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 يد وئروماتو بيماران مبتلا به آرتريت  درNOS2Aژن هاي  مورفيسم پلي بررسي

  افراد نرمال آن با مقايسه
  
  
  
  

  Iفرجام بهاره عبد نيك*
 IIزهرا اميرغفران دكتر 

  IIIدكتر الهام افلاكي 
 IIكمالي اسكندر دكتر 

  چكيده
 در پاتوژنز آرتريـت  (NO=Nitric oxide)نيتريك اكسايد   در خصوص حضور و نقششواهد متعددي :زمينه و هدف

 (iNOS=Induced Nitric oxide syntetase) سـنتاز القـائي    نيتريك اكـسايد توسط آنزيمي بنام، NO. روماتوئيد وجود دارد
هـا    وسـيت  لنف ع سينوويال و   ماي موجود در فوئيدي  نلاي     تك هسته  هاي   سلول وغضروف  ،  سينوويوم در   NO .شود  مي دتولي
 كـه   انـد   همطالعـات نـشان داد    . شـود   مـي  ديـده  زي ـنروماتوئيـد    بيمـاران مبـتلا بـه آرتريـت         خـون محيطـي    هـاي    منوسيت و

 التهـابي و خـود ايمنـي     هـاي   بيمـاري   استعداد ابتلا به   اب iNOS (NOS2A)  آنزيم كننده   موجود در ژن كد    هاي  مورفيسم  پلي
+ 150C/T و 1659C/T- موجـود در موقعيـت  هاي  مورفيسم  پليتعيين  ،  ن مطالعه ي از انجام ا   هدف. در ارتباط هستند  مختلف  

  .با افراد نرمال بود و مقايسه آنيد ئبيماران مبتلا به آرتريت روماتودر ژن 
ژن + 150C/T و 1659C/T- موجـود در موقعيـت  هـاي  مورفيـسم  پلـي ،   شاهدي -مورديدر اين مطالعه     :روش بررسي 

NOS2A هـاي  روشترتيب بـه  ه ب،  فرد نرمال232مار مبتلا به آرتريت روماتوئيد و بي176 در PCR- Allele Specific و 
RFLP- PCR (Polymerase Chain Reaction – Restriction fragment length polymorphism)   مورد بررسـي

مقايـسه  جهـت   Fisher's Exact و) x2(مجـذور كـاي   آمـاري  هـاي   و آزمـون  SPSS. 10 افـزار  نـرم . و مقايسه قرار گرفت
  .ان و افراد نرمال مورد استفاده قرار گرفتند بيماربينها  و آللها  فراواني ژنوتيپ

 بين گروه بيمـار و      1659C/T- هاي  ي در مقايسه فراواني ژنوتيپ    دار  معنيپس از تجزيه و تحليل آماري ارتباط         :ها  يافته
ش از  ي ب ـ داري  معنـي  طـور   بـه  )%75( در افـراد نرمـال       CCگـوت   ي هموز  ژنوتيـپ  در واقـع  . )=03/0P( كنترل مشاهده گرديد  

ي مـشاهده  دار معنـي بين گروه بيمار و كنترل ارتباط ، +150C/T هاي مقايسه فراواني ژنوتيپ   در. باشد  مي %)2/64(ان  بيمار
ليني بيمـــاران مـــورد مطالعـــه قـــرار گرفـــت و اطلاعـــاتي از قبيـــل       بـــا همچنـــين پرونـــده   . )=33/0P( نگرديـــد

CRP(CReactiveprotein) ،Rheumatoid factor)(RF ،تغييـر شـكل مفاصـل   ، علائم خارج مفـصلي ، خوردگي مفاصل ،
و علائـم   + 150C/T و   - 1659C/T هاي  ارتباط بين ژنوتيپ  . آوري و ثبت گرديد    ندول روماتوئيد و سن شروع بيماري جمع      

  .ي مشاهده نگرديددار معنيتفاوت   ومورد آناليز آماري قرار گرفت كيينيپاراكلهاي  افتهي و باليني
 1659C/T-هـاي   مورفيـسم   پلـي ارتبـاط بـين     در زمينـه     اولـين مطالعـه       كـه  ايـن تحقيـق    دراز آنجـايي كـه       :گيري  نتيجه

 در بـين  1659C/T- هـاي   ي بـين ژنوتيـپ    دار  معنيرابطه  ،  باشد  مي و بيماري آرتريت روماتوئيد    NOS2Aژن  + 150C/Tو
  در شـناخت نقـش آنـزيم        ديگـر  هـاي    مطالعات مشابه در جمعيت    رسد انجام   مي لذا به نظر   ؛گرديدكنترل يافت    و   گروه بيمار 

iNOS و NO ي اهميت باشدرا داروماتوئيد  بيماري آرتريتدر.  
  

  2A  سنتازنيتريك اكسايد ژن مورفيسم پلي -3    سنتاز القائينيتريك اكسايد -2   روماتوئيد آرتريت -1 :ها كليدواژه
  

  2/6/87: تاريخ پذيرش، 16/2/87: يافتتاريخ در
  

  مقدمه

فرم پلي آرتريت مـزمن     ترين    آرتريت روماتوئيد شايع  
ژنتيكـي و   ،  از برهمكنش عوامل محيطي    باشد و   مي يالتهاب

تظـاهرات مفـصلي و خـارج       . گردد  مي ايمونولوژيك ايجاد 
ــصلي و     ــزمن مف ــاب م ــاري ناشــي از الته ــن بيم ــصلي اي مف

و ديگـر   هـا     سـايتوكاين وي ديگـر     از س  باشد و   مي سيستميك

 (NO=Nitric oxide)نيتريك اكسايد   التهابي نظيرهاي واسطه
ــن  ــدتظــاهراتدر ايجــاد اي ــد . )1(  نقــش دارن  در NOتولي

در پاسخ  . تأثير دارد  يهاي گوناگون  پاتوژنز بيماري از راه   
ــايتوكاين  ــك س ــه تحري ــا ب ــد  NO، ه  درون مفاصــل تولي

 سـينوويال و اعمـال    هـاي     روي سلول  يشود و تأثيرات    مي
  

فرجام در مقطع كارشناسي ارشد به راهنمايي دكتر اسكندر كمالي و دكتر زهرا اميرغفـران و مـشاوره دكتـر                      نامه خانم بهاره عبد نيك      اي از پايان    اين مقاله خلاصه  
  .باشد الهام افلاكي مي

 (I      ي، دانشكده پزشكي، بلوار شهيد باهنر، دانشگاه علوم پزشـكي و خـدمات بهداشـتي              شناس  شناسي و ميكروب    مربي و كارشناس ارشد ايمونولوژي، گروه ايمني- 
  .) مسؤولمؤلف* (درماني قزوين، قزوين، ايران 

(II  شيراز، شيراز، ايران درماني -دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيهاي خودايمن،  شناسي و مركز تحقيقات بيماري ايمونولوژي، گروه ايمنيو دكتراي استاد.  
(III  درماني شيراز، شيراز، ايران-روماتولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيو فوق تخصص استاديار .  
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 تخريـب غـضروف    سـبب آغـاز   گذارد كـه      مي ها  كندروسيت
هاي سـينوويال و      اين تأثيرات روي سلول   . دگرد  مي مفصلي

 )3و2(،گليكـان وروتئمهار سنتز كلاژن و پ     ها شامل   كندروسيت
افزايش حساسيت به آسيب  )4(فعال شدن متالوپروتئينازها 

. باشد  مي )6و5( و آپوپتوز  (H2O2)ها    توسط ديگر اكسيدانت  
 آنـزيم   و NOشواهد متعددي در خصوص حضور و نقش      

