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مقاله تحقیقی 

 NF-kB1 طراحی جفت پرایمر اختصاصی جهت بررسی بیان ژن
د  ر بیماران مبتلا به بیماری سلیاک تحت رژیم غذایی بد ون گلوتن 

چکیده
زمینه: بیماری سلیاک یک اختلال مزمن گوارشی است که د  ر افراد  مستعد  از لحاظ ژنتیکی 
به علت مصرف پروتئین گلوتن موجود  د  ر گند م، جو و چاود  ار موجب التهاب می شود . یکی از 
ژن هایی که د  ر مسیر التهابی بیماری افزایش بیان د  ارد ، ژن NFkB1 است. لذا هد ف از انجام 
این مطالعه طراحی جفت پرایمر اختصاصی جهت بررسی بیان ژن NF-kB1 د  ر بیماران مبتلا 

به بیماری سلیاک تحت رژیم غذایی بد ون گلوتن د  ر مقایسه با افراد  سالم بود .
روشکار: د  ر این مطالعه ابتد  ا تعد  اد  10 نمونه بیوپسی از بیماران مبتلا به سلیاک و 10 
نمونه از فرد  سالم جمع آوری شد . جفت پرایمر اختصاصی ژن طراحی و پس از تایید  با نرم 
افزار بلاست، تعیین د ما و اختصاصیت آن مورد  استفاد ه قرار گرفت. سپس cDNA ساخته 
قرار  بررسی  مورد    Real-Time PCR روش  با   NF-kB1 ژن  بیان  نمود ن  کمی  شد ه جهت 

گرفت.
با  بیمار  گروه  د  ر  مرد   نفر )%70(   7 و  نفر )30%( زن   3 تعد  اد   مطالعه  این  د  ر  یافتهها:
میانگین سنی 5.11±34/80 و تعد  اد  4 نفر )40%( زن و 6 نفر )60%( مرد  د  ر گروه شاهد  
با میانگین سنی 4.50±38/12 بررسی شد ند . با توجه به رعایت رژیم حد  اقل یک ساله د  ر 
بیماران این مطالعه، بیان ژن NF-kB1 د  ر بیماران د  ارای رژیم د  ر مقایسه با افراد  سالم کاهش 

.)P=0/45(  یافته بود
نتیجهگیری: با توجه به این مطالعه رعایت رژیم فاقد  گلوتن بیش از یک سال د  ر پایین 
بیماری سلیاک  به  بیماران مبتلا  NF-kB1 د  ر  از جمله  التهابی  بیان ژن های  آمد ن میزان 

موثر است.
واژگانکلیدی: سلیاک،NF-kB1، رژیم فاقد  گلوتن
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مقد مه 
بیماری سلیاک يک اختلال مزمن گوارشی است كه د  ر افراد ی 
به علت مصرف گلوتن  از لحاظ ژنتیكی مستعد  هستند  و  كه 
موجود  د  ر گند م، جو و چاود  ار حاصل می شود . اصطلاح سلیاک 
كه اشاره به اساس هضم د  ارد  برای اولین بار توسط پزشک يونانی 
به نام آرتوس شرح د  اد ه شد . او سلیاک را به عنوان يک اختلال 
رود ه ای همراه با سوء جذب و اسهال معرفی كرد )1(. با ورود  
گلوتن به سلول های رود ه، پاسخ ايمنی ايجاد  شد ه كه متعاقب 
لنفوسیتی،  ارتشاح  رود ه ی كوچک،  د  ر  الت هابی  واكنش  اين 
هیپر پلازی مخاط و تخريب ريز پرزها صورت می گیرد . با رژيم 
بیماران  د  ر  شناسی  بافت  و  بالینی  بهبود   گلوتن،  فاقد   غذايی 
حاصل می شود )2(. شیوع اين بیماری د  ر ايران و جهان حد ود  1 
د  رصد  گزارش شد ه است)3(. بیماری سلیاک يک اختلال چند  
ژنی است كه ژن های HLA كلاس II آن د  ر 85 تا 98 د  رصد  
از   HLA با  د  ر حد ود  %95  بیماری  اين  بروز می كند .  افراد   از 
زير گروه DQ2 و مابقی با HLA از زير گروه DQ8 د  ر ارتباط 
 )DQ2,DQ8( گیرند ه های  توسط  گلوتن  ارائه  با  می باشد )4(. 
سطح سلول های پرد  ازند ه آنتی ژن به سلول های T باعث ايجاد  
پاسخ های التهابی می شود )5(. د  ر بیماری سلیاک و اختلالات 
التهابی رود ه كه از گلوتن مشتق می شود ، بیان بالای ژن هايی 
كه باعث التهاب هستند ، مشاهد ه می شود . يكی از گروه های ژنی 
د خیل د  ر پاسخ های التهابی، ژن های خانواد ه NF-kB می باشد . 
از فاكتورهای رونويسی بود ه و   NF-kB د  ر پستاند  اران خانواد ه
شامــل : NF-kB1, NF-kB2, RelA, RelB, c-Rel می باشد  )6(. 
پاسخ های ايمنی ذاتی و اكتسابی و همچنین توسعه و نگهد  اری 
سلول ها و ارگان هايی كه سیستم ايمنی را تشكیل می د هند ، د  ر 
NF- مراحل مختلف تحت كنترل خانواد ه فاكتورهای رونويسی

