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  چكيده

ها نقش مهمي ي عفونتزايباشد كه در بيماريهاي اصلي مييكي از سايتوكين) TNFα(عامل نكروز كننده تومور آلفا  :سابقه و هدف

هدف از . رسد كه استعداد ژنتيكي ابتلا به نوع حاد مالاريا نيز با چندشكلي در ناحيه پروموتري اين ژن در ارتباط باشدبه نظر مي. دارد

فرد  174در α TNFدر ناحيه پروموتري ژن   -G�A 238و -G�A 308- ،G�A 244هاي اين مطالعه بررسي فراواني چند شكلي

 .بوددو استان كرمان و هرمزگان بومي 

هاي فرد بومي غيرخويشاوند استان )نفر بيمار 20نفر سالم و 154( 174ژنومي  DNA شاهدي، - مورد در اين مطالعه: يسروش برر 

-PCR با استفاده از α TNFهاي رايج در ناحيه پروموتري ژن  خون استخراج شد و فراواني چند شكلي كرمان و هرمزگان از نمونه

RFLP  شدبررسي .  

 19/0و  AGداراي ژنوتيپ  درصد GG ،26/14هاي مربوط به افراد سالم در اين سه مقر داراي ژنوتيپ نمونهدرصد  2/86 :هايافته

 . بودند GGهاي بيمار در اين سه مقر داراي ژنوتيپ نمونه درصد 100. بودند AAداراي ژنوتيپ درصد 

فشار تكاملي بر روي ژنوم افراد بومي اين دو استان ايجاد كرده و سبب افزايش فراواني چند  مالاريا رسدبه نظر مي :گيرينتيجه

در هيچ يك از   ها در افراد سالم و بيمارفراواني اين چندشكلي اگرچه مقايسه ،به مالاريا در ارتباطند هايي شده كه با استعداد ابتلاشكلي

 .به مالاريا نشان نداد داري را با استعداد ابتلامقرها رابطه معني

  .PCR-RFLP، چندشكلي، TNFαمالاريا،  :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

ــا    ــور آلف ــده توم ــروز كنن ــل نك ــروتئين  )TNFα(عام ــك پ ، ي

اين پـروتئين  . هموتريمري است كه در ايجاد التهاب نقش دارد

هاي مرحله حـاد را فعـال   هايي است كه واكنشجز  سايتوكين

 ،شودعمده توسط ماكروفاژها توليد مي به طور  TNF. كنندمي
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هاي گوناگون ديگري نيز مقـداري از ايـن سـايتوكين    اما سلول

در  TNFβمجـاور ژن   TNFαژن كـد كننـده   . كننـد مـي  توليد

در ناحيـه   6، بر روي بـازوي كوتـاه كرومـوزوم    HLAكمپلكس

هـاي زيسـتي بسـياري از    داراي فعاليت  TNFα.قرار دارد 21.3

هاي سيستم ايمني، القا آپوپتوز، القا التهاب ولتنظيم سل جمله

 مشخص ).1،2( و ممانعت از ايجاد تومور و تكثير ويروس است

بـا   TNFαهـايي در ناحيـه پرومـوتري ژن    كه چندشـكلي  شده

ها همچنين در اين چندشكلي. ميزان بيان اين ژن در ارتباطند

عفـوني و   هـاي ايجاد مقاومت و يا استعداد ابتلا به انواع بيماري
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هايي كه ممكن يكي از بيماري. دخيلند التهابي و حتي سرطان