 در پـاتوژنز آرتريـت روماتوئيـد        (iNOS) توليد كنندة آن  
هــا  ريــتافــزايش غلظــت نيت از آن جملــه )7-9(؛وجــود دارد

، يـد ئدرون مايع مفصلي بيماران مبتلا به آرتريـت روماتو        
 از بيمـاران مبـتلا بـه اسـتئوآرتريت         بيـشتر  بار   66 تا   35
، در مــايع ســينوويال ايــن بيمــارانبعــلاوه  )10(.باشــد مــي

كــه  دنــاز ســرم وجــود دار بيــشترهــا  نيتروزوپــروتئين
ــد  نــشان ــده تولي ــاددهن ــادير زي  صــلا درون مفNO ترمق

، هيـستوشيمي  -ايمونـو هاي    روشاز   با استفاده . شدبا مي
ــا  ــيون درجـ ــروز ، RT-PCR و هيبريديزاسـ  در iNOSبـ

س و  يپـل اسـكلروز   يمالت،  يـد ئآرتريت روماتو  هاي  بيماري
  مبتلا بـه   بيماراندر  . سندرم شوگرن مشخص شده است    

، لايـــه پوشـــاننده ســـينوويال  ، يـــدئآرتريـــت روماتو
 وهـا     سـيت كندرو،  عروقـي  عـضله صـاف   ،  ومسينوويزير

  را بـه مقـدار بـسيار زيـاد بـروز        iNOS،  ها  سينوويوسيت
 سـينوويوم و ، در آرتريـت روماتوئيـد    لـذا )12و11(؛دهند مي

. باشـند   مـي NOغضروف منابع اصلي توليد مقادير بالاي      
 هـاي  سـلول در   NOو افـزايش توليـد     iNOSافزايش بروز   

 خـون محيطـي بيمـاران مبـتلا بـه آرتريـت           اي    هـسته  تك
 )14و13(.باشــد  مــيبــا فعاليــت بيمــاري مــرتبط، يــدروماتوئ

iNOS كي قـرار دارد و يولـوژ يك نقطه كنترلي مهم بي در 

يـك  . كنـد   مي مختلف شركت هاي    مارييت به ب  يدر حساس 
باعـث   iNOS ژن   16 اگزون   150+موتاسيون در موقعيت    

اسيد آمينـة   كه  دشو  مي T به نوكلئوتيد    Cتبديل نوكلئوتيد   
Ser) ــ )نيرســ ــ ا608ت در موقعي ــزيمن ي ــه راآن ــديل ب    تب

در ممكـن اسـت     نمايـد كـه       مـي  )نلوسـي  (Leuاسيد آمينة   
هاي عملكردي ويژه    تست. باشد نقش داشته     آنزيم عملكرد
 مورفيــسم پلــي  بــراي اثبــات اهميــت ايــن   C/Tتغييــر 

)Ser608Leu(   بايد انجام گيرد .)موجـود  مورفيسم  پلي )15-17   
تبديل باعث   iNOS آنزيم پروموتر ژن    1659- در موقعيت 

ــد  ــدCنوكلئوتيـ ــه نوكلئوتيـ ــو مـــي T  بـ  و اتـــصال دشـ
دهد با توجه به حركـت        مي تغييررا   اي  ههستهاي    نئيپروت

هــاي  تين ســاي بــ(Linkage Disequllibrium) ترجيحــي
نـده  يدر مطالعـات آ   ،  آنزيمن  يك مختلف در ژن ا    يرفمو پلي
 ايواحد خاص   اي    ه نقط مورفيسم  پليك  يا  ينكه آ يش ا يآزما

ضروري به  ،  ت دارند يات عملكردي اهم  تأثيرپ در   يهاپلوتا
 ريثأش امكــان تـ ـيجهــت آزمــا  )19و18(.رســد   مــينظــر
-نئيپـروت هـاي      بـر روي بـرهمكنش     1659- مورفيسم  پلي

DNAاز رده ســلولي شــبه ماكروفــاژي انــساني بــه نــام   
HL-60hea) پ چـسبنده مـشتق از    ي ـك فنوت يHL-60 (  اسـتفاده

  Lipopolysacicharide توسـط ن رده سـلولي ي ـا. شده اسـت 

(LPS)  د  يجهت تولNO   توسط iNOS عـصاره   .شـود   مـي  القا
بـا  ،  LPSك شده بـا     يك نشده و تحر   يتحرهاي    سلولاي    ههست
ــ ــروبي ــامل Oligoduplex ك پ ــايت ش  NOS2A-1659 س

كمـپلكس   كي ـ،  بـراي هـر دو فـرم اللـي        . شـوند   مي انكوبه
 ريدا  معنـي  طـور   بـه شود كه     مي  مشاهده DNA-نئيپروت

 ميقـه فـرا تنظ ـ  ي دق30 بـه مـدت   LPS ك بـا ي ـبـدنبال تحر 
  بـراي  ييو القـا  سـاختاري   هـاي     شدت كمـپلكس  . شود مي

  قابــل تــوجهي از الــل   طــور  بــه  NOS2A-1659C الــل
NOS2A-1659T ن ي ـهـدف از انجـام ا      )20(.باشد  مي  بالاتر

ذكـر شـده در فـوق در        هـاي     مورفيـسم   پليتعيين  ،  مطالعه
و مقايسه آن با افـراد      يد  ئروماتوبيماران مبتلا به آرتريت     

مـاري  ين ب ي ـتـا كنـون در ا     ها    مورفيسم  پلين  يا. نرمال بود 
  .اند همطالعه نشد

  

  روش بررسي
مبـتلا بـه     بيمار 176،   شاهدي -موردي مطالعه ايندر  

و   ســال45±7/12بــا ميــانگين ســني يــد ئآرتريــت روماتو
. نـد مـورد مطالعـه قـرار گرفت       سـال    19-72محدوده سني   

اطلاعـات حاصـل از     ،  م كلينيكـي  ئ ـ با توجه بـه علا     نابيمار
ــد وجــود  ــده پزشــكي و تأيي ــوق   پرون بيمــاري توســط ف
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اطلاعات مربوط بـه    . تخصص روماتولوژي انتخاب شدند   
 وضعيت باليني از قبيـل تعـداد و نـوع            و تاريخچه بيماري 
 ...و  RF ،ESR، خـوردگي ، دفرميتيوجود ، مفاصل درگير

 .آوري شد ران جمعبا استفاده از پرونده بيما

ــن  ــه در ايـ ــرد نر 232مطالعـ ــافـ ــانگين لمـ ــا ميـ    بـ
كه فاقد سال  19-74 سال و محدوده سني 40±52/9سني  
   خـودايمني  هـاي   اي از بيمـاري     نـشانه  علامت يـا   گونه هر
ــود   در ــود ب ــه اول خ ــستگان درج ــا ب ــود ي    و ســابقههخ

به عنوان گـروه كنتـرل بررسـي        ،  بيماري خاصي نداشتند  
 خـون محيطـي     cc5حـدود   ،   مـورد مطالعـه    افراد از. شدند

ــه  ــه لول ــه و ب ــاوي   گرفت ــاي ح ــر 75ه  EDTA ميكروليت
(Ethylenediaminetetraacetic acid)10%) 8=PH (  انتقـال

  .داده شد
 NOS2A (Nitric oxide Synthase – 2A)مورفيـسم ژن   بررسي پلي

 : به شرح زير بودSalting out به روش DNAاستخراج  با

جهت حـذف   ،  EDTAخون حاوي    يس  سي 3-5  به -1
 )PH=8 (1  تريس بـافر   از سي   سي 7-10،   قرمز هاي  گلبول