kB قرار د  ارند )6(. ژن NFkB1 پروتئین 105 كیلو د  التونی را 

كد گذاری می كند  كه توسط پرد  ازش با پروتئوزوم s26 تبد يل 
به پروتئین 50 كیلود  التونی می شود  كه د  ارای جايگاه اتصال به 
توسط  كه  است  رونويسی  عامل   NFkB1 ژن  است)7(.   DNA

فعال  التهابی  های  سايتوكاين  مانند   د  اخلی  و  خارجی  عوامل 
می شود  و فعال شد ن نامناسب NFkB1 با تعد  اد ی از بیماری های 
ژن های  رونويسی  مسئول   NF-kB  .)6( است  همراه  التهابی 
تعد  اد ی از سايتوكاين های پروتئین التهابی و شیمیايی می باشد . 
همچنین ژن NF-kB يک واسطه اصلی برایIL-15 است كه قاد  ر 
به كاهش سطح Claudin-2 د  ر ساختارهای اتصالات سلول های 
اپیتلیال بود ه و موجب افزايش نفوذ پذيری اپیتلیال رود ه می شود  
)8( با توجه به اهمیت پروسه التهابی د  ر بیماری سلیاک و نقش 
ژن NF-kB1 د  ر ايجاد  آسیب مخاطی و علايم بیماری، هد ف از 
انجام اين مطالعه طراحی جفت پرايمر اختصاصی جهت بررسی 

بیان ژن NF-kB1 د  ر بیماران مبتلا به بیماری سلیاک تحت رژيم 
غذايی بد ون گلوتن د  ر مقايسه با افراد  سالم بود .

مواد  و روش ها
جمع آوری نمونه: د  ر مطالعه مورد - شاهد  حاضر، 10 بیمار 
كبد   و  گوارش  پژوهشكد ه  به  كه  سلیاک  بیماری  به  مبتلا 
قرار  بررسی  مورد   بود ند ،  كرد ه  مراجعه  طالقانی  بیمارستان 
گرفتند . تشخیص براساس آزمايش های سرولوژی و پاتولوژی 
بود . بر اين اساس، بیوپسی د وازد هه از بیماران مبتلا به سلیاک 
د  ر  شد .  گرفته  فوقانی  گوارش  د  ستگاه  آند وسكوپی  د  رطی 
بیماران مبتلا به بیماری سلیاک بايد  د  ر زمان تشخیص آنتی 
گلوتامیناز  ترانس  ضد   يا   )EMA( اند ومیزيال  ضد   باد ی های 
بافتی )anti-transglutaminase-2 )anti-TG2 مثبت باشند  و د  ر 
مطالعه بافت شناسی با توجه به طبقه بند ی مارش، بايد  آتروفی 
اپیتلیال  لنفوسیت های  افزايش  و  كريپت  پلازی  هايپر  پرز، 
گزارش شوند )9(. بیماران مورد  بررسی د  ر اين مطالعه، حد  اقل 
به مد ت يک سال تحت رژيم غذايی فاقد  گلوتن بود ند . د  ر اين 
نظر  د  ر  كنترل  عنوان  به  سالم  نفر شخص  د ه  تعد  اد   مطالعه 
گرفته می شوند . اطلاعات د موگرافیک و بالینی بیماران توسط 
NF- پرسشنامه جمع آوری و از افراد ی كه برای بررسی ژن های

kB1 كاند يد  شد ه بود ند  رضايت نامه اخذ شد . 

