:فرد بيمار

  
   در دو گروه بيمار و سالميت ويژه آنزيميمقايسه فعال: 1-جدول
ميانگين فعاليت  تعداد گروه

 ويژه آنزيمي

  

SD  
  

P 

 >0001/0 165 525 9  سالم

  4 14 4  بيمار

  

انجـام   Sample t-testا بالم  گروه بيمار و سدوآناليز اختلاف در فعاليت تيميدين فسفريلاز بين 
  .فته شددر نظر گر >05/0Pو سطح اهميت يك قياس در شد 

  
  
  

  تيميدين
(µmol/L)  

  سطح زير منحني
  (IS) استاندارد داخلي

  منحني سطح زير
  تيميدين

  منحني سطح زير
Thymidine/IS 

1 327067 1531 004680998/0 

5 313702 12759 040672358/0 

10  322448 32724 101486131/0 

20 327500 65210 199114504/0 

50 298826  170023 568969902/0 

100 320753 364136 135253606/1 

500 328475 1850645 634051298/5 

1000 315145 3825737 13960875/12 
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     و همكارانشهلا رضايي      

 

 
  1390 ، خرداد3  ، شماره69ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  

پيـك اسـتاندارد    : 1( 75 و   45،  15كروماتوگرام دقـايق     . دقيقه از فعاليت آنزيم در يك بيمار       90،  75،  60،  45،  30،  15مانده بعد از     هاي تيميدين باقي    كروماتوگرام :A-3-شكل
 فعاليـت ويـژه آنزيمـي       )mg/Lين نمونـه بيمـار      يميـزان پـروت   ( 8/282 بيمـار بـا تقـسيم شـيب نمـودار بـه عـدد                رنمودار فعاليت آنزيمي د   ) B. )مانده  پيك تيميدين باقي   :2  داخلي

(µmol//mg/min)آيد دست مي  به.  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  

  
  

 اسـتاندارد   پيـك :1( 75 و 45، 15 كروماتوگرام دقايق . دقيقه از فعاليت آنزيمي در فرد سالم       90،  75،  60،  45،  30،  15مانده بعد از     هاي تيميدين باقي    كروماتوگرام :A-4-شكل
 TP فعاليـت ويـژه آنـزيم       )mg/L فـرد سـالم   ين نمونـه    يميزان پروت ( 4/218نمودار فعاليت آنزيمي در فرد سالم با تقسيم شيب نمودار به عدد             ) B. )مانده پيك تيميدين باقي  : 2   داخلي

(µmol//mg/min)آيد دست مي  به.  

 زمان
 

(min)  
  منحني سطح زير

 (IS) استاندارد داخلي

 منحنيسطح زير
  تيميدين

 منحنيسطح زير
  

Thymidine/IS  
 تيميدينغلظت

 

(µmol/L)  
15 109153 359250 291251729/3 2709774/274 

30 279397 686083 455584706/2 6320588/204 

45 284167 626866 205977471/2 8314559/183 

60 370207 762821 060525598/2 7104665/171 

75 457690 816106 78309773/1 5914775/148 

90 398086 696467 749539044/1 7949204/145 

زمان
(min) 

  منحني ح زيرسط
 (IS) استاندارد داخلي

 منحنيسطح زير
  تيميدين

 منحنيسطح زير
Thymidine/IS  

 تيميدينغلظت
(µmol/L)  

15 358959 760220 117846328/2 487194/176 

30 369139 720613 952145398/1 6787832/162 

45 394239 754014 912580947/1 3817456/159 

60 275767 525017 903842737/1 6535614/158 

75 336096 637209 895913668/1 9928056/157 

90 380569 689372 811424472/1 9520394/150 
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 (RP-HPLC)روش كروماتوگرافي مايع   بهMNGIEبيماران در  و تيميدين پلاسما هاي سفيد گلبول TPتعيين فعاليت آنزيم 

 

 
 1390خرداد،3 ، شماره69ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

و يا رد يد ي ابزار با ارزش براي تأك يMNGIE به كوكبيماران مش
ي از اين كي. هايي دارد بيماري است، اما اين روش محدوديت

