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   چكيده
به عنوان يـك   Dويتامين  هاي  مختلف در ژن گيرندهمورفيسمپلي. ترين اختلال متابوليسم مواد معدني استخوان استپوكي استخوان، شايع: زمينه

  . هاي اصلي توده استخواني باشدتواند يكي از كنترل كنندهعامل مهم ژنتيكي مي
  .هاي يائسه انجام شدبا پوكي استخوان در خانم Dژن گيرنده ويتامين  Apa1و Taq1هاي مورفسيمارتباط بين پلي مطالعه به منظور تعيين :هدف

درمـاني بـوعلي    -به درمانگاه روماتولوژي مركـز آموزشـي   كنندههاي يائسه مراجعهبيمار از خانم 80شاهدي،  -ورددر اين مطالعه م: هامواد و روش
كننده به اين مركز به عنوان گروه شاهد انتخـاب و پـس از تكميـل    نفر از ساير بيماران مراجعه 80به عنوان گروه مورد و 1389سيناي قزوين در سال 

. تعيـين شـد   DEXAهاي كمر با استفاده از روش هاي مچ دست، گردن استخوان ران و مهرهتراكم استخوان. عه وارد شدندنامه در مطالبرگه رضايت
هـاي آمـاري   ها با آزمـون معين و دادهApa1 (TT/Tt/tt)  و Taq1 (AA/Aa/aa)هاي مختلف ژنوتيپ RFLP  PCRسپس با استفاده از روش(

  .كاي و آنوا تحليل شدند مجذور
نسبت بـه   Taq1(tt)بيماران با ژنوتيپ . با استئوپروز وجود نداشت Taq1 و Apa1 هاي مختلفمورفيسمداري بين پليمعنيآماري ارتباط : هايافته

  .هاي مچ دست و گردن استخوان ران برخوردار بودندتري در استخواناز تراكم استخوان كم Taq1(Tt)بيماران با ژنوتيپ 
و استئوپروز هنوز ناشناخته است و احتمال دارد عوامل ديگري  Dهاي ويتامين هاي ژنوتيپمورفيسمها، ارتباط بين پلييافته با توجه به :گيرينتيجه

  .بر روي تراكم استخوان تأثيرگذار باشند
  

  ، استئوپروز، تراكم سنجي استخوانDمورفيسم، ژنوتيپ ويتامين پلي: هاكليدواژه
  
  

  :مقدمه 

استخوان است كه  ان يك نوع اختلال درپوكي استخو     
استخواني و افزايش خطـر  ) تراكم(به صورت كاهش توده 
سـازمان جهـاني بهداشـت،    . شودشكنندگي آن تعريف مي

 5/2استئوپروز را كاهش تراكم استخواني با انحراف معيـار  
زير حد ميانگين براي افراد بالغ سالم و جوان بـا جـنس و   

  )1(.دكن نژاد يكسان تعريف مي

سالي به بالاترين ميزان توده استخوان در اوايل بزرگ     
در . يابدرسد و به تدريج با افزايش سن كاهش ميخود مي

ها به خصـوص در دوران يائسـگي جـذب كلسـيم از     خانم
شـود و  روده و كليه به دليـل كـاهش اسـتروژن كـم مـي     

تـرين ميـزان خـود    دريافت كلسيم توسط استخوان به كم
  )2(.رسدمي
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ــاليانه          ــا، س ــده آمريك ــالات متح ــون  5/1در اي ميلي
افتد شكستگي استخوان به علت پوكي استخوان اتفاق مي

درصد مرگ و مير  20كه شكستگي استخوان ران به علت 
درصـد   50بيش از . ترين اهميت را دارددر سال اول بيش
هاي قبلـي خـود را   توانند به خوبي فعاليتاين بيماران نمي

هاي درماني طولاني مدت يابند و ده درصد نيز به اقدام باز
كنند و ميزان ترومبوز وريدهاي عمقي بيماران نياز پيدا مي

  )1(.بالاست) درصد 50تا  20(
هـاي  هـا و خـانواده  هاي قبلـي بـر روي دو قلو  مطالعه     
ــوده    آن ــت در تشــكيل ت ــه وراث ــا نشــان داده اســت ك ه

