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 چكيده
ب های گانگليوني شبكيه و آسيب عصجهان است و با اضمحلال سلول گلوکوم از علل مهم نابينايي غير قابل برگشت در سراسر: زمينه

( جريان خون NOکند. نيتريک اکسيد )شود. خود تنظيمي نامناسب عروقي نقش مهمي در سبب شناسي گلوکوم ايفا ميبينايي مشخص مي

وق، منحصراً توسط ايزوفرم اندوتليالي گردشي در اندوتليوم عر NOنمايد. دهد و به غلبه بر استرس کمک ميرا در عروق افزايش مي

است. در اين مطالعه به بررسي  eNOSهای ژن مورفيسمترين پلياز مهم يكي Glu298Aspشود. ( سنتز ميeNOSنيتريک اکسيد سنتاز )

 با خطر ابتلا به گلوکوم پرداخته شد.  eNOSژن  Glu298Aspمورفيسم ارتباط پلي

های خون محيطي ژنومي از لكوسيت DNAفرد سالم بود.  222فرد بيمار و  221شاهدی شامل  -اين مطالعه مورد ها:مواد و روش

ويرايش  MedCalcتعيين شدند. آناليز آماری با نرم افزاز  PCR-RFLPمورف با استفاده از تكنيک های ناحيه پلياستخراج گرديد. ژنوتيپ

 انجام گرفت.  2/22

و  32/1، 11/1و در گروه بيمار به ترتيب  11/1و  42/1، 12/1در گروه کنترل به ترتيب  TTو  GG ،GTهای نوتيپ: فراواني ژهايافته

(. در دو گروه کنترل و χ² ،24/1=p= 80/2های ژنوتيپي بين دو گروه کنترل و بيمار مشاهده نشد )بود. تفاوت معناداری در فراواني 10/1

بود. فراوني اللي در دو گروه کنترل و بيمار تفاوت  24/1و  28/1به ترتيب  Tو فراواني الل  81/1و  83/1به ترتيب  Gبيمار، فراواني اللي 

 (.χ² ،11/1=p=33/1معناداری را نشان نداد )

داری با گلوکوم نشان نداد. با اين حال مطالعاتي بر پايه ارتباط معني eNOSژن  Glu298Aspمورفيسم به طور کلي پلي گيری:نتيجه

 تر و نژادهای متفاوت جهت دستيابي به يک نتيجه قطعي مورد نياز است.های بزرگجمعيت

 سنتاز ، نيتريک اکسيدگلوکوم ژني، مورفيسمپلي ،eNOSژن  واژگان کليدی:

Iran South Med J 2017;20(2): 135-142 
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 مقدمه

گلوکوم یک بیماری اختلال عصب بینایی است که سبب 

شود. در از دست رفتن پیشرونده دید محیطی می

صورت عدم درمان به موقع، بیماری منجر به نابینایی 

 (. 1گردد )کامل غیرقابل برگشت می

گلوکوم بر اساس وضعیت زاویه اتاق قدامی به دو نوع 

اولیه  ( و زاویه بستهPOAGکلی زاویه باز اولیه )

(PCAGتقسیم می ) .شودPOAG ترین فرم شایع

گلوکوم است و از نظر کلنیکی به دو شکل فشار بالا 

(HTC( و فشار طبیعی )NTC وجود دارد. در گلوکوم )

 های چشمی افزایشبا فشار طبیعی در زمان بروز آسیب

(. 2شود )( مشاهده نمیIOPفشار داخل چشمی )

ست و فاکتورهای خطر گلوکوم یک بیماری چندعاملی ا

، سن، نژاد، سابقه خانوادگی، IOPمتعددی شامل افزایش 

قرنیه نازک، نزدیک بینی و استرس اکسیداتیو در ایجاد و 

(. احتمال بروز گلوکوم در 3پیشرفت آن نقش دارند )