NF- از بافت: جهت بررسی میزان بیان ژن RNA استخراج
kB1 د  ر بافت رود ه بیماران و افراد  سالم RNA موجود  د  ر اين 

 Total RNA Extraction mini Kit( بافت توسط كیت يكتا تجهیز
for Blood/Cultured Cell/Tissue( استخراج شد ه و كیفیت آن 

با استفاد ه از د  ستگاه اسپكتروفتومتر Nano Drop بررسی شد . 
 TaKaRa استخراج )كیت تجاری شركت RNA از cDNA سنتز
با نام PrimerScript™ RT Reagent Kit Perfect Real Time( و 

طبق پروتكل تهیه شد .
 NCBI سنتز پرايمر: اطلاعات سكانس ژن مورد  نظر از سايت
طراحی  پرايمرها   ،Gene Runner افزار  نرم  توسط  و  د  ريافت 

شد ند  و از طريق سايت Ncbi.nlm.nih.gov، بلاست شد ند .
همراه  به  و  انتخاب  د  اخلی  كنترل  ژن  عنوان  به   )2M)β ژن 
د  اد ه  سفارش  سیناكلون  شركت  به  شد ه  طراحی  پرايمرهای 

شد . توالی پرايمر ها د  ر جد ول-1 د  رج گرد يد .
د  اد ه شد ه  نشان  د  ر جد ول-2  PCR: همان طور كه  واكنش 
است برای شناسايی ژن NFkB1 از تكنیک واكنش زنجیره ای 
 YTA( تجاری Mastermix با استفاد ه از كیت )PCR( پلیمراز
PCR Mastermix، Yekta Tajhiz Azma، Tehran، Iran( انجام 

شد .

یاسمنحاجینبیوهمکاران
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پرایمراختصاصیبیانژنNF-kB1دربیمارانسلیاک

د  ر اين فرآيند  حجم كل، 25 میكرو لیتر د  ر نظر گرفته شد  كه 
شامل 3 لاند  ا بافر، 0/75 لاند  ا آنزيم Taq وdNTP، 0/5 لاند  ا 
از هر پرايمر Forward/ Reverse، 18/5 لاند  ا آب د يونیزه و د  ر 

آخر 1 لاند  ا نمونه به حجم نهايی اضافه می كنیم.
محصولات PCR روی ژل آگارز 1/5% قرار گرفتند  و با اتید يوم 
 PCR amplified برومید  رنگ شد ند ، تا اند  ازه مخصوص محصولات

توسط الكتروفورز ژل تأيید  شود .
نسبی  بیان  میزان  بررسی  جهت   :Real Time PCR واكنش 
 Real Time روش  از  بافتی  نمونه های  د  ر   NF-kB1 التهابی  ژن 
كیت  پروتكل  طبق  واكنش،  مخلوط  تهیه  شد .  استفاد ه   PCR

BioFACT™ 2X Real-Time PCR Master Mix, Low ROX

 )Including SYBR® Green I( شركت BioFACT انجام شد  و 

از د  ستگاه Rotor Gene د  ر اين مطالعه برای تنظیم برنامه د مايی 
)جد ول-3( استفاد ه شد .

پس از تعیین میزان د ما و غلظت اجزای Real Time PCR، منحنی 
استاند  ارد  رسم گرد يد  و بیان ژن تعیین شد . نتايج حاصل د  ر د و 
گروه نمونه افراد  سالم و بیماران سلیاكی د  ارای رژيم از نظر توزيع 

متغیر مورد  بررسی و با استفاد ه از آزمون t test و ANOVA د  ر نرم 
افزار Prism نسخه 5/04 مورد  آنالیز آماری قرار گرفت.