       ،هــايــن مطالعــه ادر . اســتخواني نقــش مهمــي دارد  
بـا   )درصـد  85تـا   50بـين  (پذيري توده استخواني توارث
هاي محوري تخمين زده ترين تأثير بر روي استخوانبيش
تـا   27ند كـه حـدود   نشان داد هاهمچنين اين مطالعه. شد
، ناشي از هاي استئوپروتيكفاوت در شكستگيت درصد 68

  )3-6(.عوامل وراثتي است
هاي ن يك بيماري چند ژني است كه ژنواپوكي استخ    

ژن : عبارتنـد از هـا  تـرين آن مهم ثرند ومتعددي در آن مؤ
، عامـل رشـد   1، استروژن، كلاژن نـوع  Dگيرنده ويتامين

  )7(. 6شبه انسولين و اينترلوكين 
، اولـين ژنـي اسـت كـه توسـط      Dژن گيرنده ويتامين     

يـك    . اط با پوكي اسـتخوان بررسـي شـد   محققين در ارتب
     Dكــه تنــوع در ژن گيرنــده ويتــامين  مطالعــه نشــان داد

در تـوده   ژنتيـك  هـاي تفـاوت  درصد 75ول ؤتواند مسمي
 لـي چنـد پ تـرين مطالعـه بـر روي    بـيش . استخواني باشد

كننـده  هاي محدوديمآنزتوسط  اين ژن 3'م ناحيه مورفيس
Apa1 ،Taq1 وBsm1 8(.ه استانجام شد(  

د شكلي، تغيير  نوكلئوتيد در توالي پلي مورفيسم يا چن     
شود  و فراواني منجر نميبه بيماري خاصي كه  ستها ژن

پلـي  در واقـع ايـن   . تر از يك درصد در جوامع را داردبيش
جـاد  توانند جايگاه شناسايي يك آنزيم را ايها ميمورفيسم

. وجود آورنده هاي متفاوتي بكنند يا از بين ببرند و ژنوتيپ
توانايي ايجاد برش توسط آنـزيم   Dنده ويتاميندر ژن گير

Apa1  وTaq1     ري ـزموجب پديـد آوردن ژنوتيـپ هـاي  

جايگـاه  عـدم وجـود   ( Apa1 : AAهاي ژنوتيپ. شودمي
هتروزيگوت بودن جايگاه شناسـايي  ( Aa، )شناسايي آنزيم

و ژنوتيپ هـاي  ) وجود جايگاه شناسايي آنزيم(  aa، )آنزيم
Taq1 : TT )ايگــاه شناســايي آنــزيمعــدم وجــود ج(، Tt 

وجـود  (  tt ،)هتروزيگوت بودن جايگـاه شناسـايي آنـزيم   (
  .)جايگاه شناسايي آنزيم

              ه حاضــر بــا هــدف تعيــين ارتبــاط بــين     مطالعــ     
ــم  ــي مورفيســـ ــايپلـــ                 و Taq1 (rs1788009) هـــ

Apa1 (rs 17879735)  ژن گيرنده ويتامينD    بـا پـوكي
  .هاي يائسه انجام شددر خانماستخوان 

  
  :هامواد و روش 

تعـداد   1389شـاهدي در سـال    -در اين مطالعه مورد     
هـا، بيمـاران   از آننفـر   80.خانم يائسه انتخاب شدند 160

مانگاه رومـاتولوژي بيمارسـتان بـوعلي    كننده به درمراجعه
كننــدگان بــه ســاير نفــر از مراجعــه 80ســيناي قــزوين و

ايـن  . سني يكسـان بودنـد   با شرايط عمومي و هادرمانگاه
نامه وارد تكميل برگه رضايت افراد پس از اعلام آمادگي و

و  بيماران با سابقه مصرف كورتن، برداشـتن . مطالعه شدند
هاي اختلال هاي تيروئيد،بيماري تخمدان، زودرس نارسايي

هـاي  هاي دستگاه گوارش و بيماريجذب كلسيم، بيماري
  .ز مطالعه حذف شدندا CRFكليه 

هاي كمـري، گـردن   ميزان تراكم استخواني در مهره      
  دست اين افراد با روش هاي مچ استخوان ران و استخوان

absorptiomtery (DEXA) double-energy x-ray  
ساخت كشور آلمان  Hologic QDR 2008 و با دستگاه 