ردن تغييرات مسلم در كه براي پيدا كاين است ها  محدوديت
 مشخص شده MNGIE بيماران TPنوكلئوتيدهاي مختلف كه در ژن 

ين با مناطق اينتروني طرفين يننده پروتكدك اگزون 9است، حداقل 
د، هرچند از بررسي جهش در پروموتر ها بايستي تعيين توالي شون آن

تواند  مي اند ها واقع نشده ه در طرفين اگزونكهاي اينتروني  يا توالي
 كه يكه هنگامي كمحدوديت ديگر اين است . نظر شود صرف
هاي اضافي براي تأييد  آزمايششود،  مورفيسم جديد مشخص مي پلي

 كدر نتيجه ي. رندب بر و هزينه ه زمانكآن عامل بيماري مورد نياز است 
 سودمندتر از TPاربردي قابل اعتماد براي كروش سنجش شيميايي 

 و dThdگيري  عدم وجود مقادير قابل اندازه 32.ي استكنترل ژنتيك
dUrdداخل و مقادير ه كگر اين مسأله است   در افراد نرمال قوياً بيان

 تنظيم TPوسيله   تا ميزان زيادي بهdUrd و dThdخارج سلولي 
 و dThdهاي خوني  ها و سلول  در پلاكتTPفعاليت بالاي . شوند يم

dUrdند و سطح بسيار پاييني از اين ك  در گردش را تجزيه مي
هايي مثل  ويژه در بافت هب. دارد نوكلئوزيدها را در داخل سلول نگه مي

 33.شود مقدار بسيار ناچيزي بيان مي ها به  در آنTPه كلتي كماهيچه اس
ول فنوتيپ و مسTPامل فعاليت آنزيم كامل يا تقريباً كن از دست رفت

ها و همه   در فيبروبلاستTPفعاليت . باليني اين بيماري است
گيري است و از  هاي قرمز قابل اندازه جز گلبول ههاي خوني ب سلول

از .  استفاده كردMNGIEتوان براي تشخيص بيماري  ها مي اين سلول
هاي   را در گلبولTPكامل يا تقريباً كامل آنجا كه اين بيماران فعاليت 

يابي به يك روش دقيق سنجش  دهند، بنابراين دست سفيد از دست مي
ترين روشي  تا به امروز متداول.  داراي اهميت كليدي استTPفعاليت 

گيري   بر مبناي اندازه، استفاده شدهTPگيري فعاليت  كه براي اندازه
.  قليايي بوده استpHري در روش اسپكتروفتومت مقدار تيمين به

دقت كار تعيين  هاي خام بافتي به گر در عصاره حضور مواد مداخله
در اين مطالعه ما يك روش سنجش دقيق . كند فعاليت خدشه وارد مي

هاي   را كه جداسازي تيميدين از تيمين و ديگر متابوليتTPبراي 
د، با استفاده ده طور كامل انجام مي  دقيقه به17گر را در طول  مداخله

علاوه روش سنجش بسيار حساس و   به. كار برديم  بهRP-HPLCاز 
مقاديري تا حد ( ميكرومول در ليتر 5/0گيري مقادير تا  قادر به اندازه

 ميكروگرم 50از طريق اين حساسيت بالا مقدار . باشد مي) پيكومول

 در چهار زمان مختلف كافي TPگيري فعاليت  ين براي اندازهيپروت
   كه در روش اسپكتروفتومتري با يك زمان ثابت است، در حالي

.  لازم استTPگيري فعاليت  ين براي اندازهي ميكروگرم پروت500-200
ين در روش اسپكتروفتومتري كه براي سنجش يغلظت بالاي پروت

ميزان مصرف سوبسترا لازم است ممكن است باعث مشاهده سينتيك 
 ما نسبت به زمان و  برعكس روش سنجش30.غيرخطي شود

قابل ذكر  .ين در همه شرايط تحت مطالعه خطي بوديهاي پروت غلظت
 براي ايجاد بيماري TPامل فعاليت آنزيم كه از دست رفتن كاست 