. سـانتريفوژ شـد   دور 3000در  دقيقه10اضافه و به مدت 
وي  ر سپس مايع رويي دور ريخته شـد و عمـل فـوق بـر             

 بار تكرار گرديد تـا مـايع رويـي          2-3،  رسوب باقي مانده  
  .رنگ و شفاف شد كاملاً بي

 محلـول  سـي   سـي  1 ا اسـتفاده از   رسوب حاصل ب   -2
 بـه   گـراد   سانتيدرجه   56 دماي در   )PH=8 (2 تريس بافر 

  .دم تا مايع شفاف بدست آشددقيقه ليز  25مدت 
 ها  نمونهبه  ،  DNA ازها    پروتئينسازي   جدا  به منظور  -3

شـد   اضافه   NaCl)(  كلريد سديم  محلول اشباع  سي  سي 5/0
  .وژ شدسانتريف  دور3500دقيقه در  15 به مدت و

مايع رويي به آرامي به لولة فالكون ديگري منتقـل           -4
اتانول خالص به آرامـي بـه آن اضـافه           سي  سي 1-5/1 و

تـه نمـودن لولـه جهـت       سـر و  مرتبـه   شد و پـس از چنـد        
تجمـع يافتـه و بـصورت       ،  DNAهاي    رشته،  مخلوط شدن 

  .كلاف قابل رويت درآمد
 سـي  سـي  1 اپنـدورف حـاوي       لوله  به DNAكلاف   -5

ــانول ا ــد  %70ت ــال داده ش ــ5000و در انتق ــدته  دور ب   م
كـاملاً دور    %70و سـپس اتـانول       شـد   دقيقه سانتريفوژ  5

  .ريخته شد
 Dri- block  دردسـتگاه DNAپس از خشك شدن  -6

آب  ميكروليتـر  100-300،  گراد  سانتي60 با درجه حرارت  
ــافه و    ــه آن اض ــونيزه ب ــر دي ــاعت در24مقط ــاي  س   دم

  كـاملاً حـل    DNAقرار داده شـد تـا       گراد   درجه سانتي  37
 .شود

 10،  اســـتخراج شـــدهDNAتعيـــين غلظـــت بـــراي 
ــول ميكروليتر ــاDNAمحل ــر 990 ب ــر ميكروليت آب مقط
 280 و   260جـذب نـوري درطـول موجهـاي         . رقيق شـد  

هـاي مـاگزيمم جـذب نـور          به ترتيب طول موج   (نانومتر  
ــراي  ــروتئينDNAبـ ــتگاه   ) و پـ ــك دسـ ــه كمـ  UVبـ

هايي كـه نـسبت       نمونه. گيري شد   هاندازاسپكتروفتومتر  
 مساوي يا بالاتر    ها  آن نانومتر   280 به   260جذب نوري   

جهت انجام مراحل بعـــدي مـورد اسـتفاده    ،  بود5/1از  
 بـا اسـتفاده از فرمـول زيـر          DNAغلظـت   . قرار گرفتند 

  :محاسبه گرديد
 DNA غلظـت    OD260  ×(μg/ml)=50 ×فاكتور رقـت    

ــت ــايي  غلظـ ــتفاد DNA نهـ ــورد اسـ ــراي  مـ   PCRه بـ
 ميكروگـرم در    3/0( ليتـر   ميليميكروگرم در    300روي  
 مـورد اسـتفاده   PCRشد و جهت انجام    تنظيم  ) ليتر  ميلي
  .گرفت قرار 
بـراي هـر نمونـه    ، PCR- Alelle -Specific روش در
DNA  ، براي تكثير آلل ، 1لوله شماره . انتخاب شد دو لوله

وع دوم در   جهـت تكثيـر آلـل ن ـ      ،  2نوع اول و لوله شماره      
بـه ترتيـب براسـاس       به هر دو لوله مـواد     . نظر گرفته شد  

تنهـا تفـاوت لولـه      ( اضـافه شـد      زيـر مقادير درج شده در     
جهت اطمينـان از    . )بود Forward  در پرايمر  2 و 1شماره  

كنترل داخلي در . از كنترل داخلي استفاده شد ،  PCRنتايج  
توسـط  هـا     لولـه  محتويات.  بود بتاگلوبينژن  ،  اين بررسي 

كـاملاً   چرخش سريع و كوتاه مـدت بـا ميكروسـانتريفوژ         
در دسـتگاه   ،  PCRجهـت انجـام مراحـل         و نددش ـمخلوط  
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  .ترموسايكلر قرار گرفتند
 به هـر ، DNAبراي هر نمونه ، PCR- RFLP روشدر 

زيـر  مواد به ترتيب براسـاس مقـادير درج شـده در            ،  لوله
توسـط چـرخش سـريع و        هـا    محتويات لوله   و اضافه شد 

و  شـدند كوتاه مدت بـا ميكروسـانتريفوژ كـاملاً مخلـوط           
روغن معدني جهـت جلـوگيري از تبخيـر مـواد در هنگـام        

در ،  PCRشد و جهـت انجـام مراحـل          اضافه،  PCR انجام
از ميكروليتـر    3سـپس   . گرفتند  دستگاه ترموسايكلر قرار    

تروفورز ك جهت اطمينان از انجام واكنش ال      PCRمحصول  
   بــهPCRنــان از انجــام واكــنش   پــس از اطمي. گرديــد

محصول باقيمانده طبـق فرمـول ذيـل آنـزيم           ليترميكرو 7
 :اضافه شد

Restriction Enzyme (10units/μl): 0. 2 μl  
Buffer B (10 X): 1. 4 μl  
Deionized water: 5. 4 μl 

  
  PCRهاي  حجم و غلظت مواد مورد استفاده در تست -1  شمارهجدول

  

  حجم
RFLP  

150+C/T  
RFLP 

1659- C/T  
Alelle Specific 

1659-  C/T 
  تركيبات

  آب مقطر  ميكروليتر3  ميكروليتر4/ 8  ميكروليتر4/ 1
  PCR بافر   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر1
  Mgcl2   ميكروليتر0/ 7  ميكروليتر0/ 9  ميكروليتر6/1
  dNTP   ميكروليتر0/ 2 ميكروليتر0/ 2 ميكروليتر.  /2

   فورواردآغازگر   ميكروليتر1   ميكروليتر1  ليتر ميكرو1
  معكوس آغازگر   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر1

  فوروارد دروني   ميكروليتر1 - -
  دروني معكوس   ميكروليتر1  -  -

  DNA   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر1
  Taqپلي مراز   ميكروليتر0/ 1 ميكروليتر0/ 1 ميكروليتر0/ 1

  
 تــوالي FspBI (MaeI)آنــزيم ، 1659–در موقعيــت 

5′…C↓ T A G…3′    را در صـورت وجـود شناسـايي و 
 در انكوبـاتور  ها    نمونه،  براي انجام واكنش  . نمود  مي هضم

 سـاعت قـرار   16بـه مـدت    گراد سانتيدرجه  37در دماي  
آنـزيم   ،150+ در موقعيـت  هـا     جهت تعيين الـل   . شدند داده

TasI (TspEI) اين آنزيم توالي . ده قرار گرفتمورد استفا
5′…↓A A T T…3′    را در صـورت وجـود شناسـايي و 

 در انكوبـاتور  ها    واكنش نمونه  براي انجام . نمود  مي هضم
 سـاعت قـرار   16بـه مـدت    گراد سانتيدرجه  65 در دماي 

  .شدند داده
 هـاي   برنامـه  و   پرايمرهـا تـوالي   ،  غلظـت مـواد    و حجم

PCR  جهت تكثير ژن   مورد استفادهiNOSهـاي    در جدول
  . به نمايش در آمده است3 و 2، 1شماره 