 Z. Score  و T. Score روشتعيــين و مقــادير بــا دو 

 5ها سپس به منظور بررسي ژنتيكي از آن .دندش شخصم
هاي حاوي ضد انعقاد سي خون كامل اخذ و در در لولهسي

EDTA ها تا روز آزمـايش در  اين نمونه .آوري گرديدجمع
  .داري شدندگراد نگهدرجه سانتي -80دماي 

     DNA ژنــــــومي بــــــا اســــــتفاده از كيــــــت                     
High Pure PCR Template Preparation ) شــركت

Roche( گرديد جاستخرا شده آوريجمع خون هاينمونه از.   
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 Taq1و  D ،Apa1ژن گيرنده ويتامين هايپلي مورفيسم
افـزار  نـرم از پرايمرهـاي طراحـي شـده توسـط     با استفاده 
Primer 3   و روشPCR تكثير شد .  

Apa1-F:5′AGCAGAGCAGAGTTCCAAGC- 3 ′  
Apa1-R:5′GTGAGGAGGGCTGCTGAGTA-3′  
Taq1-F:5′AGCAGAGCAGAGTTCCAAGC-3′  
Taq1-R: 5′ GTGAGGAGGGCTGCTGAGTA-3′ 

 ،x10 بافر ميكروليتر 5/2 :از بودند عبارت PCR واكنش مواد
ميكروليتـر پرايمـر   ، يك 50mM MgCl2 ميكروليتريك 

ميكروليتــر پرايمــر ريــورس  ، يــك10pmol/mlفــوروارد 
10pmol/ml ،5/0 ترميكروليdNTP Mix 10mM ، 3/0 

 يكروليتـر م lµTaq Polymerase 5u ،5ميكروليتر آنزيم 

DNA و الگو ddH20 حجم واكـنش بـه   كه اي هبه انداز
  .ميكروليتر برسد 25

زير براي هـر دو  با شرايط حرارتي  PCRهاي واكنش     
گـراد  درجه سانتي 95دقيقه  5: انجام شد Taqو  Aqaژن 

درجه  95ثانيه  30و سپس  له واسرشت اوليهبه عنوان مرح
گراد به عنوان مرحله درجه سانتي 58ثانيه  30گراد، سانتي

گـراد بـه عنـوان مرحلـه     درجه سانتي 72 ثانيه 30اتصال، 
درجـه   72دقيقـه   5و در نهايـت   دور 35بـه تعـداد   تكثير 
دستگاه ترموسايكلر مدل  در گراد براي تكثير نهاييسانتي
Verit ) شــركتABI(. هــا توســط بعــد از تكثيــر، قطعــه 
شـــركت ( Taq1 و Apa1كننـــده هـــاي محدودآنـــزيم

Fermentas UK( عبـارت  ش تركيـب واكـن  . هضم شدند
ــود از ــر 17 : ب  Nuclease free water  ،2  ميكروليت

ــر ــك  ، 10x Fast digest green buffer ميكروليت ي
و  Apa1 هـاي ميكروليتر از آنـزيم يك  و DNA ميكروليتر

Taq1 طبـق دسـتور   دو آنزيم هاي هر سپس واكنش .بود
. گرمخانــه گــذاري گرديدنــد ارايــه شــده شــركت مــذكور

درصـد   2 بر روي ژل آگـاروز مده هاي به دست آمحصول
ها داده .ندشد تعيين Taq1 و Apa1هاي بررسي و ژنوتيپ

  .هاي آماري مجذور كاي و آنوا تحليل شدندبا آزمون
  

  :هايافته 

 حدود Taq1طول قطعه تكثير شده در پلي مورفيسم      
 bp701 ود كه پس از هضم با آنـزيم ب Taq1  در صـورت ،

 bp  523 هايي با طـول قطعه آنزيم،وجود جايگاه شناسايي 
  ).1شكل شماره ( ردكتوليد مي bp 178 و
  