MNGIEفعاليت .  ضروري استTP در بيماران MNGIE تشد به 
  افراد نرمال% 35ه در افراد ناقل حدود ك يابد؛ در حالي اهش ميك
ناقلين . باشند است و اين افراد فاقد علايم بيماري مي%) 60-15(

اند، بنابراين تنها از دست  م بالينييهاي هتروزيگوت بدون علا جهش
 اثرات قابل سنجشي را بر TPامل فعاليت كنسبت  بهامل يا كرفتن 

 TPه فعاليت نسبي كروي متابوليسم نوكلئوزيدها خواهد داشت، چرا
افي ك سطوح نرمال نوكلئوزيدها در خون در افراد ناقل براي حفظ

 است يا TPكه آيا يك عضو خانواده ناقل جهش  براي تعيين اين. است
ي قرار ك مورد بررسي ژنتيجهشه مستقيماً براي كخير، ضروري است 
 پلاسما حاوي اطلاعات مفيدي نيست و dThdبگيرد، زيرا سنجش 

شاني زيادي وجود پو نترل نيز همك در افراد ناقل و TPبين فعاليت 
نترل و ك را در افراد TPما فعاليت آنزيم  32.دارد و نتايج مبهم هستند

 32و34يد گزارشات قبلييدر تأ. رديمك تعيين RP-HPLCروش  بيمار به
 داشتند TPهايي در   جهشMNGIEهمه بيماران مبتلا به  در بررسي ما

 شده TPنزيم امل فعاليت آكامل يا تقريباً ككه منجر به از دست رفتن 
حال هيچ مقدار مرجعي براي ميزان فعاليت اين آنزيم در  تا به. بود

ه آيا فعاليت كجمعيت نرمال گزارش نشده است و مشخص نيست 
TPميانگين فعاليت   به سن و جنس ارتباط دارد يا نه؟TP در جمعيت 
تر از ميانگين  ينينزديك اما پا) nmol/h/mg165±525(نترل ما ك

تحقيقات  نترل دركدست آمده از افراد  هاي به در لوكوسيت TP فعاليت
Hirano 2002هاي  در سال )nmol/h/mg205±667(34 2004 و 

)nmol/h/mg217±634(32 و بالاتر از ميانگين فعاليت TP در تحقيقات 
van Kuielenburg2005هاي   در سال) nmol/h/mg85±316(30 و 

2006) nmol/h/mg185±342(31گيري فعاليت   ما در اندازهنتايج.  بود
نيز بالاتر از اعداد حاصل از ) nmol/h/mg4±14(آنزيم در افراد بيمار 

در ايجاد اين  34.بود) nmol/h/mg5±2 (2002 در سال Hiranoتحقيق 
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چون ميزان تأخير در سنجش فعاليت آنزيم از  تفاوت فاكتورهايي هم
دن و تجزيه بخشي ه اين تأخير باعث غير فعال شكگيري  زمان نمونه

 عنوان ضد انعقاد ي استفاده شده بهEDTA شود، ميزان از آنزيم مي
)EDTA و دما و  )دهد اهش ميك زمان پايداري آنزيم راpH كه فعاليت 

شود، روش سنجش و بسياري ديگر از فاكتورهاي  در آن سنجش مي
ترين دليل  هر چند كه مهم. فيزيكي و شيميايي ديگر دخالت دارند

 در سنجش فعاليت آنزيم Hiranoف هرچند كم بين نتايج ما و اختلا
 Hirano .با شرايط هر يك از بيماران باشدتواند مرتبط  در بيماران مي

      و دماي=5/6pHروش اسپكتروفتومتري و در  فعاليت آنزيم را به
C 37در .  اندازه گرفتpH مذكور فعاليت آنزيم بالاتر از pH 

 =4/7pH و در HPLCسنجش ما كه با استفاده از . باشد فيزيولوژيك مي
 van انجام گرفت داراي شرايطي مشابه به كار C 37و دماي 

Kuielenburgرسد با توجه به فاصله زماني كمتر از  نظر مي اما به.  بود
گيري تا سنجش فعاليت آنزيم در مطالعه ما و نيز انجام  زمان نمونه