  
   NOS2Aپرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير ژن -2 جدول شماره

  
  

  PCRروش   توالي آغازگرها
T اختصاصي : 5 فوروارد ′- CCT TGA 
ACA AGG CAG AAC T -3′ 
Cاختصاصي  : 5 فوروارد ′- CCT TGA 
ACA AGG CAG AAC C -3′ 

مشترك معكوس:    5′- GCT CTG GCT 
TAT GGA GCA TC -3′ 

Alelle Specific 
1659-  C/T 

فوروارد:   5′- GTG AAA GCA GCT 
ACA GGG GA-3′ 

معكوس:   5′- AAT CCT GGC CTT 
AGG GAG TG -3′ 

RFLP 
1659-  C/T 

فوروارد:     5′- TGT AAA CCA ACT 
TCC GTG -3′   

معكوس:   5′-GTC TCT GCG GGT CTG 
AGA AG -3′ 

RFLP 
150+  C/T 

  PCRروش   توالي آغازگرها
T اختصاصي : 5 فوروارد ′- CCT TGA 
ACA AGG CAG AAC T -3′ 
Cاختصاصي  : 5 فوروارد ′- CCT TGA 
ACA AGG CAG AAC C -3′ 

مشترك معكوس:    5′- GCT CTG GCT 
TAT GGA GCA TC -3′ 

Alelle Specific 
1659-  C/T 

فوروارد:   5′- GTG AAA GCA GCT 
ACA GGG GA-3′ 

معكوس:   5′- AAT CCT GGC CTT 
AGG GAG TG -3′ 

RFLP 
1659-  C/T 

فوروارد:     5′- TGT AAA CCA ACT 
TCC GTG -3′   

معكوس:   5′-GTC TCT GCG GGT CTG 
AGA AG -3′ 

RFLP 
150+  C/T 
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  :NOS2A جهت تكثير ژن PCR هاي برنامه - 3 جدول شماره
  

  PCR روش  PCR هاي برنامه
Long denaturation     95°C   5min 
1. Denaturation          95°C   30Sec 
2. Annealing               65°C   30Sec 
3. Extention                72°C   45Sec 

سيكل تكرار مرتبه 40  
 Final extention           72°C   5min 

–1659 C/T 
(Alelle Specific) 

Long denaturation      95°C   5min 
1. Denaturation          95°C    30Sec 
2. Annealing              62.5°C  30Sec 
3. Extention                72°C   45Sec 

 سيكل تكرار مرتبه 40
  Final extention      72°C   5min

–1659 C/T (RFLP)

Long denaturation   95°C   5min 
1. Denaturation        95°C   30Sec  
2. Annealing             62°C   30Sec  
3. Extention              72°C   45Sec  

  سيكل تكرار مرتبه 10
1. Denaturation        95°C   30Sec 
2. Annealing             57°C   30Sec 
3. Extention              72°C   60Sec 

   مرتبه تكرار سيكل30
Final extention        72°C   5min

+150 C/T (RFLP) 
Touchdownبه روش  

  

  در روش، PCRالكتروفــــــورز محــــــصولات بــــــراي 
PCR-Alelle-Specific، 10 و در روش     ميكروليتر PCR-RFLP،  

، loading dye از ميكروليتر 4 با PCR از محصولات ميكروليتر 3
از  يدر يك ـ . برده شد % 2 و درون حفرات ژل آگاروز       مخلوط
ولتاژ مـورد   .  ريخته شد  DNAماركر وزن مولكولي    ،  حفرات
براي .  دقيقه بود  60،   ولت و مدت زمان الكتروفورز     100،  استفاده

ــ، مــشاهده نتـاـيج  Transilluminator UV روي دســتگاهر ژل ب
 روش  محصولات حاصل از هـضم آنزيمـي در       . شد  انتقال داده   

PCR- RFLP  ندالكتروفورز شد% 5/3در ژل آگارز.  
ــي    ــاري اطلاعــات حاصــل از بررســي فراوان ــاليز آم آن

در بيماران و گروه كنترل با كمك برنامه        ها    و آلل ها    ژنوتيپ
آماري مجـذور    هاي  آزمونبا استفاده از     SPSS 12-آماري  

  .انجام گرفتFisher's exact  و (x2) كاي
  
  ها هتياف

جفـت   250 يـك بانـد بـه طـول          PCRبا انجام آزمايش    
 100 و يك باند به طـول NOS2Aر پروموتر ژن    از تكثي باز

) كنتـرل داخلـي   ( گلـوبين    بتـا  در اثـر تكثيـر ژن        جفت بـاز  
   الكتروفـورز محـصولات    1 شـكل شـماره   . حاصل گرديـد  

  

PCR دهد  ميرا نشان %12آكريلاميد  بر روي ژل.  
  

  
ــماره ــورز محــصولات-1شــكل ش -   (Allele Specificالكتروف

1659C/T  PCR  ژن(NOS2Aآكريلاميد ي ژلرو  بر  
  

ــي ــسم پل ــتمورفي اـ روش 1659C/T-  موجــود در موقعي  بـ
RFLP PCR-از تكثير اوليـه ايـن   .  نيز مورد بررسي قرار گرفت

 تـشكيل گرديـد كـه پـس از          جفت بـاز   200باندي به طول    ،  قطعه
در صورت وجود ، Fsp BI (Mae I)  آنزيم محدودكنندهباهضم 

 رت دسـت بـه صـو   PCR  محـصول ، CCژنوتيپ هموزيگـوت  
ماند و در صورت وجود ژنوتيـپ هموزيگـوت           مي نخورده باقي 

TT  ،2         باند و در صورت وجود ژنوتيپ هتروزيگوت CT  ،3  باند 
 بـر   PCR  الكتروفورز محصولات  2شكل شماره   . آمد  مي بوجود

  .دهد  ميرا نشان %12آكريلاميد روي ژل 
  

  
   PCR–RFLP (الكتروفــــورز محــــصولات -2 شــــكل شــــماره

-1659C/T  ژن(NOS2A آكريلاميد بر روي ژل  
  

 16اگـزون   + 150C/T موجود درموقعيت    مورفيسم  پلي
 مـورد بررسـي قـرار      RFLP-PCR به روش    NOS2Aژن  
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جفـت   275 باندي به طـول    از تكثير اوليه اين قطعه    . گرفت
  تشكيل گرديد كه پس از هضم آنزيمي به كمك آنـزيم           باز

EI (Tas I) Tspگـوت   صـورت وجـود ژنوتيـپ هموزي    در
CC  ،2     و در صـورت     جفـت بـاز    113 و   175 باند به طول 

 113 و   142 باند به طول     TT  ،2وجود ژنوتيپ هموزيگوت    
  ،CT و در صورت وجود ژنوتيـپ هتروزيگـوت          جفت باز 

. آمـد   مي  بوجود جفت باز  113 و   142،  175  باند به طول   3
 بـر روي ژل     PCR الكتروفورز محصولات    3شكل شماره   

  .دهد مي نشانرا  %12آكريلاميد 
در بيماران و گروه كنتـرل در       ها     آلل وها    فراواني ژنوتيپ 

فراوانـي  . بـه نمـايش در آمـده اسـت     5  و4شماره جدول 
- هـادري  در بيماران و گروه كنترل تابع تعادل      ها    ژنوتيپ

ــرگ ــود)Hardy-Weinberg( واينب ــي  .  ب ــسه فراوان در مقاي
 1659C/T- مورفيـسم   پلـي  حاصـل از     هاي   و آلل ها    ژنوتيپ

تفـاوت  ، گروه كنتـرل  در بيماران و، NOS2Aپروموتر ژن  
هـا    در مقايسه فراوانـي ژنوتيـپ      ي از نظر آماري   دار  معني