    
نتيجه الكتروفورز محصولات به دست آمده از  - 1شكل 

  2%اروز روي ژل آگ Taq1هضم آنزيم محدودگر 
  

بود كـه   bp  701 نيز Apa1طول قطعه تكثير شده در     
در صـورت وجـود جايگـاه     ،Apa1 پس از هضم با آنـزيم 

 bp 455و  bp 246هـايي بـا طـول    قطعهشناسايي آنزيم، 
  .)2شكل شماره ( ردكتوليد مي

  

    
نتيجه الكتروفورز محصولات به دست آمده از  - 2شكل 

  2%اروز گروي ژل آ Apa1ر هضم آنزيم محدودگ
       
به ترتيب شـيوع شـامل     Taq1توزيع فراواني ژنوتيپ      
نفر  16و   TT)درصد 30(نفر  Tt  ،48 )درصد 60(نفر  96

هـاي  بين ميزان تراكم استخوان مهـره  .بود tt) درصد 10(
 Taq1هـاي مختلـف  و ژنوتيـپ  T.Scoreبـه روش  كمر 
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بدين معني كه افـراد  آماري وجود دارشت؛  دارمعنيارتباط 
تـري  تراكم استخوان پـايين  Ttدر مقايسه با  ttبا ژنوتيب 

  .دار نبودمعنيارتباط  اين Z.Scoreولي در روش . داشتند
 داري بـين تـراكم اسـتخوان   همچنين ارتباط آماري معنـي 

ــپ  ــردن ران و ژنوتي ــف گ ــاي مختل ــه روش Taq1 ه  ب
T.Score  ؛ يعنـي افـراد داراي ژنوتيـپ   وجود داشـت TT 
  بـا روش . تـري داشـتند  ، تراكم استخوان كـم Tt نسبت به

Z.Score  بين تـراكم اسـتخوان   داري معنيارتباط آماري
يعني افـراد  ؛ دست آمده ب Tt و tt دو ژنوتيپ مچ دست با

ند داشت Tt تري نسبت بهاستخوان كم تراكم ،tt تيپنوبا ژ
  ).1جدول شماره (

  
هاي كمري، مقايسه تراكم استخوان مهره - 1جدول 

 گردن استخوان ران و مچ دست در ژنوتيپ هاي مختلف
Taq1  

  
  هايژنوتيپ     

            Taq1  
  تراكم محل

 استخوان
TT  

  )نفر 48(
Tt  

  )نفر 96(
Tt  

  )نفر 16(
  سطح
  داريمعني

 اي كمريههمهر
(T.Score)  55/1±09/1-  27/1±57/0-  86/1±48/1-  02/0  

  هاي كمريمهره
(Z.Score) 

55/1±11/0-  23/1±13/0  36/1±27/0-  369/0  

  گردن ران
(T.Score) 

2±14/1 -  14/1±35/0-  44/1±6/0 -  013/0  

  گردن ران
(Z.Score)  

1±012/0  1/1±32/0  84/0±1/0  219/0  

  مچ دست
(T.Score) 

84/1±12/1-  16/1±63/0-  24/2±46/1-  053/0  

  مچ دست
(Z.Score)  

43/1±42/0-  08/1±09/0-  23/1±65/0-  01/0  

  

 شاملبه ترتيب شيوع   Apa1هايژنوتيپ فراواني توزيع    

و  AA) درصـد  9/31(نفـر   Aa ، 51 )درصد 7/58(نفر  94
سنجي اسـتخوان  تراكمد و بين بو aa) درصد 4/9(نفر  15

 دو روش بـا هـر  داري اط آماري معنيها ارتبو اين ژنوتيپ

T.Score و Z.Score  2جدول شماره (وجود نداشت.(  
  
  
  

  
هاي كمري، مقايسه تراكم استخوان مهره - 2جدول 

  گردن استخوان ران و مچ دست در ژنوتيپ هاي مختلف
Apa1  

  
  :گيريبحث و نتيجه 

پلـي  داري بـين  مطالعه نشان داد كه ارتباط معني اين     
با پوكي اسـتخوان   Taq1و  Apa1هاي مختلف سممورفي

داري بـين  معنـي زنگ و همكاران هم ارتبـاط  . وجود ندارد
ــم  ــي مورفيس ــامين    پل ــاي ويت ــف ژن ه ــاي مختل  Dه