است با چندشكلي در ناحيه پروموتري اين ژن در ارتباط باشـد  

انـد كـه شـيوع    نشان دادهبسياري  مطالعات). 3،4(مالاريا است 

ها و صفاتي كه سـبب  انگل در يك جمعيت، بر روي فراواني ژن

 شـوند، تـاثير   بتلا بـه بيمـاري مـي   ايجاد مقاومت و يا استعداد ا

هـاي اخيـر نشـان داده    مطالعات انجام شده در دهـه . گذاردمي

است كه مالاريا به دليل سـابقه طـولاني كـه در مبـتلا كـردن      

طور به دليل خطر بالاي مرگ و ميـر در   انسان داشته و همين

اثر ابتلا به آن در قرون گذشته، قـويترين فشـار تكـاملي را در    

در جوامـع مختلـف در   ). 5( خير نسل بشر داشته اسـت تاريخ ا

هـاي ژنتيكـي مختلفـي در    مناطق مالاريا خيـز جهـان تطـابق   

   ارتبــاط بــا مالاريــا بــه وجــود آمــده اســت كــه شــامل نــواقص 

 αنـوع  (هاي قرمز نظير كم خوني داسي شكل، تالاسمي گلبول

). 6(فسـفات دهيـدروژناز اسـت     -6و كمبود آنزيم گلـوكز  ) βو

د يك الگوي جغرافيايي براي انتشار صفت كم خوني داسي وجو

شكل و ارتباط آن با استعداد ابتلا به مالاريا به خـوبي مطالعـه   

ها و نواقص به دليـل فشـار تكـاملي    اين بيماري). 7( شده است

مالاريا بر روي ژنوم انسان در مناطق مالاريا خيـز داراي شـيوع   

عـلاوه  ). 6( الاريا هسـتند بسيار بالاتري نسبت به مناطق فاقد م

ها مثـل  هاي ژنتيكي در بعضي از ژنچند شكلي ،بر اين نواقص

NOS2، MBL2  وα TNF      نيز با اسـتعداد ابـتلا بـه مالاريـا در

) TNFα(عامل نكروز كننده تومـور آلفـا   ). 8،9( ارتباط هستند

بـه   ).1( هاي بيولـوژيكي اسـت  اي از نقشداراي طيف گسترده

در ناحيـه   -238و  -308و  -244هاي كليرسد چندشنظر مي

و شـدت ابـتلا بـه     αTNFپروموتري اين ژن بـا ميـزان توليـد    

نشـان داده شـده اسـت كـه     ). 8،10( مالاريا در ارتباط هستند

ميزان بالاي اين سايتوكين در خـون سـبب افـزايش شـدت و     

 ـ). 4( شودتظاهرات مالاريا در انسان مي ه جايگزيني باز آدنين ب

ناحيه سبب افزايش بيان اين سايتوكين  3ين در اين جاي گوان

، در نتيجه احتمال ابتلا به مالاريـاي مغـزي و يـا    )8(گردد مي

 AG مرگ در افرادي كـه در ايـن سـه جايگـاه داراي ژنوتيـپ     

مشـخص شـده    در مطالعـات ). 10،11 ،3( هستند بيشتر است

برابـر   7، -308در ناحيـه   AAاست كـه افـراد داراي ژنوتيـپ    

هـاي  شتر از افراد ديگر در خطر ابـتلا بـه مـرگ و يـا آسـيب     بي

 ).3( مغزي در اثر مالاريا قرار دارند

آمـده  ايران نيز در گذشته جز مناطق مالارياخيز به حساب مـي 

اما به دليل مبارزات پيگير و بـه كـار بـردن راه كارهـاي      ،است

پيشگيرانه در چندين دهه اخير، اكنون ايـن بيمـاري در اكثـر    

طق كشور ريشه كن شده است و اين مناطق به مرحله پاك منا

انـد، امـا هنـوز در منـاطقي از جنـوب و جنـوب شـرقي        رسيده

هـاي  اسـتان . شـود مواردي از ابتلا به اين بيماري مشاهده مـي 

هرمزگان و كرمان از جمله مناطق پرخطر بـروز مالاريـا بعـد از    

ن هــدف از ايــ ).9(سيســتان و بلوچســتان در كشــور هســتند 

و  -244،  -308هــاي بررســي فراوانــي چنــد شــكلي ،مطالعــه

در دو استان مالارياخيز  α TNFدر ناحيه پروموتري ژن  -238

     .بودكرمان و هرمزگان 

  