فردی که یک خویشاوند درجه یک مبتلا به گلوکوم زاویه 

شود. این می درصد تخمین زده 4-11باز اولیه دارد بین 

موضوع نقش عوامل ژنتیکی را در بروز بیماری نشان 

(. در روند بیماری از دست رفتن پیشروندة 4دهد )می

های ( و آسیب آکسونRGCهای گانگلیون شبکیه )سلول

عملکردی آنها موجب بروز علائم آتروفی عصب بینایی 

های مختلفی از جمله میزان جریان (. فرضیه5شود )می

عصب بینایی، تراکم مکانیکی به علت افزایش  خون در

IOPا های الق، کمبود فاکتورهای نوروتروفیک، آسیب

( و سمیت گلوتامات NOشده توسط نیتریک اکسید )

ها در گلوکوم مطرح شده و RGCبرای آسیب و مرگ 

ممکن است ترکیبی از این فاکتورها در بروز بیماری نقش 

های کی از مولکول(. نیتریک اکسید ی2داشته باشند )

گشایی، ضدالتهابی و های رگرسان مهم در فعالیتپیام

باشد و در تنظیم حجم رگی و میزان جریان آپاپتوزیس می

(. استرس و 1خون در عصب چشمی نقش دارد )

کند. را تحریک می NOهیپوکسی در بافت افزایش سنتز 

NO  با افزایش جریان خون و دریافت اکسیژن در بافت

(. اما مقادیر 7نماید )به غلبه بر استرس کمک می شبکیه

 NOتواند برای بافت سمی باشد. بسیار بالای آن نیز می

O2ها با سوپراکسید )اضافی در نورون
شود ( ترکیب می−

 سازد.( را می-ONOOهای پراکسی نیتریت )و آنیون

ONOO-  یک توکسین سلولی قوی است که موجب

 (.8) گرددپیشرفت مرگ سلولی می

های نیتریک نیتریک اکسید توسط گروهی از آنزیم

 ها شود. این آنزیم( تولید میNOSاکسید سنتاز )

L-را به سیترولین تبدیل و در این پروسه  نینیآرژNO 

های نیتریک اکسید سنتاز به (. ایزوفرم9کنند )تولید می

 NOهای شبکیه گزارش شده است، اما وفور در لایه

توسط ایزوفرم اندوتلیالی نیتریک  گردشی منحصراً

در  eNOS(. ژن 7شود )( سنتز میeNOSاکسید سنتاز )

 25اگزون و  21قرار دارد و شامل  35q7-31ناحیه 

مورفیک (. این ژن دارای نواحی پلی11اینترون است )

در ناحیه  Glu298Aspمورفیسم باشد. پلیمتعددی می

مورف گاه پلیقرار دارد. در این جای eNOSکدکننده ژن 

( جایگزین Tبا تیمیدین ) 894( در موقعیت Gگوانین )

پروتئین از  298شود. لذا تغییر آمینواسید در جایگاه می

گیرد. ( صورت میAsp( به آسپارتات )Gluگلوتامات )

ح تواند سطتغییر ایجاد شده در ساختار پروتئین می

 (.11فعالیت آنزیم را تحت تأثیر قرار دهد )

های مولکولی بالقوه و ترکیبات مکانیسم شناسایی

ی های درمانرسانی سلولی در توسعة روشمسیرهای پیام

ناپذیر است. با توجه به اهمیت نقش امری اجتناب

یر های عصب چشمی و تأثنیتریک اکسید در بروز آسیب

بر عملکرد پروتئین،  eNOSمورف ژن های پلیجایگاه

هتر مکانیسم در این مطالعه به منظور شناخت ب
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 مورفیسمگیری گلوکوم رابطة پلیشکل

Glu298Asp ژنeNOS   با خطر ابتلا به گلوکوم مورد

 بررسی قرار گرفت.
 