يافته ها
بیماران مبتلا به سلیاک مورد  بررسی د  ر اين آزمايش شامل 7 
نفر مرد  و 3 نفر خانم با میانگین سنی 5/11±34/80 بود ند . 
افراد  گروه كنترل نیز شامل 6 نفر مرد  و 4 نفر خانم با میانگین 
سنی 4/50±38/12 بود ند . بیشترين شكايت اصلی بیماران به 
ترتیب نفخ، كاهش وزن، اسهال مزمن و خستگی بود . علايم 
وزن،  كاهش  از  عبارت  بیماران  اين  د  ر  شايع  رود ه ای  خارج 

كم خونی، خستگی و د يابت بود .
گرفت  نتیجه  توان  می  ژل  برروی   PCR مشاهد ه محصول  از 
كه د  ر د مای 60 د  رجه سانتیگراد  واضح ترين باند  و با توجه به 
لد  ر و طول قطعه )bp111)، د  ر مكانی د  رست باند  تشكیل شد ه 

است )شكل - 1(.
نتايج حاصل از بررسی د  اد ه های Real Time PCR بیانگر اين 
بود  كه میانگین بیان ژن NF-kB1 د  ر گروه بیماران 1/039 و 

جدولشماره1مشخصاتپرایمرهایموردمطالعه

نامپرایمر توالیپرایمر طولپرایمر دمایذوبپرایمر GCدرصد

NF-kB1 Forward AGAAGAAGTGCAGAGGAAACGT 22 58/39 ۴5

NF-kB1 Reverse CCACCGCCACTACCAAACAT 20 59/35 55

β2m  Forward TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT 25 59/70 ۴0

β2m  Reverse TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 22 62/12 55

PCRبرایانجامNFkB1جدولشماره2برنامهدماییژن

تکرارزماندمامراحل

۴0سیکل10دقیقه95درجهسانتیگرادمرحلهاولدناتوراسیون

PCRمرحلهدوم

95درجهسانیگراد
گرادیانتدمایی)55-60(درجهسانتیگراد

72درجهسانتیگراد
72درجهسانتیگراد

۴0ثانیه
۴0ثانیه
۴0ثانیه
10دقیقه

۴0سیکل

Real TimeدردستگاهNF-kB1جدولشماره3برنامهدماییژن

تکرارزماندمامراحل

1سیکل15دقیقه95درجهسانتیگرادمرحلهاولدناتوراسیوناولیه

(Real-Time PCR)مرحلهدوم
95درسانتیگراد
59درجهسانتیگراد
72درجهسانتیگراد

5ثانیه
۴0ثانیه
۴0ثانیه

39سیکل

Melt Curveمرحلهسوم
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میانگین بیان ژن NF-kB1 د  ر گروه افراد  سالم 0/987 بود  كه 
بر اين اساس تفاوت معنی د  اری د  ر بیان ژن NF-kB1 د  ر د و 
گروه كنترل و بیماران د  ارای رژيم وجود  ند  اشت ) شكل 1(. 

 )p value:0/45(

شکل2:مقایسهبیانژنNF-kB1درافرادسالموبیماراندارایرژیمفاقد
گلوتن

بررسی د  ر  افراد  مورد   بیشتر  انجام شد ه  بررسی  همچنین د  ر 
گروه مارش 3 قرار د  اشتند  كه با آنالیز های آماری انجام شد ه 
بین طبق طبقه بند ی مارش و میزان بیان ژن NF-kB1 تفاوت 

معنی د  اری )p value:0/06( مشاهد ه نشد  )شكل 3(.

شکل3:تفاوتبیانژنNF-kB1درطبقهبندیمارشبیماران

بحث و نتيجه گيری
نتايج اين مطالعه نشان د  اد  كه جفت پرايمر طراحی شد ه بطور 
اختصاصی می تواند  ژن مورد  نظر را تكثیر نمايد . از طرفی بیان 
ژن التهابی NF-kB1 د  ر بیماران مبتلا به بیماری سلیاک كه 

سالم  افراد   با  مقايسه  د  ر  بود ند   گلوتن  از  عاری  رژيم  د  ارای 
كاهش پید  ا كرد ه و تفاوت معنی د  اری مشاهد ه نشد . 