  مواد و روشها

نمونه خون از افراد سالم و  154 شاهدي، -مورد در اين مطالعه

ن و نمونه از افراد مبتلا به مالاريا بـومي دو اسـتان هرمزگـا    20

مربوط بـه افـرادي    انهاي بيمارنمونه. ندآوري شدكرمان جمع

م مشكوك به مالاريا بـه  يبا علا 1388تا  1384 بود كه از سال

مراكز بهداشت اين دو استان مراجعه كرده بودند و بعد از تهيه 

لام خوني و مشاهده انگل مالاريا توسـط مسـئول آزمايشـگاه و    

. گيري بـه عمـل آمـد   راد خونتشخيص قطعي مالاريا، از اين اف

اسـتان   هاي خون از افـراد بـومي غيرخويشـاوند ايـن دو    نمونه

نامـه  آوري از تمـام افـراد رضـايت   آوري شد و هنگام جمعجمع

ليتـر خـون گرفتـه و    ميلي 10تا  5از هر فرد حدود . گرفته شد

مخلوط شده و بر روي يخ بـه پژوهشـگاه    EDTAلاندا  500با 

محل (آوري در ورداور تهران و زيست فنملي مهندسي ژنتيك 

بـا اسـتفاده از روش فنـل و كلروفـرم     . منتقل شـد ) انجام طرح

DNA ها استخراج شد و كيفيـت  نمونهDNA    هـاي اسـتخراج

لانـدا   260شده با استفاده از اسـپكتروفتومتر در طيـف نـوري    

 G�Aچنـد شـكلي    3هـا از نظـر وجـود    نمونـه . سنجيده شد

244- ، G�A 238-  وG�A 308-  در ناحيه پروموتري ژن

TNFα  مورد بررسي قرار گرفتند . 

هـاي مـورد نظـر بـا اسـتفاده از      ابتدا قطعه حاوي چند شـكلي 

. تكثيـر شــد  PCRو بـا روش  ) 1جــدول ( پرايمرهـاي مناسـب  

ــنش  ــم   PCRواكـ ــرايط 50در حجـ ــر و در شـ ــرو ليتـ  ميكـ

 ـگراد سانتيدرجه  94در دماي denaturation) (واسرشتگي  ه ب

 58در دمـاي   )annealing(ثانيـه، اتصـال آغازگرهـا     40مـدت 

ــه ــانتي درج ــراد س ــدت  گ ــه م ــه و 30ب ــاخت  ثاني  DNAس

)elongation ( ثانيه  45به مدت گراد سانتيدرجه  72در دماي

درجه  72در دماي  DNA  )(final extentionو تكميل ساخت 

سـپس  . سيكل انجـام شـد   30دقيقه در  8به مدت گراد سانتي

بـه   PCRبراي اطمينـان از صـحت واكـنش     PCRحصولا ت م

درصد الكتروفورز  2بر روي ژل آگارز  DNA ladderهمراه يك 

ها از آنزيم محـدود  براي تشخيص هر يك از چند شكلي .شدند

كند استفاده اي كه چند شكلي مورد نظر را شناسايي ميكننده
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  . شودبراي آنزيم محدود كننده مي (+) و يا به وجود آمدن جايگاه برش جديد ) _(جانشيني باز باعث ازبين رفتن -1جدول

آ نزيم محدود مرجع

  كننده 

  چند شكلي  توالي پرايمراندازه قطعه

25  NcoI (-) bp117  TNFα1:5`GGCAATAGGTTTTGAGGGCCATG-3`  

TNFα2:5`-CACACTCCCCATCCTCCCTGATC-3`   
TNFα -308 G�A          

26  HPyF31( +) bp117  TNFα 1:"    "  

TNFα 2: "    "  