 هامواد و روش
 

 گيرینمونه

فرد مبتلا به گلوکوم  111شاهدی  -در این مطالعه مورد

فرد سالم )به عنوان گروه کنترل( مورد بررسی  121و 

قرار گرفتند. افراد بیمار به تشخیص پزشک متخصص 

چشم از مراجعه کنندگان به درمانگاه تخصصی چشم 

بیمارستان امیرالمومنین رشت انتخاب شدند. اطلاعات 

سن تشخیص، سابقه خانوادگی،  مربوط به بیماران شامل

فشار داخل چشمی، نوع گلوکوم و سابقه ابتلا به سایر 

های چشمی با توجه به پرونده پزشکی آنها بیماری

آوری گردید. افراد حاضر در گروه کنترل داوطلبین جمع

سالم )فاقد هرگونه بیماری تأیید شده چشمی( بودند که 

ده نها گزارش نشسابقه خانوادگی ابتلا به گلوکوم در آ

بود. همچنین گروه کنترل از نظر سن، جنس و موقعیت 

ژئوگرافیکی نیز با گروه بیمار مطابقت داشتند. پس از 

لیتر خون محیطی میلی 1اخد رضایت نامه از افراد مقدار 

گیری و برای جلوگیری از لخته شدن در آنها نمونه

 EDTA (Venoject EDTAهای حاوی ونوجکت

coatedژیک( نگهداری شد. ، بل 

 

 تعيين ژنوتيپ

DNA ژنومی با استفاده از کیت استخراج 

GPP-solution پژوهان، ایران( بر اساس دستورالعمل )ژن

های خون محیطی استخراج شرکت سازنده از لکوسیت

استخراجی به وسیله  DNAگردید. پس از تأیید کیفیت 

 ها با روشدرصد ژنوتیپ نمونه 1ژل آگارز 

PCR-RFLP  تعیین شد. جهت انجام واکنشPCR 

 طراحی پرایمرهای اختصاصی پیشرو 

(5'-GCCTCGGTGAGATAAAGGAT-3' و پیرو )

(5'-CTTGCAGGCCCTTCTTGAGAG-3')  با

در  PCRانجام گرفت.  57/7ویرایش  Oligoنرم افزار 

 DNAنانوگرم از  31میکرولیتر شامل  18حجم نهایی 

( از جمیکرولیتر ) dNTP ،1( lμمیکرولیتر ) 5/1ژنومی، 

 11مولار پتاسیم کلرید، میلی 51)شامل  X11 PCRبافر 

 درصد تریتون 1/1و  HCl -مولار تریسمیلی

X-100 ،)Unit 2/1  آنزیمTaq  پیکومول از  1پلیمراز و

( انجام شد. سیکل ، چینGenerayهر پرایمر )شرکت 

دقیقه واسرشت  5به صورت  PCRواکنش  نهیبهحرارتی 

ثانیه  45گراد، درجه سانتی 94سازی اولیه در دمای 

 45گراد، درجه سانتی 94سازی ثانویه در دمای واسرشت

درجه  72ثانیه در  45گراد، درجه سانتی 51ثانیه در 

گراد جهت بسط درجه سانتی 72دقیقه در  5گراد و سانتی

( bpجفت بازی ) 382نهایی بود. در نهایت یک قطعه ژنی 

  eNOSژن  Glu298Aspمورف شامل ناحیه پلی

 تکثیر گردید.

درصد،  5/1با ژل آگارز  PCRپس از تأیید صحت واکنش 

 MboIمحصول واکنش تحت تیمار با آنزیم محدودالاثر 

قرار گرفت. براساس طول قطعات به دست آمده ژنوتیپ 

هر نمونه مشخص گردید. طی واکنش هضم آنزیمی در 

، در افراد bp382یک قطعه کامل  GGراد دارای ژنوتیپ اف

و  bp142و  bp382 ،bp241، سه باند GTدارای ژنوتیپ 

قابل  bp142و  bp241دو باند  TTدر افراد دارای ژنوتیپ 

درصد  21مشاهده بود. جهت تأیید نتایج، تعیین ژنوتیپ 

 ها به طور تصادفی مجدداً صورت گرفت. از نمونه

 

