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  چكيده

در بيماري كرون فقط در نزديك  1007fs وG908R, R702W  شامل NOD2ژن  شايع سه جهش نقشهميت با وجود ا :سابقه و هدف

غربالگري نواحي  ،هدف از اين مطالعه .يافت شده است (R702W) بيماران ايراني مبتلا به كرون يكي از اين سه جهشدرصد   30به 

 .بودهاي اين ژن در بيماران ايراني مبتلا به كرون  جديد  توالي تغييرات براي يافتن NOD2اگزوني پرجهش ژن 

 به بيمارستان طالقاني) 1385 -1388(گير كه در طي سه سال  بيمار مبتلا به كرون تك 80، بنيادي در اين مطالعه: يسروش برر 

ها در اين ناحيه گزارش  كه بيشتر موتاسيون NOD2ژن ) 8و  4هاي اگزون(نقاط پر از جهش . بررسي شدندمراجعه نمودند، تهران 

  . ارزيابي شدند )PCR )Polymerase Chain Reactionپس از تكثير قطعات به روش  Sequencingاند، از نظر وجود جهش به روش  شده

جهش در  3هاي جديد  وتاسيوناز م. موتاسيون جديد بود 7جهش يافت شد كه شامل  NOD2  ،17ژن  8و  4هاي در اگزون :هايافته

جهش  4هاي جديد از تغيير در يك نوكلئوتيد به وجود آمده بودند كه  تمام جهش. داشتند درصد 5هاي بيش از  بيماران كرون فراواني

د هيچ موتاسيون حذف يا ورو. موجب تغيير اسيد آمينه شده بودند، در حالي كه يك موتاسيون باعث تشكيل كدون توقف گرديده بود

 . يافت نگرديد اي در توالي بررسي شده قطعه

احتمال . در بيماران ايراني مبتلا به كرون است NOD2هاي غير شايع در ژن بيانگر وجود واريان هاي اين مطالعهيافته: گيرينتيجه

 .ها در ايجاد حساسيت به بيماري كرون در جمعيت ايراني نقش داشته باشنددارد كه اين جهش

  .، جهش جديد، كرونNOD2ژن  :ديواژگان كلي

  

مقدمه
1

  

بيماري كرون، بيماري التهابي دسـتگاه گـوارش اسـت كـه بـا      

هــاي مختلـف لولــه گــوارش  درگيـري التهــابي مـزمن قســمت  

                                                 

ز تحقيقـات بيماريهـاي گـوارش و    مرك ،دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيتهران، : نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: a_farnood@yahoo.com( دكتر آلما فرنود ،كبد

  25/7/1388: تاريخ دريافت مقاله

  28/11/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

در اين بيماري عوامل محيطي و ژنتيكـي بـه   . شود مشخص مي

در سـال  ). 1(انـد   عنوان عامل خطر ابتلا به بيماري مطرح شده

مكــاران اولــين لوكــوس ژنتيكــي مــرتبط بــا هوگــو و ه 1996

 16q12را بــر روي كرومــوزوم ) IBD1ناحيــه (بيمــاري كــرون 

در دو ) 4(و اوگرا ) 3(چند سال بعد، هوگو ). 2(گزارش كردند 

، در (1007fs, G908R, R702W)مطالعه جداگانه سـه جهـش   

را شناسـايي   IBD1موجود در لوكـوس   NOD2/CARD15ژن 
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 NOD2ژن  8و  4اگزون هاي  PCRپرايمرهاي استفاده شده در  - 1جدول 

 

اندازه قطعه 

PCR 

 

 پرايمرها

 

 اگزون

Forward Reverse 

422 TGCCTCTTCTTCTGCCTTCC AGTAGAGTCCGCACAGAGAG 4a 

380 TTTCTCTTTGTCTTCCCATTC CCCTGTTCAGAGAAGCCC 4b 

446 GAAGTACATCCGCACCGAG AGCCAAGAGAAATGTCATCAG 4c 

456 ATGTGCTGCTACGTGTTCTC CAGACACCAGCGGGCACAG 4d 

494 ACCTTCAGATCACAGCAGCC GCTCCCCCATACCTGAAC 4e 

380 AAGTCTGTAATGTAAAGCCAC CCCAGCTCCTCCCTCTTC 8 

 