TNFα -244 G�A           

27  BSpPΙ(-) bp117  TNFα 1: "        "  

TNFα 2: " "

TNFα -238 G�A           

از ميكروليتـر   10آنزيمـي   بـراي انجـام هضـم   ). 1جدول (شد 

 5/1از آنـــزيم محـــدود كننـــده و  1Uرا بـــا  PCRمحصـــول 

بـار   ميكروليتر از بافر مربوط به آن مخلـوط كـرده و بـا آب دو   

ميكـرو ليتـر رسـانده و آن را بـه      25تقطير حجم كلـي را بـه   

ساعت در دماي مناسب نگه داشته و بعد از ايـن مـدت    3مدت

ها نمونه براي مشاهده باندهاي ايجاد شده در اثر هضم آنزيمي،

درصد الكتروفورز كرده و سـپس   12را بر روي ژل آكريل آميد 

آميزي نيترات نقره رنگ آميـزي انجـام   با استفاده از روش رنگ

  .گرفت

ها در در مرحله بعد براي مقايسه فراواني هر يك از چند شكلي

-two sample-kolmogorov بين افراد سالم و بيمـار از آزمـون  

smiranov استفاده شد.  

  

  هايافته

ــي   ــه فراوانـ ــن مطالعـ ــكلي   3در ايـ ــد شـ -G�A308چنـ

،G�A244-  وG�A238- در ناحيه پروموتري ژن α TNF، 

ــتان   174در  ــده از اس ــع آوري ش ــه جم ــان و  نمون ــاي كرم ه

مـورد بررسـي قـرار     PCR-RFLPهرمزگان با استفاده از روش 

ژن   -308نمونـه بررسـي شـده بـراي ناحيـه       174از . گرفتند

αTNF)ها داراي ژنوتيپ درصد از نمونه 68/70، )1شكلGG و 

بودند و هيچ كدام  AGها داراي ژنوتيپ درصد از نمونه 29/31

در بررسـي ناحيـه   . را نشـان ندادنـد   AAاز نمونه هـا ژنوتيـپ   

ــه 1/93، )3شــكل( ايــن ژن -238 هــاي ســالم درصــد از نمون

هـا  درصد نمونه57/0و  AGدرصد ژنوتيپ  32/6و  GGژنوتيپ 

ايـن ژن،  ) 2شـكل ( -244در ناحيه. را نشان دادند GGوتيپ ژن

 17/5و  GGهـاي سـالم، داراي ژنوتيــپ   درصـد نمونـه   82/94

ها ژنوتيـپ  بودند و هيچ يك از نمونه AGدرصد داراي ژنوتيپ 

AA 3هـاي بيمـار در ايـن    نمونـه  درصد 100. را نشان ندادند 

 .را نشان دادند GGجايگاه ژنوتيپ 

ها در اي بين فراواني هر يك از اين چندشكليطهبراي يافتن راب

 twoافراد سالم و بيمار و استعداد ابتلا بـه بيمـاري از آزمـون    

sample-kolmogorov-smiranov فراواني هـيچ   و استفاده شد

داري را ها در افراد سالم و بيمار رابطـه معنـي  يك از چندشكلي

  ).p<05/0(با سلامت نشان ندادند 

  

   

  .NcoIضم آنزيمي توسط آنزيم ه -1شكل 

ها آنزيم يك هستند، در اين نمونه AGداراي ژنوتيپ  6و3هاي خط

جفت بازي  23و  117،94نوار با اندازه هاي  3جايگاه برش دارد و 

جفت بازي بر روي  23قابل انتظار است، ولي به دليل كوچكي قطعه 

را  GGپ نمونه هايي با ژنوتي 5و4هاي چاهك. شودژل مشاهده نمي

جفت  23و  94نشان مي دهند، كه پس از  هضم آنزيمي دو قطعه 

خط . مشاهده مي شود bp94كنند و روي ژل قطعه بازي ايجاد مي

 DNAمربوط به نشانگر  2خط . دهدنمونه هضم نشده را نشان مي 1

bp50 مي باشد.  
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  HPyF31I.هضم آنزيمي توسط آنزيم  -2شكل 