 آماریآناليز 

 MedCalcافزار ها با استفاده از نرمآنالیز آماری داده

انجام شد. تفاوت ژنوتیپی و اللی میان  1/12ویرایش 
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 گروه کنترل و بیمار با استفاده از آزمون

 χ² (Chi-square)  مورد بررسی قرار گرفت. سپس

 95( با فاصله اطمینان Odds Ratioنسبت شانس )

ز میزان تأثیر فاکتور خطر در برودرصد به منظور تعیین 

بیانگر معنادار بودن  p<15/1بیماری محاسبه شد. 

 تفاوت بین دو گروه است.

 

 هايافته
 14زن و در گروه کنترل،  47مرد و  13در گروه بیمار، 

زن قرار داشتند. محدوده سنی افراد در گروه  57مرد و 

( و در گروه 58±4/1سال )میانگین سنی  33-78بیمار 

( بود. لذا در 51±2/7سال )میانگین سنی  28-71کنترل 

 داریخصوص سن و جنس بین دو گروه تفاوت معنی

درصد(  54/14) 71وجود نداشت. در گروه بیماران 

 39( و POAGمورد مربوط به گلوکوم زاویه باز اولیه )

درصد( مربوط به گلوکوم زاویه بسته اولیه  41/35مورد )

(PCAGبود. پس از است ) خراجDNA  ژنومی، واکنش

PCR  جفت بازی با موفقیت انجام شد.  382قطعه

 MboIبا آنزیم  PCRجهت تعیین ژنوتیپ محصولات 

 2انکوبه شدند و محصول آنزیمی بر روی ژل آگارز 

 (. 1درصد برده شد )شکل 

 Glu298Aspمورفیسم ها برای پلیژنوتیپ تمام نمونه

در گروه  eNOSهای ژن تعیین شد. ژنوتیپ eNOSژن 

 TTنفر  7و  GTنفر  GG ،51نفر  13کنترل به ترتیب 

 GTنفر  GG ،35نفر  11بود. در گروه بیمار به ترتیب 

بود. بیشترین فراوانی ژنوتیپی در هر دو  TTنفر  9و 

بود )نمودار  GGگروه کنترل و بیمار مربوط به ژنوتیپ 

در گروه کنترل و بیمار به  G(. درصد فراوانی الل 1

نیز در گروه  T، فراونی الل 91/75و  14/73ترتیب 

 بود  19/24و  81/21کنترل و بیمار به ترتیب 

(. فراوانی اللی در دو گروه کنترل و بیمار 1)جدول 

(. نتیجه χ² ،51/1=p= 33/1ارتباط معناداری نشان نداد )

نیز بیانگر عدم ارتباط معنادار بین  ORآزمون 

 ، P=49/1کنترل و بیمار بود )های اللی در گروه فراوانی

(31/1-51/1 )81/1=CI ،95  درصدOR نتایج به .)

های ژنوتیپی مختلف بین گروه ORدست آمده از آزمون 

 ها خطر ابتلا را به طورکدام از ژنوتیپنیز نشان داد هیچ

 دهند.معنادار افزایش نمی
 

 
روی ژل  MboI( تصویر محصول واکنش هضم آنزیمی با آنزیم 1شکل 

: ژنوتیپ 1بازی، نمونه جفت 51-111مارکر  L ،DNAدرصد.  2آگارز 

GG ژنوتیپ 2، نمونه :GT  ژنوتیپ 3و نمونه :TT دهند.را نشان می 

 

 
در دو گروه  eNOS Glu298Aspهای ( فراوانی ژنوتیپ1نمودار 

 کنترل و بیمار.