يزان فعاليت آنزيمي در روش ما به  مC 4 كليه مراحل كار در شرايط
ها  اگرچه اين تفاوت در مراحل سنجش نمونه. تر باشد واقعيت نزديك

ها   در اين بررسيTPاي را براي اختلاف در فعاليت  نندهك توضيح قانع
دست آمده روش سنجش را زير  ند، اما ميزان فعاليت بهك فراهم مي
طور واضح افراد  قات بهكه در همه اين تحقي برد و مهم آن سؤال نمي

در مطالعه ما اختلاف فعاليت آنزيم  .بيمار داراي فعاليت ناچيزي بودند
معني و ميزان فعاليت آنزيمي در  در دو گروه بيمار و سالم كاملاً با

افراد سالم بود كه اين درصد نيز مشابه نتايج  %5 افراد بيمار كمتر از
 درصد پنجكمتر از  (2002هاي   در سالHiranoحاصل از تحقيقات 

آناليز  32.بود)  درصد افراد سالمهشتكمتر از  (2004 و 34)افراد سالم
از دست رفتن . ردكه ي نيز نتايج قابل قبولي را اراTPما از سوبستراي 

لي متابوليسم ك باعث تغيير MNGIEفعاليت آنزيم در بيماري 
يدين در غلظت پلاسمايي تيم. شود نوكلئوزيدها از جمله تيميدين مي

از .  برابر افراد نرمال است100هاي قبلي   طبق گزارشMNGIEبيماران 
تر از حد قابل   در پلاسما پايينdThdآنجا كه سطح فيزيولوژيكي 

توانيم دقيقاً  ما نمي) ميكرومول 5/0~ (گيري روش ما بود  اندازه
ما . مشخص كنيم كه اين نوكلئوزيد چه مقدار از حد پايه بالاتر است

نيم و اين كگيري  انستيم تيميدين را در پلاسماي افراد نرمال اندازهنتو
.  استMµ5/0متر از كه غلظت آن كدهنده اين مطلب است  نشان

ميزان تيميدين پلاسما در افراد بيمار در سنجش ما  نتايج مربوط به

)µmol/L32/5±99/7 ( با نتايج قبلي گزارش شده توسطHirano در 
 µmol/L4/3±6/8(32 (2004و  34)µmol/L2/5±6/8 (2002سال 

ميزان اين نوكلئوزيد در پلاسماي همه بيماران مبتلا . خواني دارد هم
 نيز Hiranoروش سنجش .  ميكرومول در ليتر سنجش شدسهبيش از 

HPLC بوده است) در مقابل روش ايزوكراتيك در مطالعه ما( گراديان .
 به شرايط Hirano ما و ترين دليل اختلافات هرچند كم بين نتايج مهم

ننده در ايجاد ك تكتور شرك فاكي .شود هر يك از بيماران مربوط مي
ها از ادرار  افي و نامناسب آنكسطوح بالاي اين نوكلئوزيدها حذف نا

ليوي اولترا فيلتره ك با همودياليز و احتمالاً گلومرول dThd. است
يوي بازجذب لكهاي  وسيله توبول هشود، اما به احتمال زياد ب مي
در . ه به كليرانس ادراري پايين نوكلئوزيدها اشاره داردكشود  مي

  35.گردند مي  دوباره به خون برdUrd و dThdنهايت 
هاي سفيد و   در گلبولTPه تعيين فعاليت كنتايج ما نشان دادند 

اي براي  گيري تيميدين پلاسما ابزارهاي تشخيصي بسيار قوي اندازه
 در اين دست آمده بهبر اساس نتايج .  هستندMNGIEشناسايي بيماران 

 در TP در پلاسما و فعاليت dThdبررسي بر اساس سنجش 
 پيشنهاد MNGIE براي تشخيص بيماري ييهاي سفيد، الگو گلبول