 ژنوتيـپ  .)=12/0P و =03/0P ترتيـب ه  ب ـ (مشاهده گرديد 
CC بيـشتر  )%75(گروه كنترل    اي در   قابل ملاحظه  طور  به 

  .دش مشاهده %)2/64(از گروه بيمار 
  

  
+ (PCR –RFLP 150C/T لكتروفـورز محـصولات  ا -3 شـكل شـماره  

  آكريلاميد بر روي ژل NOS2A ژن 16)اگزون 
  

در بيماران و گروه كنتـرل      ها    و آلل ها    فراواني ژنوتيپ 
مقايـسه و مقـادير     ،  )كـاي  مجـذور  (x2با استفاده از تست     

 =P 118/0 و =33/0P بـه ترتيـب   هـا     ارزشي ايـن مقايـسه    

 بـه  7 و   6 شـماره نتـايج حاصـله در جـدول        . محاسبه شد 
در بيماران و گروه    ها    فراواني ژنوتيپ . اند نمايش در آمده  
  .نمود  ميتبعيت واينبرگ -هادريكنترل از تعادل 

  
 در 1659C/T– هــاي مقايــسه فراوانــي ژنوتيــپ -4شــماره جــدول 

  بيماران و افراد نرمال

P. value  
 كنترل

)232n=(  
  بيماران

)176n=(  ژنوتيپ  

03/0  )75(%174  )2/64(%113  CC 
  )8/19(%46  )3/31(%55  CT 
  )2/5(%12  )5/4(%8  TT 

  
 در بيماران و    1659C/T– هاي  مقايسه فراواني آلل   -5 شمارهجدول  

  افراد نرمال

P. value  
 كنترل

)232n=(  
  بيماران

)176n=(  آلل  

12/0  )9/84(%394  )83/79(%281  C 
  )1/15(%70  )17/20(%71  T 

  
ــسه فراوا -6 شــمارهجــدول  ــپمقاي در + 150C/T هــاي نــي ژنوتي

  بيماران و افراد نرمال

P. value  
 كنترل

)232n=(  
  بيماران

)176n=(  ژنوتيپ  

33/0  )69(%160  )6/75(%133  CC  
  )4/22(%52  )2/18(%32  CT  
  )6/8(%20  )3/6(%11  TT  

  
در بيمـاران و    + 150C/T هاي  مقايسه فراواني آلل   -7  شماره جدول

  افراد نرمال

P. value  
 كنترل

)232n=(  
  بيماران

)176n=(  آلل  

12/0  )2/80(%372  )7/84(%298  C 
  )8/19(%92  )3/15(%54  T 

  
ــاران  ــي بيمـ ــده كلينيكـ ــرار ، پرونـ ــه قـ ــورد مطالعـ   مـ

  ، ســـرمي(CRP)ين فازحـــاد ئگرفـــت و ميـــزان پـــروت  
ــد  ــاكتور روماتوئي ــعلا، ســرمي (RF)ف ــصليئ ــارج مف   م خ

(Extra articular manifestation =EAM) ،ــ ــر ش كل تغيي
، (Nodule)نـــدول روماتوئيـــد  ، (Deformity)مفاصـــل 

هـاي    سرعت رسوب گلبـول   ،  (Erosion)خوردگي مفاصل   
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آوري و ثبـت     جمـع ،  و سـن شـروع بيمـاري       (ESR)قرمز  
ــد ــانگين ســن  . گردي ــد ، (Deformity)مي ــدول روماتوئي  ن

(Nodule) ، خــوردگي مفاصــل(Erosion) ، ســرعت رســوب
 و  آوري  جمع،  بيماريو سن شروع     (ESR)قرمز  هاي    گلبول

 و سال 8/35±5/11، بيماري شروعميانگين سن . ثبت گرديد
ــانگين طــول دوره ــودســال 3/9±2/6، بيمــاري مي  %1/9.  ب

 2 و 1بيمــاران داراي ســابقه بيمــاري در خويــشان درجــه  
م ئعلا. نمودند  ميان سيگار مصرف بيماراين% 9/11بودند و 

. ان نـادر بـود    ماربياين    در ندول روماتوئيد  و   خارج مفصلي 
ــاري  ــاليز آمـ ــپآنـ ــي ژنوتيـ ــاي فراوانـ ــل از دوهـ    حاصـ

ــي ــسم پل ــا علا مورفي ــذكور ب ــ م ــاريئ ــهم بيم ــاي   و يافت ه
  .دهد  نمينشان ي رادار معني تفاوت آزمايشگاهي

 ESR (Erythrocyte sedimentation rate)ميانگين ميزان 
ي آناليز آمار . بودمتر بر ساعت      ميلي 18/35±8/22،  در بيماران 

 (One-Way ANOVA) با استفاده از تـست آنـووا يـك طرفـه    
 نـشان   1659C/T– هـاي   ژنوتيپ و   ESR بين   داري  معني تفاوت
ــداد  ــيكن . ) =89/0Pن ــاوت ل ــيتف ــين داري معن   وESR ب
هـيچ   ).  =P 01/0 ( مـشاهده گرديـد  +C/T 150 هاي ژنوتيپ
 يهـا   ژنوتيـپ  وي بين سن بروز بيمـاري       دار  معنيارتباط  

  .مشخص نگرديدمذكور هاي  ممورفيس پلي
  
  بحث

ــد ــط iNOS تولي ، LPS، (Interleukien-1) IL-1 توس
TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) ،IFN-γ (Interferon-γ)، 

PAF (Platelet – activating Factor) ،GM-CSF 
(Granulocyte Monocyte – Colony – Stimulating Factor) 

  .شود مي فراتنظيم IL-6 و
 ماكروفاژ كننده   و فاكتور غير فعال    رتيكوئيدهاگلوكوكو

(Macrophage Deactivating Factor = MDF) ،IL-8 ،IL-10 ،
IL-4، PDGF (Platelet Derivative Growth Factor) ،NO 

(Nitric Oxide) و TGF-β (Transforming Growth Factor-β) 
 هـاي   بـرهمكنش بعـلاوه    )10(.نماينـد   مـي  مهـار  را توليد آن 

  و كووالانو اصلاحات پيوندهاي    تغييرات  ،  پروتئين -تئينپرو

 ،mRNA (messenger Ribonucleic acid) پيــرايش متنــاوب
  و iNOSآنـزيم    )21(.دنماين ـ  مي تنظيمرا   iNOSبروز  فعاليت و   

mRNA   و بـه همـين      )22(دنباش ـ  مي بسيار پايدار ،  مربوط به آن 
 روزن  چنـدي در طـي     NOدليل قادر بـه توليـد مقـادير زيـادي           

 فعـال   هـاي   گونـه   از  منجر به توليد ميزان زيـادي       كه باشند مي
 = Reactive Nitrogen Oxide Species)نيتــروژن اكــسيد 

RNOS) ات تـأثير از  اي    كه واسطه طيف گسترده   ،  گردد  مي
مطالعــات  )22(.باشــد  مــيفيزيولوژيــك و پاتوفيزيولوژيــك

 آرتريت  را در بروزNOS2A نقش ژن تا حدودي ژنتيكي
غربـالگري ژنـومي    يك مطالعه   . نمايند  مي  تأييد وماتوئيدر

ارتبــاط ، در آمريكــا (Genome Wide Screen) گــسترده
  رويبرخـــي نـــواحي موجـــود بـــري بـــين دار معنـــي

آرتريـت   بـا بيمـاري   17 و 16، 12، 4، 1 هـاي  كرومـوزوم 
  رويناحيه موجود بـر  )23(.نشان داده استرا  روماتوئيد