 80عات اين سه جهـش بـراي نزديـك بـه     در آن مطال. نمودند

 NOD2حساسيت بـه بيمـاري ايجـاد شـده توسـط ژن      درصد 

از آن زمان تا كنـون، تنوعـات ژنتيكـي    . مسؤول شناخته شدند

يافت گرديده است ولي به علت فراوانـي   NOD2ديگري در ژن 

هـاي  چنان سه جهش فوق به عنـوان موتاسـيون  اندك آنها، هم

 ـ راي ابـتلا بـه بيمـاري كـرون بـاقي      موثر در ايجاد حساسيت ب

 ).5-7(اند مانده

NOD2  هــاي پروتئينــي داخــل ســلولي اســت كــه در ســلول

هـا،  هـاي دنـدريتيك، گرانولوسـيت   ماكروفاژ، سلول/ مونوسيت

). 8(شـود   تليال روده يافت مي هاي اپيپانت و سلول هايسلول

بـــه نـــام   N-Terminalداراي دو انتهـــاي  NOD2پـــروتئين 

CARD (Caspase Recruitment Domain)  ــمت ــك قس ، ي

ــام   ــه ن  NBD (Nuclear bindingمتصــل شــونده مركــزي ب

domain)  و يــك انتهــايC   ــام ــه ن  LRRسرشــار از لوســين ب

(Leucine Rich Repeat) هاي  قسمت. )1(باشد  ميCARD   ايـن

را  NFk-B (Nuclear factor kappa-B) پـروتئين، ترجمـه فـاكتور   

به  NOD2باعث اتصال پروتئينهاي  NBDقسمت  .كند فعال مي

شود، كه اين اتصال موجـب فعـال شـدن پـروتئين      يكديگر مي

NOD2 گردد و بخش  ميLRR هـاي  ژنمسؤول تشخيص آنتي

  ).9(باشد  ها مي ها و ساير ميكروارگانيسمباكتري

اي درون سيتوپلاسمي بـراي  به عنوان گيرنده NOD2پروتئين 

ــد  ــل دي پپتيـ ــ (MDP)موراميـ ــيعمـ ــد ل مـ از  MDP .كنـ

. شــود هــاي ديــوارة ســلول باكتريهــا ناشــي مــي پپتيـدوگليكان 

را بـه عنـوان    NOD2شناسايي محصولات باكتريايي، پـروتئين  

مطـرح   NFk-Bسرآغاز پاسخ دفاعي ايجاد شده توسـط مسـير   

  ).10(نمايد  مي

ــه  ــا اينك ــايع ژن  3ب ــش ش  ,NOD2 (1007fs, G908Rجه

R702W) وپايي و امريكايي بـا بيمـاري  در بسياري از جوامع ار 

ولي ميـزان ايـن    ،)12 ،11 ،3-5(اند  كرون همراهي نشان داده

هاي مختلف اين منـاطق بـا هـم متفـاوت     همراهي در جمعيت

هـا ماننـد   برخلاف اين مطالعات، در بعضي جمعيـت . بوده است

يافـت   NOD2يك از سـه جهـش شـايع ژن     چين و ژاپن هيچ

مطالعـات انجــام شـده نشــانگر    ،در ايــران). 13-16(انـد  نشـده 

يعني جهـش   NOD2همراهي يكي از سه موتاسيون شايع ژن 

R702W ولي دو جهش ديگـر   ،با بيماري كرون استG908R) 