Fig 1) eNOS Glu298Asp genotypes frequency in 

patient and control groups. 
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 eNOSژن  Glu298Aspمورفيسم ( فراواني ژنوتيپي و اللي پلي2جدول 

  
 گروه کنترل

 )درصد( تعداد

 گروه بيمار

 )درصد( تعداد
OR 

 P.value (CIدرصد  31)

 ژنوتیپ
GG (11/52 )13 (11 )11 Ref  

GT (15/42 )51 (82/31 )35 (13/1-37/1 )15/1 13/1 

TT (79/5 )7 (18/8 )9 (49/3-43/1 )22/1 71/1 

      

 الل
G (14/73 )177 (91/75 )117 Ref  

T (81/21 )15 (19/24 )53 (31/1-51/1 )81/1 49/1 

 

 بحث
های نوروپاتی در ترین پروسهگلوکوم یکی از شایع

انسان است و دومین علت منجر به نابینایی غیر قابل 

(. چشم در معرض سطح 1گردد )برگشت محسوب می

بالایی از استرس اکسیداتیو قرار دارد. تغییرات اکسیداتیو 

شود که با تحلیل سبب تخریب هموستاز سلول می

به واسطه  NO(. 12رد )عصبی در گلوکوم ارتباط دا

و  IOPنقش خود در کنترل آپاپتوزیس، تنظیم فشار 

گری در تنظیم جریان خون چشمی بر روند میانجی

(. مطالعه روی 13کند )پیشرفت گلوکوم دخالت می

 eNOSهای مدل نشان داد که افزایش بیان موش

هایی که (. سلول14شود ) IOPتواند موجب کاهش می

تولید  NOیع زلالیه قرار دارند خروجی ما ریسدر م

کنند که در سطح سلول موجب آرامش شبکه می

رسد که افزایش بیان (. به نظر می15گردد )ترابکولی می

eNOS  از طریق اتساع عروق و افزایش جریان رگی در

های چشم انسان دارای اثر محافظت کنندگی بافت

یش اعصبی است. در بیماران مبتلا به گلوکوم اولیه افز

در عروق عصب بینایی گزارش شده است.  NOSسطح 

های و آسیب eNOSاین یافته از ارتباط بیان بیش از حد 

 (.11کند )عصب بینایی در گلوکوم حمایت می

در ناحیه   Glu298Asp(rs1799983مورفیسم )پلی

تنها واریانت معمولی است که  eNOSکدکننده ژن 

گردد. موجب جانشینی آمینو اسیدی در پروتئین بالغ می

های مختلفی مانند شوک نقش این جایگاه در بیماری

 ایسکمی، بیماری عروق کرونر بررسی شده است 

 (.18و  17)

در مطالعه حاضر ارتباط معناداری بین جایگاه 

 به و خطر ابتلا eNOS ژن Glu298Asp مورفیکپلی

گلوکوم یافت نشد که با نتایج به دست آمده در مطالعه 

و همکاران و ( Kosior-Jarecka) جارکا -وریکاس

و  19و همکاران شباهت دارد )( Kang) کانگمطالعه 

مورف با بیماری گلوکوم (. ارتباط این ناحیه پلی21

و همکاران ( da Silva) لوایداسزاویه باز اولیه توسط 

داری بین نیز مورد مطالعه قرارگرفت و ارتباط معنی

و گلوکوم یافت  eNOSژن  Glu298Aspمورفیسم پلی

های مورفیسمها پلوتایپ پلینشد، اما بررسی

Glu298Asp  وT-786C  ژنeNOS  نشان داد که

آن با گلوکوم زاویه باز اولیه ارتباط دارد  CGهاپلوتایپ 

(112/1=pو در افرا ) د دارای این هاپلوتایپ خطر ابتلا

برابر افزایش  3سال تا  52به گلوکوم در گروه سنی بالای 

 (.21یابد )می

بر جایگاه فعال پروتئین و  Glu298Aspمورفیسم پلی

گذارد. با این حال در سطح دایمریزاسیون آن تأثیر نمی

به مقدار اندکی سطح پروتئین  Gluالل  eNOSپروتئین 

دهد و فعالیت آنزیمی مخصوص پروتئین یرا افزایش م

(. تغییرات عملکردی 11در فرم موتانت کمتر است )