  .)5شكل ( شود يم
 ك يMNGIE به كوكنترل بيوشيميايي براي بيماران مشكاين الگوي 

عي تشخيص در اختيار قرار يد  قطيروش ساده و علمي را براي تأ
هاي آزمايشگاهي و تعيين  اين دستاورد ما را از ساير روش. دهد مي
  ظرـن اما به .ندك از ميـني نه است بيـه پرهزيـك TPراي ـ بDNAي ـتوال
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 در پلاسما   dThdگيري   اندازه) MNGIE .Aنمودار تشخيص بيوشيميايي    : 5-لكش

افي بـراي تـشخيص     كهاي سفيد، شواهد      در گلبول  TPگيري فعاليت    اندازه) Bيا  
  .كنند  فراهم ميMNGIEقطعي 

175 

A B 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

26
 ]

 

                             8 / 11

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-253-fa.html


  
 (RP-HPLC)روش كروماتوگرافي مايع   بهMNGIEبيماران در  و تيميدين پلاسما هاي سفيد گلبول TPتعيين فعاليت آنزيم 

 

 
 1390خرداد،3 ، شماره69ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

) فعالت آنزيم و تيميدين پلاسما(رسد سنجش هر دو فاكتور  مي
 درصد نسبت به افراد 60 تا پنجمفيدتر باشد، زيرا در فعاليت بين 

در افراد . توانند قرار بگيرند كنترل افراد سالم، ناقل و حتي بيمار نيز مي
اما از . كننده خواهد بود بيمار سنجش ميزان تيميدين خون كاملا تعيين

آنجا كه در افراد هتروزيگوت نيز مثل افراد سالم تيميدين پلاسما قابل 
ابراين براي تشخيص اين دو گروه از هم بايد به نسنجش نيست ب

در افراد با ميزان تيميدين بين . هاي تعيين توالي ژن روي برد روش
د افراتواند   ميكرومول در ليتر نيز تعيين فعاليت آنزيم ميسه تا 5/0

 dThdگيري  در واقع اندازه .بيمار را از افراد ناقل و سالم تميز دهد
هاي سفيد براي تشخيص قطعي   در گلبولTPپلاسما و فعاليت 

امل بين از دست رفتن فعاليت ك تطابق كافي است، زيرا يكبيماري 
TPهمه . ي نوكلئوزيدهاي پلاسما وجود دارد و افزايش غلظت داكس

 فعاليت آنزيمي داراي فعاليت آزمايش در MNGIEبيماران مبتلا به 
بنابراين . بودند% 5 بودند و بقيه داراي فعاليت بيش از% 5متر از ك

 نيز dThdسنجش .  بسيار بالا استآزمايشحساسيت و ويژگي اين 
ماران و فقط بيماران حساسيت و ويژگي بالايي داشت، زيرا همه بي

dThdقابل تشخيص در پلاسما داشتند  .MNGIE اولين اختلال 
ميتوكندريايي ارثي شناخته شده مرتبط با نقص در متابوليسم 

هاي اخير پيشرفت چشمگيري  در سال.  بودDNAسوبستراهاي سنتز 
. دست آمده است ولي اين بيماري بهكدر شناسايي بيوشيميايي و مول

نده نك تورهاي تنظيمكننده فاكدك در چند ژن ديگر علاوه جهش هب
هاي ميتوكندريايي  عنوان عوامل بيماري نوكلئوتيدها به/ نوكلئوزيدها
هموستاز نوكلئوزيدها و نوكلئوتيدها هم در خارج و . اند گزارش شده

العاده مهم است و  رد ميتوكندري فوقكهم در داخل سلول براي عمل
 اگر .ربار در تحقيقات خواهد بوددر آينده يك عرصه فعال و پ

اهش و در ك باشند، mtDNAهاي بالاي تيميدين علت نقص در  غلظت
 درمان احتمالي كان حذف واقعي تيميدين از خون يكصورت ام

رسد روش مؤثري  نظر نمي  همودياليز به. استMNGIEبراي بيماران 

ي دياليز  از توانايMNGIEباشد، زيرا سرعت توليد تيميدين در بيماران 
هاي قبل از  ول از خون بيشتر است و غلظتكراي حذف اين مولب

.  ساعت بعد از پايان درمان باز خواهند گشتسهمتر از كدياليز در 
ه ذخاير بالاي تيميدين بدن خيلي سريع كان نيز وجود دارد كاين ام