با توجه ). 17(اند  با فراواني بسيار كمي گزارش شده 1007fs)و 

هـاي   هاي متفاوتي كه ايـن سـه جهـش در جمعيـت     به فراواني

هاي ژن  ققان براي يافتن ساير جهشاند، مح مختلف نشان داده

NOD2 در ). 19 ،18 ،5(انـد   اي را انجام دادهمطالعات جداگانه

ــان  ــزون    12مي ــن ژن، دو اگ ــده اي ــي ش ــزون بررس  8و  4اگ

و  (Hotpoints)انـد   بيشترين تغيير نوكلئوتيـدي را نشـان داده  

  ).   5(اند  هاي جديد در اين مناطق يافت شده اكثر جهش

اينكه تـاكنون مطالعـات محـدودي بـر روي زمينـه      با توجه به 

ژنتيك بيماري كرون در ايران انجام گرفته اسـت و بـا در نظـر    

در پـاتوژنز بيمـاري كـرون     NOD2گرفتن اين موضوع كـه ژن  

آن در جمعيت ايراني بـا بيمـاري    R702Wموثر است و جهش 

، هــدف از مطالعــه حاضــر بررســي )17(كــرون همراهــي دارد 

براي يافتن هر تغييري در تـوالي   NOD2ژن  مناطق پر جهش

     .باشد هاي آن مي نوكلئوتيد

  

  مواد و روشها

كـه در مـدت   گيـر  تكبيمار كرون  80 ،بنيادي در اين مطالعه

ــاني ) 1385-1388(ســه ســال  ــه بيمارســتان طالق وابســته  ب

مراجعـه نمـوده    تهـران  دانشگاه علوم پزشـكي شـهيد بهشـتي   

هـاي   بيماري كرون براساس يافتـه . دبودند، وارد مطالعه گرديدن

، 24، 25(باليني، آندوسكوپي، راديولوژيك و هيسـتوپاتولوژيك  

نامـه   توسط متخصص گوارش تشخيص داده شد و پرسـش  ) 1

فنوتيـپ كـرون براسـاس    . كاملي براي هر بيمار تكميل گرديـد 

شامل منطقه ) 23( (Vienna Classification)بندي وين  طبقه

. بندي شد يماري و سن در زمان تشخيص، گروهبيماري، رفتار ب

 . نامه كتبي اخذ گرديد از هر بيمار فرم رضايت 
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DNA هاي خون محيطي به روش استاندارد  ژنومي از لكوسيت

ژن  8و  4هـاي   اگـزون . اسـتخراج شـد  ) 24( "فنل كلروفورم "

NOD2  براســاس بانــك اطلاعــاتيGenbank  و بــا پرايمرهــاي

، بـه دليـل   4بـراي اگـزون   . ثير شدندتك) 1جدول (اختصاصي 

از يـك جفـت    8جفت پرايمر و براي اگـزون   5بزرگي قطعه از 

ميكروليتـر   25 در حجـم  PCRواكـنش  . پرايمر اسـتفاده شـد  

     5/1 ،8/8برابــر  PHبــا  Tris-HCL مــولميلــي 10 شــامل

 MgCl2از محلول  مولميلي

، KCLاز محلـول   مـول ميلـي  50 ،

ــي 250 ــولميل ــي dNTPs، 5/0از   م ــولميل ــك از  م ــر ي از ه

 200 و) فرمنتاز، آلمان(مراز  پلي DNAواحد آنزيم  2پرايمرها، 

براي تمـام   PCRشرايط . ژنومي انجام گرفت DNA از نانوگرم 

ــود از درجــه  94 دناتوراســيون ابتــدايي در: قطعــات عبــارت ب

 94 سـيكل شـامل   35دقيقـه، سـپس    10به مـدت  سانتيگراد 

 30بـراي  درجه سانتيگراد  56 ثانيه، 30راي بدرجه سانتيگراد 

ثانيـه و طويـل شـدن     30به مدت درجه سانتيگراد  72 ثانيه و

ســنتز . دقيقــه 10بــه مــدت درجــه ســانتيگراد  72 نهــايي در

با اسـتفاده از الكتروفـورز بـر روي ژل     PCRمناسب محصولات 

بررسي گرديد و سپس قطعات تكثير شـده،  ) درصد 5/1(آگارز 

ــكانس گرد ــد س ــتگاه (يدن ــا دس  ABI 3130XL Geneticب

Analyzer  ــركت ــاApplied Biosystems، ش ــايج ). ، امريك نت

، شـركت  Lasergene )Version 6افزار  حاصله با استفاده از نرم

DNASTARــا ــده ژن   ) ، امريك ــت ش ــكانس ثب ــا س  NOD2ب

   . مقايسه گرديد  Genbankدر

  