ش مورفیسم گزاراندوتلیوم در حاملین طبیعی این پلی
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تفاوت  Ex vitroو  In vivoشده است، اما مطالعات 

قابل توجهی در فعالیت آنزیمی پروتئین در حضور دو 

و  22است ) نشان نداده Glu298و  Asp298ایزوفرم 

رسد که این واریانت بر فعالیت (. به نظر می23

بیولوژیکی آنزیم اثر نداشته باشد و در واقع در عدم 

تعادل پیوستگی با لکوس عملکردی دیگری در ژن یا 

 (.17ژنوم باشد )

 

 یريگجهينت

سم مورفیبه طور کلی در این مطالعه ارتباطی بین پلی

Glu298Asp  ژنeNOS  و گلوکوم مشاهده نشد. با

ای از عوامل ژنتیکی و محیطی در توجه با اینکه مجموعه

ایجاد و پیشرفت گلوکوم نقش دارند بهتر است به منظور 

تر پاتولوژی بیماری در مطالعات آینده شناخت دقیق

همچنین فاکتورهای جانبی مانند سیگار، جنسیت و میزان 

های دیگر ژن سممورفیفشار داخل چشمی همراه با پلی

ها مورد توجه مذکور و ارتباط عملکردی آن با سایر ژن

ر بروز مورفیسم دقرار گیرد. همچنین تعیین نقش این پلی

تر های بزرگبیماری گلوکوم نیازمند بررسی در جمعیت

 های نژادی مختلف است.و و گروه

 

 سپاس و قدرداني

نویسندگان از تمامی افراد شرکت کننده در این تحقیق 

نهایت تشکر را داشته و مراتب قدردانی خود را از 

دانشگاه گیلان و بنیاد ملی نخبگان که با حمایت خود 

شرایط مناسب جهت انجام این تحقیق را فراهم ساختند، 

دانند از نمایند. همچنین برخود لازم میاعلام می

درمانی امیرالمومنین رشت که  -شیهمکاری مرکز آموز

آوری نمونه و اطلاعات مورد نیاز زمینه لازم جهت جمع

 این تحقیق را فراهم نمودند تشکر و قدردانی نمایند. 

 

 تضاد منافع
  انیب سندگانیگونه تعارض منافع توسط نو چیه

  .است نشده
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Abstract 

Background: Glaucoma is the leading cause of irreversible blindness worldwide. It is characterized by 

degeneration of the retinal ganglion cells and optic nerve damage. Vascular dysregulation plays an important 

role in the etiology of glaucoma. Nitric oxide (NO) increases blood flow in the vessels of the tissue and 

helps to overcome the stress. Circulating NO is synthesized in the vascular endothelium by action of 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Glu298Asp is one of the common polymorphism of eNOS gene. 

This study evaluates the association of eNOS Glu298Asp polymorphism with glaucoma. 

Materials and Methods: This case-control study included 110 glaucoma patients and 121 controls. 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes. Genotypes were detected using a PCR-

RFLP method. Statistical analysis was performed using the MedCalc program (version 12.1). 

Results: The frequency of GG, GT and TT genotypes in controls were 0.52, 0.42 and 0.06, respectively while in 

glaucoma patients were 0.6, 0.32 and 0.08, respectively. No significant differences in genotypes frequencies were 

found between patients and controls (p=0.24, χ²=2.78). In control and patient groups, the frequency of G allele 

was 0.73 and 0.76, respectively and the frequency of T allele were 0.27 and 0.24, respectively. The allele 

frequencies did not differ significantly between controls and patients (p=0.56, χ²=0.33). 

Conclusion: It is suggested that eNOS Glu298Asp polymorphism may not be associated with the risk factor 

of glaucoma in the studied population. However, larger and different ethnicities-based populations are 

required to achieve a definitive conclusion. 
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