ــوزوم ــRA ,1729 كروم ــيده نامي ــه  شــود  م ــاوي ك ح
ــه در نزديكــي    مــي(D17S1301)ميكروســاتليت  باشــد ك
 قـرار گرفتـه     17 ومكرومـوز  بلنـد  بازوي انتهاي تلومريك 

وم كرومـوز   بـازوي بلنـد    بر روي نيز   NOS2A ژن. است
–17q11. 2)وم كرومـوز نزديكـي سـانترومر ايـن      در17

q12)   بـا توجـه بـه وجـود ارتبـاط بـين            . گرفته است قرار
ــوز ــد و 17م وكرومـ ــت روماتوئيـ ــات ، آرتريـ در مطالعـ

ــسترده  ــومي گ ــالگري ژن ــيغرب ــوان ژن   م  را NOS2Aت
.  يك ژن كانديد در بروز اين بيماري مطرح نمـود          عنوان  به

ــي ــسم پل ــاي مورفي ــه ه ــود در ناحي ــوتر ΄5موج  ژن پروم
NOS2A،       ميزان بـروز آنـزيمiNOS    ثير قـرار  أرا تحـت ت ـ 

هـاي    مورفيـسم   پلـي  كـه  انـد   همطالعـات نـشان داد     )24(.دنده مي
 هـاي   موجب استعداد ابتلا به بيمـاري      NOS2A موجود در ژن  

دو  )25-28(.دنــگرد  مـي التهـابي و خـودايمن  ، عفـوني ، واسـكولار 
 بـا اهميـت     در ناحيـه فرادسـت پرومـوتر      مورفيـك    پلي سايت

پنتانوكلئوتيـد بـسيار پلـي     هـا   آنيكي از   . عملكردي وجود دارد  
 فرادسـت  kb 2.5واقع در  n (CCTTT) مورفيك توالي تكراري

ــري و NOS2A ژن ــي    ديگ ــدي دو آلل ــار نوكلئوتي ــرار چه تك
(AAAT/AAAAT) 0.75  واقـع در kb ژن ايـن  فرادسـت  
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ي در فعاليت پرومـوتر در      دار  معني هاي  تفاوت )29(.دباش مي
احتمال دارد افـراد داراي  . ه استاين دو واريانت يافت شد 

R4/5 يا AAAT/AAAAT       ملين  در مقايـسه بـا حـاR4/4 ،
NO   در هـا      اين تفـاوت   بعلاوه )31و30(؛ بيشتري توليد نمايند

باعث استعداد ابتلا يا مقاومـت      ،  NOS2A ميزان بروز ژن  
  )24(.گردد  مي نيزبه بيماري آرتريت روماتوئيد

 Gayارتبـاط بـين پنتـا نوكلئوتيـد        ،  )2004 (همكاران و
 در پرومـوتر ژن     موجود n(CCTTT)مورفيك   پلي بسيار

NOS2A  بررســيبيمــاري آرتريــت روماتوئيــد   را بــا 
نتــايج حاصــل از ايــن مطالعــه اختلافــي بــين  )24(.نمودنــد

.  و گـروه كنتـرل نـشان نـداد         بيماريبيماران مبتلا به اين     
ــيكن  ــاط ل ــسبتا ارتب ــين ــين داري معن ــيب ــزايش فراوان    اف

10-repeat alleles ــشاهد ــاري مـ ــروز بيمـ ــه  و بـ   دشـ
(P=0.08) .   مولـد  ،   تكـرار  12ا كمتـر از     بهاي    آللاز طرفي

ژن هـاي     آلـل وقتـي كـه      )32و25 ،24(. هـستند  NOمقادير كـم    
NOS2A   از تكـرار بيـشتر   به دو گروه تكرارهاي كمتـر و 

 بـين بيمـاران و      داري  معنـي اخـتلاف   ،  بندي شد  تقسيم 12
افـراد   يكـه طور به (P=0. 021) مشاهده گرديد گروه كنترل

 producer) NO (low تكـرار 12حامل دو آلل با كمتـر از  

 پيشرفت اين بيماري مستعد از ساير افرادبيشتر دو برابر 
 مهـم   كننـده    تنظيم NOاز آنجايي كه     )0P=(.)24 /005( ندبود

 را  Th1باشـد و پاسـخ سـايتوكايني          مـي  Th1/Th2تعادل  
 افرادي كه حامل دو آلل با كمتـر از          در،  نمايد  مي سركوب

 هـاي    پاسـخ  سـمت   ايمنـي بـه    هاي  پاسخ،   تكرار هستند  12
Th1؛ لــذا ايــن افــراد مــستعد ابــتلا بــه دوشــ  مــيتمايــل م

 آرتريـت   ماننـد  (Th1خـودايمن وابـسته بـه       هـاي     بيماري
بـا  هـاي      الل ممكنست نقش بالقوه   )24(.باشند  مي )روماتوئيد

 ي باشد كه درهاي مورفيسم پليبواسطه ديگر  تكرار كوتاه

روي  و بـر     هدو ب ـ n(CCTTT) هاي  با آلل  حركت ترجيحي 
ــوزوم ــرار دار 17q كرومـ ــقـ ــات . دنـ ــشترمطالعـ در  بيـ

 مورفيـسم   پلي مختلف جهت اثبات قطعي نقش       هاي  جمعيت
(CCTTT)n   ژن NOS2A      در آرتريت روماتوئيد و ارتباط 

 درگيـر در اسـتعداد ابـتلا بـه بيمـاري            هاي  آن با ديگر ژن   

 پـيش  هاي   توسط سايتوكاين  iNOSآنزيم  . ضروري است 
احتمــال دارد كــه   . شــود  مــي قــاالتهــابي و التهــابي ال 

 موجـــود در ژن ايـــن عملكـــردي هـــاي مورفيـــسم پلـــي
هاي    سايتوكاين نيز با تأثير بر افزايش بروز     ها    سايتوكاين

ســبب ، NOS2A ژن  افــزايش بــروز و در نتيجــهالتهــابي
بـراي   گردنـد؛    بيماري آرتريت روماتوئيد  استعداد ابتلا به    

 موجـود   هاي  ممورفيس  پليمثال در مطالعات متعددي نقش      
ــت   TNF-αدر ژن  ــاري آرتريـ ــدت بيمـ ــروز و شـ  در بـ

با توجه به نقش اين      )33-35(.روماتوئيد مشخص شده است   
بر ميزان بروز  ثيرأتبا ،  NOS2Aژن   در القا ها    سايتوكاين

 بيمـاري ايـن    سبب استعداد يا مقاومـت بـه      ،  NOS2Aژن  
  )33-35(.گردند مي

روموتر ژن  موجود در پ  مهم   هاي  مورفيسم  پلييكي از   
NOS2A  ،1659 مورفيسم  پليC/T- ارتباط بين  . باشد  مي

 مـورد   HCV و بيماري مالاريا و عفونت       مورفيسم  پلياين  
 مورفيــسم پلــي رابطــه )20و 18(.مطالعــه قــرار گرفتــه اســت

+150C/T  ژن 16در اگــزون NOS2A ديابــت نــوع بــا I ،
بررسـي  مـورد   سرطان گاستريك و مالتيپل اسكلروزيس      

تــــا كنــــون ارتبــــاط  )37و36 ،15(. اســــتهقــــرار گرفتــــ
 NOS2A ژن   150C/T+  و -1659C/T هـاي   مورفيسم  پلي
در اين  ؛ لذا   اند  هبررسي نشد آرتريت روماتوئيد   بيماري   با

 و آرتريـت  مـذكور  مورفيـسم  پلـي دو تحقيق ارتبـاط بـين     
  .فته استگر  قرار مطالعه موردروماتوئيد

 ژن   پرومـوتر  1659- در ناحيـه   موجـود    مورفيسم  پلي
NOS2A   تبديل نوكلئوتيد    باعثC  به نوكلئوتيد  Tدشو مي .