  هايافته

) انحـراف معيـار   ±( يسـن ميانگين با  مبتلا به كرونبيمار  80

مـورد بررسـي قـرار    ) سـال  16-65محـدوده  (سال  5/11±34

. بـود  1بـه   6/1بـا   نسبت مرد بـه زن در ايـن مطالعـه   . گرفتند

در ) 23(بنـدي ويـن    خصوصيات باليني بيماران براساس طبقه

  .خلاصه شده است 2جدول 

  

موتاسـيون يافـت شـد     17در كل در اگزون هاي بررسي شده، 

شـناخته   موتاسـيون  4. جهش جديد بودند 7تعداد،  كه از اين

در بيماران مورد مطالعـه   SNP8و  SNP5 ،SNP6 ،SNP7 شده

داشـتند   درصـد  10بـيش از   مشاهده شدند و همگـي فراوانـي  

جهـش در ناحيـه    3 ،جهش جديد 7از ). 1و شكل  3جدول  (

NBD ،3  جهش در ناحيهLRR    و يك جهش در بـين ايـن دو

  .بودناحيه 
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P268S P371T R459R R587R R702W A794P Q809H

و  4جهش فراوانترموجود در اگزونهـاي   8 فراواني آللهاي -1شكل  

  در بيماران ايراني مبتلا به كرون NOD2ژن  8

  

 خصوصيات باليني بيماران ايراني مبتلا به كرون  -2 جدول

)n=80(طبقه بندي بيماران كرون 
*

 

  محل بيماري

 (L1)درگيري ايلئوم 
†

)75/28 (23 

 30 (24( (L2)درگيري كولون 

 5/37 (30( (L3)درگيري ايلئوكوليك 

 75/3 (3( (L4)درگيري دستگاه گوارش فوقاني 

  رفتار بيماري

 45) 25/56( بيماري التهابي

 Stricturing )20 (16بيماري 

 Penetrating )75/23 (19بيماري 

 34) 5/42( )سال 40زير ( سن در زمان تشخيص

*

؛ )23(تقسيم بندي وين بر اساس  
† 

  .اعداد داخل پرانتز معرف درصد هستند

 

و  P371T، A794P موتاســيون شــامل  3جهــش جديــد،  7از 

G809H داشـتند كـه    درصـد  5بـيش از   فراوانيA794P  از دو

هـاي جديـد    تمـام جهـش  ). 1شـكل  ( جهش ديگر فراوانتر بود

ــا  ــي از جابج ــد  يناش ــك نوكلئوتي  Single nucleotide)ي ي

polymorphism)  مـــورد  4كـــه در بودنـــدP371T ،E462K ،

A794P و G908H     جهش باعث تغيير كـد ژنتيكـي و در نتيجـه

 (Non-Synonymous Mutation).تغيير در اسـيدآمينه شـده بـود    

هـا بـه شـكل خـاموش      جهـش  A611Aو T389T در دو مورد 

(Silent or Synonymous Mutation)   ــد ــر ك ــدون تغيي و ب

در يـك مـورد نيـز در نوكلئوتيـد     . ينه بودنـد ژنتيكي و اسيدآم

تغيير نوكلئوتيد موجب تشكيل كد پايان شـده   2439موقعيت 

در مناطق بررسي شده تغييري در توالي ژنتيكي ناشـي از  . بود

اي از  يـا وارد شـدن قطعـه    (Deletion)هـاي حـذف    موتاسيون

   .مشاهده نشد (Insertion)نوكلئوتيدها 
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  بحث