(BSM1,Taq1,Fok1,Apa1)   ــتخوان در ــراكم اس ــا ت ب
در همچنـين   )9(.مشـاهده نكردنـد   دوران پس از يائسـگي 

كويين و همكاران در چين در مورد ارتباط بين پلي  مطالعه
اسـتروژن بـا    αوگيرنده  Apa1هاي مختلف ژن مورفيسم

گونـه ارتبـاط   هـيچ هاي يائسه، خانمتراكم استخوان مقدار 
و تراكم استخوان و  Apa1هاي منطقي بين پلي مورفيسم

  )10(.دكمري و استخوان ران مشاهده نش هايمهره
داندار و همكاران در تركيه بـا مطالعـه    ،از سويي ديگر     

خانم يائسه نشان دادند كه افراد بـا ژنوتيـپ    136بر روي 
aa  نسبت بهAA   تـري در  مقادير تراكم اسـتخوان پـايين

ــالاتري در   اســتخوان كمــر و همچنــين ســطح كلســيم ب
   هـا بـه عقيـده آن   .داشـتند  aaدر مقايسه بـا   AAژنوتيپ 

مي در تراكم اسـتخوان  ش مهنق Apa1 پلي مورفيسم ژن
  )11(.دهاي كمر زنان يائسه داردر مهره

  هايژنوتيپ       
          Apa1  

  تراكم محل
 استخوان

AA  
  )نفر 51(

Aa 
  )نفر 94(

aa  
  )نفر 15(

  سطح
  داريمعني

 هاي كمريمهره
(T.Score)  62/1±79/0-  41/1±89/0-  09/1±51/0-  642/0  

  هاي كمريمهره
(Z.Score) 

37/1±043/0 -  32/1±009/0  3/1±426/0  464/0  

  گردن ران
(T.Score) 

24/1±48/0-  7/1±68/0  1±64/0 -  737/0  

  گردن ران
(Z.Score)  

22/1±23/0  1/1±22/0  75±6/0  855/0  

  مچ دست
(T.Score) 

59/1±61/0-  53/1±97/0-  43/1±01/1-  375/0  

  مچ دست
(Z.Score)  

2/1±094/0  19/1±23/0-  34/1±26/0-  267/0  
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     در مــورد ارتبــاط بــينمطالعــه مــاتريس و همكــاران      
ــم  ــي مورفيســ ــامين  پلــ ــده ويتــ ــاي ژن گيرنــ                       هــ

D (Apa1, Taq1, fok1, BSm1)  بــا ميــزان تــراكم
 2/54±4/3 زنان يائسه هندي با متوسـط سـني   استخوان

 TT, FF, bb, aaهـاي  نشان داد كه افراد با ژنوتيپ سال
تـري  بـيش  تراكم اسـتخوان  ، tt, ff, BB, AAنسبت به 

  )12(.داشتند
ــي        ــاط معن ــر، ارتب ــه حاض ــي   داريدر مطالع ــين پل ب

بـا ميـزان    Dهاي مختلف ژن گيرنـده ويتـامين   مورفيسم
در  ttبـا ژنوتيـپ    ولي افراد. تراكم استخوان مشاهده نشد

هـاي  تـري در مهـره  تراكم اسـتخوان پـايين   Ttه با مقايس
تـراكم اسـتخوان    TTكمري داشتند و مـوارد بـا ژنوتيـپ    

 .در گـردن اسـتخوان ران داشـتند    Ttتري نسبت به پايين
البته ممكن است در صورت بررسي با حجم نمونه بالاتر يا 

، نتايج امل دخيل در ميزان تراكم استخوانبررسي ديگر عو
اين با توجـه بـه نتـايج مطالعـه     بنابر .ست آيدده متفاوتي ب

توان گفت كـه ارتبـاط بـين    هاي قبلي، ميحاضر و مطالعه
و ميـزان تـراكم    Dهاي ژن گيرنده ويتامين پلي مورفيسم

بــه   واســتخوان هنــوز بــه نتيجــه قطعــي نرســيده اســت 
  .داردنياز تري در آينده هاي گستردهبررسي
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