به پروموتر را تحـت  اي  ههستهاي  نئياتصال پروت  تبديلاين
 2003سـال    و همكـاران در      Burgner )20(.دهد  مي  قرار يرأثت

بـر روي    -1659C/T مورفيـسم   پلـي ر  يبه منظور مطالعه تأث   
از رده ســـلولي شـــبه  DNA- نئيپـــروتهـــاي  بـــرهمكنش

ك چسبنده مشتق از ي( HL-60 heaكروفاژي انساني به نام ما
HL-60 ( استفاده نمودند .LPS   از  بـرداري   موجب القا نسخه 

 NOد  ي ـ تول  و متعاقبـاً   iNOSو سنتز آنـزيم      NOS2A ژن
در ايـن آزمـايش عـصاره       . شـود   مـي  ن رده سـلولي   يدر ا 
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 LPSك شـده بـا    يك نشده و تحر   يتحرهاي    سلولاي    ههست
حـاوي   Oligoduplex ك پـروب  ي ـبـا   ) هق ـي دق 30به مدت   (

بـراي هـر دو فـرم       . انكوبه گرديدند  NOS2A-1659 ناحيه
 مشاهده شد كه بـدنبال      DNA- نئيك كمپلكس پروت  ياللي  
 از طرفـي  . م گرديد ي فرا تنظ  داري  معني طور  به LPS ك با يتحر

Burgner    سـاختاري  هاي    نشان دادند كه كمپلكس   و همكاران
 طور  به NOS2A-1659Cضور الل    شكل گرفته در ح    ييو القا 

ــل   ــوجهي از ال ــل ت ــشتر NOS2A-1659Tقاب  باشــند؛  مــيبي
 در  هـاي    در سـلول   DNA-ين ميزان كمپلكس پـروتئين      بنابرا

صـورت وجـود    در LPSحال استراحت و تحريك شده با       
تـوان    مـي  در نتيجـه  . يابد  مي  كاهش   NOS2A–1659T آلل

ط دو آلـل  توسNO  كرد كه ميزان توليدگيري  چنين نتيجه
  )20(.فوق متفاوت است

 در  1659C/T– مورفيسم  پليبا توجه به نقش احتمالي      
آنـزيم   و   NOنقـش مهـم و اساسـي         و   iNOSبروز آنزيم   

iNOS     و اهميـت عملكـردي  در بيماري آرتريت روماتوئيد 
 حاصل از   هاي  ژنوتيپفراواني   ، -1659C/Tمورفيسم   پلي
 و  رتريـت روماتوئيـد   آان مبتلا به    در بيمار  مورفيسم  پلي اين

ه قـرار گرفـت و پـس از تجزيـه و            يـس اق مورد م  افراد نرمال 
هـا   ي بين فراواني ژنوتيـپ دار معنيتفاوت  تنها  تحليل آماري   

اين تحقيق  . (P=0.03) درگروه بيمار و كنترل مشاهده گرديد     
ــه ــين مطالع ــاط اي  اول ــه ارتب ــين  اســت ك ــيب ــسم پل  مورفي

1659C/T-  ؛ دهـد  مـي  نشاند را   آرتريت روماتوئي   و بيماري
حاصل از  هاي    آلل وها    گردد كه فراواني ژنوتيپ     مي پيشنهاد

و تـأثير آن بـر      در جوامع مختلف     -1659C/Tمورفيسم   پلي
  .دريمورد بررسي قرار گ آرتريت  روماتوئيدبروز

Yee ارتباط بين هاپلوتيپ   2001همكاران در سال     و  -
نتيجـه   و NOS2Aپروموتر ژن در ( (1659- ,1026- ,277

 )25(. را در بيمــاران اروپــايي ثابــت نمودنــدHCVعفونــت 
. وجود دارد ها    مورفيسم  پليقوي بين اين    حركت ترجيحي   

مختلـف حاصـل   هاي    هيچگونه تفاوتي در پراكنش ژنوتيپ    
 عفونـت  مبـتلا بـه       بيماران در 1659C/T– مورفيسم  پلياز  

ــزمن و ــهم ــدود شــونده   خودب ــود مح ــشاهده  HCV خ م

ــد ــشانايــن مو. نگردي ــده ارجحيــت بررســي ضــوع ن  دهن
براساس نتايج  . باشد  مي NOS2Aپروموتر ژن   ي  هاپلوتيپ

بيني نمود كه كـداميك   توان پيش  نميحاصل از اين مطالعه   
بيـشتر  مورفيسم مذكور با توليد      حاصل از پلي  هاي    از آلل 

  . همراهندNOيا كمتر 
Burgner  ارتبــاط ايــن ، 2003ســال و همكــاران در 

 را در كودكـان     ي مغـزي   بيمـاري مالاريـا    و مورفيسم  پلي
 نـسبتاً  ارتبـاط  و )20(گامبيـايي مـورد بررسـي قراردادنـد    

و  مورفيسم  پلي  اين  حاصل از  هاي  ي بين ژنوتيپ  دار  معني
 T  آلـل  فراواني. )=08/0P (بيماري مالاريا مشاهده نمودند   

 در  داري  معني طور  بهي مغزي    مالاريا  مبتلا به  در كودكان 
بـا  . )=009/0P( باشـد   مـي  بيـشتر  كنتـرل    مقايسه با گروه  

 يكي از فاكتورهـاي مهـم       NOتوجه به آنكه افزايش توليد      
تـوان   مـي ،  باشد  مي ي مغزي مالارياجهت استعداد ابتلا به     

 ،NO بـا افـزايش توليـد        Tكرد كـه آلـل      گيري    چنين نتيجه 
 شـود و آلـل      مي ي مغزي مالاريا سبب حساسيت به بروز   

C    توليـد     با كاهش قـدرت NO،  مقاومـت بـه بـروز      سـبب  
 Tدر مطالعه حاضر فراواني آلل     . شود  مي ي مغزي مالاريا

ه  در بــ تلا  مبــ اران  مــ ي  و گــروه آرتريــت روماتوئيــدب
ا؛  باشد  مي %15و  % 2/20كنترل به ترتيب     ذ مـي  ل تـوان    

تيجه  ن كه گيري    چنين   Tآلـل   بيـشتر    فراوانـي  نمود 
ا  ــ ب اران  ــ م ي ب ــد در  ــزايش تولي ــزايش، NOاف  ســبب اف

با .  گرديده است   آرتريت روماتوئيد   ابتلا به بروز   استعداد
مورفيك   پلي هاي  قوي بين سايت   توجه به حركت ترجيحي   

 گـردد كـه در      مي  پيشنهاد )19وNOS2A)18در پروموتر ژن    
بـه همـراه     - 1659C/T مورفيـسم   پلي تأثير،  مطالعات آينده 

 NOS2A موجود در پرومـوتر ژن       هاي  مورفيسم  پلي ديگر
  . مورد مطالعه قرار گيردت روماتوئيد آرتريبر بروز

ــاط   ــه ارتب ــن مطالع ــيدر اي ــسم پل ــود در مورفي  موج
 بــا بــروز  NOS2A ژن 16اگــزون  150C/T+ موقعيــت

. بيماري آرتريت روماتوئيد نيز مورد بررسي قرار گرفـت        
آنـزيم   سـرين  سـيد آمـين   اباعث تبـديل     مورفيسم  پلي اين

iNOS  گـردد  يم ـ آمينـه لوسـين     به اسيد  608 در موقعيت 
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(Ser 608 Leu))15( نقـش   آنـزيم در عملكـرد ممكن است  كه 
گـروه  سرينقطبي سيد آمينه؛ زيرا ا باشدداشته   ا  ب   R 