هـدف يـافتن تغييـرات احتمـالي در نقـاط       در مطالعه حاضر با

، اين نواحي بـه  8و  4هاي اگزوناز جمله  NOD2پرجهش ژن 

مورد بررسي قرار گرفتنـد و   (Sequencing)روش تعيين توالي 

هـاي   يك از بانك جهش جديد يافت شد كه تاكنون در هيچ 7

 . انداطلاعاتي گزارش نشده

آشـكار شـدن    و IBD1در منطقه  NOD2پس از شناسايي ژن 

مورفيسـم  ، در ابتـدا سـه پلـي   )2(نقش آن در بيمـاري كـرون   

R702W ،G908R  1007وfs    در اين ژن گزارش شـدند كـه بـا

هـا در بيمـاران   ايـن جهـش  ). 3،4(بيماري كرون مرتبط بودند 

اروپايي و سفيدپوستان امريكايي مبتلا به كرون نسبت بـه افـراد   

براي عامل خطري عنوان  فراواني بيشتري نشان دادند و به شاهد

). 5- 7( افزايش حساسيت ابتلا به بيماري كرون معرفي گرديدنـد 

در مطالعات بعدي در ساير كشورها از جمله كـره، چـين و ژاپـن    

و از ) 13- 16(هـا مشـاهده نشـدند    مورفيسميك از اين پلي هيچ

هـاي  براي يافتن جهـش  NOD2آن پس بررسي ساير نواحي ژن 

هـاي  ثر در پاتوژنز بيماري كرون در جمعيـت جديد و احتمالاً مو

از طرفي تعيين نقشه كامل ژنوم انسان و نيز . مختلف آغاز گرديد

، Sequencingيـا   دسترسي به فن آوري تعيـين تـوالي ژنتيكـي   

تاكنون تحقيقـات  . امكان بررسي گسترده ژنوم را فراهم ساخت

، NOD2هـاي ژن  متعددي براي آشكار سـاختن سـاير جهـش   

ها با بيماري التهابي روده و تا حـدي تعيـين   ارتباط اين جهش

 NOD2نقــش آنهــا در تغييــر ســاختمان و عملكــرد پــروتئين 

اي در در مطالعـــه). 23، 19، 18، 5(صـــورت گرفتـــه اســـت 

بيمار مبـتلا بـه     602بر روي  2002جمعيت اروپايي در سال 

بيمار  159بيمار كرون و  453هاي التهابي روده، شامل بيماري

 NOD2جهـش در ژن   67 كـل در مبتلا بـه كوليـت اولسـروز،    

از آن پس در مطالعاتي جداگانه در آلمـان در  ). 5(گزارش شد 

 8بيمار مبتلا بـه بيماريهـاي التهـابي روده،     180در  2006سال 

بيمـار   240، در 2007و در فنلانـد در سـال   ) 19(جهش جديد 

فراوانـي  ). 18( يافت شد NOD2جهش جديد در ژن  12كرون، 

هـاي جديـد   هاي گزارش شده در اين ژن و وجود جهـش جهش

   ).5(است نشانگر تنوع زياد توالي ها در اين ناحيه ژنتيكي 

از مناطقي هسـتند كـه در مطالعـات     NOD2ژن  8و  4اگزون 

 Hotاند و ازمختلف، تغييرات زيادي را در توالي ژنوم نشان داده

point  جهش  4هاي ژن محل اين بخش .باشند هاي اين ژن مي

SNP5 ،SNP6 ،SNP7  وSNP8  هـاي   مورفيسـم  و بسياري از پلـي

 Nuclear Binding)هــاي بخــش NOD2ژن  4اگــزون . ديگرنــد

Domain) NBD و (Leucin Rich Region) LRR   پــروتئين

 در بيماران ايراني مبتلا به كرون NOD2ژن  8و  4ده در اگزونهاي هاي يافت شجهش - 3جدول 

آللهاي جهش يافته(%) تعداد   محل و تغيير در نوكلئوتيد  GenBank شماره تغيير پپتيد ماركر پلي مورفيك محل تغيير در پروتئين 