ها آنزيم هستند،در اين نمونه GGراي ژنوتيپ دا 3،2،1هاي هاي خطنمونه

قطعه  5خط . مشاهده مي شود bp117جايگاه برش ندارد و تنها قطعه 

bp117 يك نشانگر   4خط . دهدهضم نشده را نشان ميDNA bp100  را

  .نشان مي دهد

  

  
 .BspPIهضم آنزيمي توسط آنزيم  -3شكل 

هـاي جايگـاه   دهند، اين نمونـه يرا نشان م GGهايي با ژنوتيپ نمونه4و3هايخط

 2خـط   .شـود مشاهده مـي  bp117برشي براي اين آنزيم ندارند و تنها يك قطعه 

دهد كه در اين نمونه يك جايگاه بـرش بـراي   را نشان مي AAاي با ژنوتيپ نمونه

بـه   bp12آيد، ولي قطعه به وجود مي bp 105و  12آنزيم وجود دارد و دو قطعه 

هضـم   bp117يـك قطعـه    5خـط  . شودي ژل مشاهده نميدليل كوچكي بر رو

  .را نشان مي دهد DNA bp100يك نشانگر  1خط . نشده را نشان مي دهد

  بحث

مالاريا يك بيماري عفوني است كه توسـط انگـل پروتـوزوئري    

 از يـك   در بـيش   جهـان   ازجمعيت  تقريبا نيمي. شودايجاد مي

 247حـدود   و سـاليانه    بـوده   بيمـاري   اين  صد كشوردر معرض

بيمـاري مالاريـا از قـديم در     .شوندنفر به آن مبتلا مي  ميليون

 .ايران نيز وجود داشته است

رسد كه مالاريا تاثير انتخـابي زيـادي بـر روي ژنـوم     به نظر مي

اين مسـئله را از روي شـيوع بـالاي برخـي     . انسان داشته است

از جملـه  ). 12(ر مناطق مالاريا خيز مي توان فهميـد  صفات د

توان كم خوني داسي شـكل، تالاسـمي، كمبـود    اين صفات مي

هــاي هـايي در ژن ژن دافـي و چندشـكلي  ، آنتـي G6PDآنـزيم  

NOS2 ،MBL  وTNFα 13-18، 6( را نام برد.(  

ــي ژن كــم ســمي در آفريقــا، خــوني داســي شــكل و تالافراوان

اين مناطق با منـاطقي كـه   ه بيشتر است و مديترانه و خاورميان

  ).6،19،20(د خواني دارداراي شيوع بالاي مالاريا هستند هم

-TNFαهـاي  در اين مطالعه به بررسـي فراوانـي چنـد شـكلي    

244G�A،TNFα-308G�A  وTNFα-238G�A ــه ، كـــــ

و يـا شـدت    احتمالا با ايجاد مقاومت نسبت به ابتلا بـه مالاريـا  

براي ايـن مطالعـه دو   . پرداخته شد ،ارتباطند ابتلا به مالاريا در

استان هرمزگان و كرمان كه حتي با وجود اجـراي راهكارهـاي   

مـوارد مالاريـا در آنهـا گـزارش      پيشگيرانه و درماني هم چنان

سـالم و  فـرد   174انتخاب شدند و مطالعه بر روي ) 9(شود مي

بررسي در اين . ، انجام گرفت)بيمار 20فرد سالم و  154(بيمار 

هـا  ژنومي نمونه DNAابتدا . استفاده شد PCR-RFLPاز روش 

استخراج شد و با استفاده از آغازگرهـاي مناسـب و اسـتفاده از    

در مرحلـه بعـد بـراي     .قطعه مورد نظـر تكثيـر شـد    PCRفن 

هـا از يـك آنـزيم برشـگر ويـژه      رديابي هريك از چنـد شـكلي  

  . استفاده شد