ا لوسين اسيد آمينه به  ،  بدون شارژ   با شارژ   R گروه ب
توانـد بـر اتـصال        مـي  ايـن تبـديل   . شـود   مـي  تبـديل مثبت  

  .سوبستراها به آنزيم تأثير داشته باشد
Johannesen  ارتباط بـين ايـن      2001ان در سال     و همكار 

را در بيماران دانماركي گـزارش       I  و ديابت نوع   مورفيسم  پلي
از والدين بـه     T انتقال آلل ،  بر اساس نتايج حاصله    )15(.نمودند

با توجه به آنكه توليد     . گيرد  مي صورتبيشتر  فرزندان بيمار   
بـر اسـاس    ،  نمايـد   مـي   كمك I  ديابت نوع  به بروز  NO بيشتر
توليـد   با   Tتوان چنين عنوان كرد كه آلل         مي  اين مطالعه  نتايج

  )15(. همراه استNOبيشتر 
و همكـاران    Barcellos  توسـط  انجام شـده  در مطالعه   

  ژن 150C/T+ مورفيـسم   پلـي ارتباطي بين    2004 در سال 
NOS2A       37(؛دنش و بيماري مالتيپل اسكلروزيس مشاهده( 
تلا بـه مالتيپـل      در اسـتعداد اب ـ    مورفيـسم   پلياين  بنابراين  

و همكاران در Shen  طرفي از )37(.نقش ندارداسكلروزيس 
 150C/T+ مورفيـسم  پلـي مشاهده نمودند كـه   2004سال 
ابــتلا بــه ســرطان گاســتريك را در بيمــاران چينــي  خطــر

C فراوانـي ژنوتيـپ   در اين مطالعه    . دهد  مي افزايش C  در
ــاران ــب   بيم ــه ترتي ــرل ب ــروه كنت  %8/76 و% 52/72 و گ

 توسـط ماكروفاژهـاي     NO توليـد  )36(.رش شده اسـت   گزا
. كارسينوژنز نقش دارد    در DNA درآسيب  با ايجاد   فعال  
 iNOS منجر بـه بـروز       NOS2A در ژن    T اب C يگزينجاي

 گـردد كـه باعـث توليـد        مي شده  هدف فعال  هاي  در سلول 
NO   بيمـاران مبـتلا بـه سـرطان        . شـود   مي در مقادير بالا

در را   NO ست ميزان توليد   ا نممك T گاستريك حامل آلل  
نتايج حاصل از مطالعـه     . دهندافزايش  موكوس گاستريك   

كنتـرل نـشان     ي بين گروه بيمار و    دار  معنيتفاوت  حاضر  
  .=P)33/0(نداد 

 اســت كــه ارتبــاط  اي  ايــن تحقيــق اولــين مطالعــه   
 و بيماري آرتريـت     NOS2Aژن  +  150C/T مورفيسم  پلي

ا توجـه بـه عـدم وجـود         ب ـ. نمايد  مي روماتوئيد را بررسي  
 بـر   مورفيـسم   پلـي  هماهنگي در نتايج حاصله از تأثير اين      

  و  آرتريـت روماتوئيـد    عدم تأثير بـر   ( مختلف هاي  بيماري
) سرطان گاسـتريك    و تأثير بر بروز    مالتيپل اسكلروزيس 

 NO بــر ميــزان توليــد مورفيــسم پلــي  تــأثير ايــنمطالعــه
  .رسد  ميضروري به نظر

و ن علائـم بـاليني و پـاراكلينيكي         ي بي دار  معنيرتباط  ا
+ 150C/T هاي آلل آرتريت روماتوئيد و سن بروز بيماري

تفـاوت   ليكن.  مشاهده نگرديدNOS2Aژن   1659C/T– و
+ C/T 150 هـاي  ژنوتيـپ  و بيمـاران  ESR بين داري معني

اما به دليل متفاوت بودن سـن       ،  =P)01/0 ( مشاهده گرديد 
ــاران  ــ، بيم ــاري و ان ــول دوره بيم ــري  دازهط در  ESRگي

نيـاز بـه تكـرار نتـايج حاصـل از           ،  مراحل مختلف بيماري  
در يـك جمعيـت   + C/T 150 هـاي   و ژنوتيـپ ESRارتباط 

  .گردد  ميهوموژن از بيماران احساس
  
  گيري نتيجه
 -1659C/T مورفيـسم   پلـي نمود كـه    گيري    توان نتيجه  مي

شود  مي پيشنهاد. تنها با استعداد ابتلا به بيماري ارتباط دارد       
ي مثـل   هـاي   جهت القا اين آنزيم از محرك     در مطالعات آتي    كه  

  بـا  iNOSتعيـين ميـزان بـروز       . استفاده شـود  ها    سايتوكاين
، شود  مي پيشنهاد  فلوسايتومتري نوچ هاي  استفاده از تكنيك  

 موجود در اين ژن بر ميـزان        هاي  مورفيسم  پليتا نقش قطعي    
  .گرددخص ش مربهتبروز آنزيم 

  
  شكرتقدير و ت

 ي دانـشگاه علـوم پزشـك      ياين مطالعه بـا حمايـت مـال       
بـدين وسـيله   .  انجام گرفته استنامه پايانشيراز در قالب    

از مديريت و كاركنان محترم سازمان انتقال خون شـيراز          
  يو سـاير همكـاران  گيـري    در امر نمونـه    مساعدتدليل  ه  ب

ــد تــشكر و   ــاري كردن   كــه مــا را در اجــراي ايــن طــرح ي
  .ممائين  ميقدرداني
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Study of NOS2A Gene Polymorphism in Rheumatoid Arthritis 
Patients and Normal Individuals 
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Abstract 
Backhground & Aim: Several lines of evidence have indicated that NO might be important in the 

pathogenesis of RA. NO could be synthesized by an enzyme called inducible nitric oxide synthase (iNOS). 
iNOS is expressed in the synovium, cartilage and lymphomononuclear cells of synovial fluid and 
lymphocytes and monocytes of peripheral blood of RA patients. Several studies have shown that iNOS 
gene (NOS2A) polymorphisms have been associated with a number of inflammatory and autoimmune 
diseases. In the present study the frequency of NOS2A gene polymorphism at positions -1659 C/T and 
+150 C/T was investigated in patients with RA and control subjects. 

Material and Method: In the present case- control study the frequency of NOS2A gene 
polymorphisms at positions -1659 C/T and +150 C/T was investigated in 176 patients with RA and 232 
control subjects using PCR-Allele specific and PCR-RFLP methods, respectively. SPSS version 10, 
Chi-square and Fisher's exact tests were used to study the differences in genotype and allele frequencies 
between patients and controls.  

Results: The results of the present study showed a significant difference in NOS2A -1659 C/T 
polymorphism between the patients and controls (P=0.03). Wild type homozygote (CC) was significantly 
higher in normal subjects (75%) than patients (64.2%). No significant difference was observed between 
RA patients and controls in NOS2A +150 C/T polymorphism (P=0.33). Furthermore, there was no 
significant association between different clinical and paraclinical findings including erosion, deformity of 
joints, rheumatoid nodules, extra articular manifestations, CRP, RF and age of onset and -1659 C/T and 
+150 C/T NOS2A gene polymorphisms. 

Conclusion: To the best of our knowledge this study was the first research on the NOS2A gene 
polymorphisms in RA patients. Our results revealing the significant correlation between -1659 C/T 
genotypes and RA, indicates the importance of iNOS polymorphism in the patients and suggest further 
studies in other ethnic groups.  
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