 :4اگزون      

 )5/37(60   SNP5 P268S rs2066842 802 C → T 

)3/1(2  NBD  N289S rs5743271 866 A → G 

 )6/5(9  NBD  P371T EF624393 1111 C → A 

)6/0(1  NBD  T389T EU817180 1167 G → A 

)9/36(59  NBD SNP6 R459R rs2066843 1377 T → C 

)3/1(2  NBD  E462K EF624392 1384 G → A 

)1/28(45   SNP7 R587R rs1861759 1761 T → G 

)3/1(2    A611A EF624394 1833 C → T 

)1/13(21   SNP8 R702W rs2066844  2104 C → T 

)3/1(2    S732S rs6413461 2196 C → T 

)6/0(1  LRR  R760C rs3813758 2278 C → T 

)5(8  LRR  P792P rs5743280 2376 C → T 

)10(16  LRR  A794P EU888273 2380 G → C 

)5/7(12  LRR  Q809H EU888274 2427 G → C 

)9/1(3  LRR   EU888275 2439 C → A 

 :8اگزون      

)6/0(1  LRR  F906F rs58586167 2718 C → T 

)5/2(4  LRR SNP12 G908R rs2066845 2722 G → C 
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NOD2 كنــد كــه بخــش  را كــد مــيLRR  آن نقــش مهمــي در

. ايـن پـروتئين دارد  هاي باكتريايي و عملكرد ژن تشخيص آنتي

اسيد آمينه هـاي  (  LRRبخش  C-terminalكوتاه شدن ناحيه 

  منجر بـه عـدم پاسـخدهي بـه اجـزاي باكتريهـا       ) 1040-855

  ).5(شود مي

موتاسـيون يافـت شـد كـه      17در مطالعه حاضر به طور كلـي  

هاي شناخته  جهش. عملكرد تعدادي از آنها شناخته شده است

كـه در   G908R (SNP12)و  N289S  ،(SNP8) R702Wشده 

اند، تا حدي در مطالعـات قبلـي از    مطالعه حاضر نيز يافت شده

انـد كـه ايـن تحقيقـات      نظر عملكرد مورد بررسي قـرار گرفتـه  

در افرادي است كه  CARD15نشانگر اختلال عملكرد پروتئين 

جهــش . )18( انــد را داشــته G908R و R702W هــاي  جهـش 

N289S  را نشـان داده   درصد 1/1فراواني كه در مطالعة حاضر

اي در اروپا نيز بصورت نادر مشاهده شده است  در مطالعه ،است

 رسد كه اين واريانت خصوصـيات عملكـردي   و به نظر مي) 25(

  .داشته باشد SNP12و  SNP8با  يمشابه

در ناحيـه   P371Tاز نظر فراوانـي، سـه جهـش جديـد شـامل      

NBD  هـاي   و موتاسـيون A794PوQ809H  ر ناحيـه  دLRR ،

هايي برابـر   به ترتيب فراواني( داشتند  درصد 5بيش از  فراواني

با توجه به اينكه جابجـايي  ). درصد 5/7و  درصد10، درصد 6/5

هـا موجـب تغييـر اسـيدآمينه      نوكلئوتيد در هر سه اين جهش

شده است، احتمال دارد تغييـر در اسـيد آمينـه سـاختمان و يـا      

از ميـان  . ر اين بيماران تغيير دهـد را د NOD2عملكرد پروتئين 

موتاســيون موجــب تغييــر كــد  NOD2 ،4ژن جهــش جديــد  7

هـاي  اند كه بررسي بيشتر جهشژنتيكي وتغيير اسيد آمينه شده

هايي كـه فراوانـي بيشـتري دارنـد، و     مذكور، به خصوص واريانت

  NOD2تعيين نقش آنها در تغييـر شـكل يـا عملكـرد پـروتئين      

  .تر شدن پاتوژنز بيماري كرون كمك نمايدنتواند به روشمي

در بيماران ايراني مبتلا به كـرون در   NOD2چنين مطالعه ژن هم

تر اين ژن ازجملـه مطالعـه   بررسي دقيقتعداد بيشتر بيماران و نيز 

) mRNA )Splicing Siteها و مناطق بـرش  ها، اينترونساير اگزون

هـا در ايـن ژن   و نيز تعيين نقش سـاختماني و عملكـردي جهـش   

پايـه   تر ساختن هرچه بيشترتواند از گامهاي بعدي براي روشنمي

  .هاي التهابي روده در ايران باشدژنتيكي بيماري
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