بعد از همودياليز به داخل جريان خون رها شوند و بنابراين 
ن است نهايتاً مؤثر باشد و منجر به كز چندگانه ممهاي ديالي درمان

 روش درماني كي 5.حذف تيميدين تجمع يافته از خون بيماران شود
ليه و در نتيجه افزايش حذف ك بازجذب نوكلئوزيد توسط مهارديگر 

توانند فعاليت  ه ميكچندين دارو وجود دارند . ادراري تيميدين است
اهش سرعت بازجذب كبا . نندكار ترانسپورترهاي نوكلئوزيدي را مه

هاي شيميايي ناقلين نوكلئوزيد  نندهكوسيله مهار  هليوي تيميدين بك
اهش چشمگير در غلظت تيميدين خون بيماران ك كتوان به ي مي

اگر اين روش مؤثر باشد احتمالاً درمان بيماران از طريق . دست يافت
زودي  ها به لناپذير سميت تيميدين بر روي سلو مهار اثرات برگشت

هاي درماني  محققان در جستجوي روش 5.پذير خواهد شد انكام
باشند كه از جمله  جديد ديگري براي درمان اين بيماري مي

اي اميدواركننده براي درمان اين بيماري و  هايي كه نويد آينده روش
جايگزيني آنزيم، جايگزيني : دهند عبارتند از هاي مشابه را مي بيماري
 .غيره، ژن درماني و Hematopoieticهماتوپويتيك  بنيادي هاي سلول

شد،  م تخمين زده ميك در گذشته كشيوع اين بيماري نادر اما خطرنا
هاي بيوشيميايي  ولي آن و فهم بهتر از مشخصهكاما شناسايي علت مول

ما . موقع تعداد زيادي از بيماران شده است آن منجر به تشخيص به
 و نوكلئوزيدهاي TPهاي بيوشيميايي براي  نترلكمعتقديم انجام 

تواند منجر به  هاي تشخيص طبي مي پيريميديني در آزمايشگاه
 MNGIEموقع بيماران ديگر و جلوگيري از تشخيص غلط  هشناسايي ب

اين طرح  :سپاسگزاري 32.ي مشابه شودكلينيكدر بيماران با اختلالات 
تهران به انجام با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي 

  .رسيده است، از آن معاونت محترم كمال تشكر و قدرداني را داريم
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Background: Thymidine phosphorylase (TP) catalyses the conversion of thymidine 
into thymine. Mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE) is an 
autosomal recessive disease which is caused by mutations in the nuclear gene encoding 
TP, bringing about severe impairment of TP-enzyme specific activity and accumulation 
of thymidine in plasma. The clinical manifestations of MNGIE are recognizable and 
homogenous, but not in the early stages of the disease. In patients who are suspected of 
having MNGIE, determination of TP-specific activity in leukocytes and thymidine 
levels in plasma are diagnostic. The methods that are usually used for the measurement 
of TP activity and plasma thymidine are not rapid or accurate enough and lack 
sensitivity. 
Methods: The specific activity of TP was measured by RP-HPLC in leukocytes of both 
the controls and the patients exhibiting clinical features suggestive of MNGIE. 
Moreover, plasma thymidine was assessed by the same method. 
Results: The patients had detectable plasma thymidine (>3 µmol/L) but it was 
undetectable in the healthy controls. The patients’ TP-specific activity decreased to less 
than 5% relative to the controls (14±4 nmol/h/mg vs. 525±165 nmol/h/mg, P<0.05). A 
diagnostic algorithm for the definitive diagnosis of MNGIE is suggestible based on the 
results of this study which relies on the measurement of plasma thymidine, TP-specific 
activity in leukocytes, or both. 
Conclusion: In this study, we set up a sensitive and rapid assay for the evaluation of 
TP-specific activity by using RP-HPLC in Iran. In addition, we established reference 
values for TP-specific activity and plasma thymidine in the Iranian patients. 
 

Keywords: Mitochondrial neurogastrointestinal encephalopathy syndrome, RP-HPLC, 
thymidine phosphorylase. 
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