، TNFαبا افزايش فعاليـت ژن   اند كهمطالعات نشان داده برخي

  افـزايش   خطر ابتلا به مالارياي مغـزي و مـرگ در اثـر مالاريـا    

در اين سـه   Gبه جاي باز  Aبا جانشيني باز ). 21،22( يابدمي

  ).23-26(يابد جايگاه، فعاليت اين ژن افزايش مي

 GGهاي سالم ما در اين سه جايگاه داراي ژنوتيپ بيشتر نمونه

مربوط بـه   ،هاي بيماري كه جمع آوري شده بودندنمونه. بودند

افرادي بودند كه مبتلا به مالاريا شـده بودنـد ولـي هـيچ يـك      

عوارض نورولوژيكي مربوط به مالاريا را نشان نداده بودند و بـه  

هـا  همـه ايـن نمونـه    مالاريا مغزي و مرگ دچار نشده بودنـد و 

 twoون بـا توجـه بـه نتـايج آزم ـ    . را نشان دادنـد  GGژنوتيپ 
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sample-kolmogorov-smiranov    ــن ــك از ايــ ــيچ يــ ، هــ

  .ها ارتباطي را با استعداد ابتلا به مالاريا نشان ندادندچندشكلي

اي را بين چند هيچ رابطه كودكان اوگاندا نيزبر روي اي مطالعه

در ناحيــه پرومــوتري ژن  -376و  -238،  -308هــاي شــكلي

TNFα   بـه مالاريـا نشـان نـداد     و ايجاد مقاومت در برابـر ابـتلا 

)27.(  

هـاي مختلـف   كه توزيع فراوانـي آلـل   ديگري نشان داد مطالعه

TNFα-308  وTNFα-238     ارتباطي با شـيوع مالاريـاي بـدون

در اين مطالعه از بين اين سه چندشـكلي در ژن  . علامت ندارد

TNFα تنها آلل ،TNFα-238 هاي زيـر صـحرا   در بين آفريقايي

فراواني بيشتري را نشـان داد   هاي آمريكايينسبت به آفريقايي

با ايجاد مقاومت نسبت به مالارياي باليني  TNFα-238Aو آلل 

  ). 5(و مالارياي مغزي در ارتباط بود 

كه هموزيگـوت بـودن بـراي آلـل     مشخص كرد ديگري  مطالعه

TNFα-238A     در كودكان گامبيايي، هنگام ابـتلا بـه مالاريـاي

نورولوژيكي و مالاريا مغزي در ارتبـاط  حاد با مرگ و يا عوارض 

ديگري بر روي افراد بالغ سريلانكايي نشان  مطالعه). 20( است

كه هتروزيگوت بودن اين آلل با خطر ابتلا به مالارياي حاد  داد

نشـان داده شـد كـه     ي ديگرادر مطالعه ).28( در ارتباط است

و  TNF-1031 ،TNF-308 ،TNF851 هــــــايچندشــــــكلي

TNF1304 22( عفونت خفيف مالاريا در ارتباطند با .( 

در ايـن سـه ناحيـه، در     GGهاي ما نشان داد كه ژنوتيپ يافته

بين افراد ساكن دو استان كرمان و هرمزگان بيشترين فراوانـي  

  . را دارد

  

  تشكر و قدرداني 

از تمامي همكاران گروه ژنتيـك پزشـكي دانشـگاه علـوم پزشـكي      

آوري كـه مـا   ي ژنتيك و زيست فنتهران و پژوهشگاه ملي مهندس

  .شودميو قدرداني تشكر  ،را در انجام اين مطالعه ياري نمودند
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