بیماری سلیاک يک اختلال رود ه كوچک ناشی از پاسخ سیستم 
ايمنی به گلوتن است )10( كه باعث ايجاد  پاسخ ايمنی ذاتی 
و اكتسابی می شود )11(. پاسخ های ايمنی ذاتی واكتسابی و 
همچنین توسعه و نگهد  اری سلول ها و ارگان هايی كه سیستم 
را تشكیل می د هند ، د  ر مراحل مختلف تحت كنترل  ايمنی 

خانواد ه فاكتورهای رونويسی NF-kB قرار د  ارند )12(. 
Maiuri و همكارانش د  ر سال 2003 د  ر بررسی پروتئین ژن 

NF- بیان ژن  آنالیز وسترن بلات نشان د  اد ند  كه  با   NFkB1

kB1 د  ر بیوپسی رود ه بیماران بد ون رژيم نسبت به افراد  سالم 

سلیاک،  بیماری  د  ر   .)13( است  د  اشته  معنی د  اری  افزايش 
تحريک سلول های NK توسط Th1 باعث تولید  سايتوكاين های 
پیش التهابی مانند  IL-1β, TNF-α, TNF-γ می شود  كه خود  

د  ر نهايت باعث شروع مسیر التهابی NF-kB می شود )14(.
Fernandez-Jimenez و همكارانش د  ر سال 2013، 16 نمونه 

افراد  سالم را مورد  بررسی قرار  بافت بیمار و 16 نمونه بافت 
د  اد ند . نتايج اين مطالعه نشان د  اد  كه بیان NFkB1 د  ر بیماران 
 NF-kB به علت اينكه اين ژن از زير واحد  های مسیر التهابی

بود ه، افزايش پید  ا كرد ه است )15(.
 IκBα د  ر حالت غیر فعال به همراه پروتئین مهاری NF-KB

سیگنال های  می د هد .  كمپلكس  تشكیل  سیتوزول  د  اخل  د  ر 
)IKK( كیناز  شد ن  فعال  سبب  می توانند   متعد د ی  خارجی 

شود  كه سبب فسفريله شد ن پروتئین IκB می شود )16(. اين 
فسفريلاسیون باعث يوبی كويتینه شد ن IκB و جد  ا شد ن آن 
از NF-KB و د  ر نهايت تجزيه IκBα توسط پروتئازوم می شود . 
سپس NF-KB فعال شد ه به د  اخل هسته منتقل می شود  و د  ر 
آن جا روی توالی خاصی قرار می گیرد  و شروع به رونويسی از 
ژن التهابی می كند  و به اين ترتیب سبب تغییر د  ر عملكرد  

NC  55  56  57  58  59  60

500bp 
100bp 

PCRشکل1.عکسژلنمونههایموردبررسیباروش

یاسمنحاجینبیوهمکاران
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سلول می شود )17(.
Romero-Garmendia و همـكاران د  ر سـال 2018 بر روی 28 

 Real Time PCR نمونـه از بیمـاران مبتلا به سـلیاک، آزمايش
و وسـترن بـلات انجـام د  اد نـد . د  ر ايـن مطالعـه بیـان چند ين 
ژن بـه همـراه ژن NFkB1 بررسـی شـد  و محققیـن بـه ايـن 
نتیجـه رسـید ند  كـه بیـان ژن NFkB1 د  ر بیمـاران افزايـش 

چشـمگیری د  اشته اسـت)18(. 
د  ر مطالعه حاضر سطح بیان ژن NFkB1 د  ر بیماران تحت رژيم 

فاقد  گلوتن جهت مطالعه تاثیر رژيم و تايید  پرايمر های طراحی 
شد ه، مورد  بررسی قرار گرفت. با نتايج به د  ست آمد ه می توان 
گلوتن می تواند   از  عاری  رژيم  كامل  رعايت  نتیجه گرفت كه 
باعث كاهش سطح بیان ژن های التهابی شود . ازآنجايیكه آنالیز 
بیانگر چگونگی  التهابی، می تواند   مولكولی ژن های مسیرهای 
بررسی  با  مطالعه  ای  باشد ،  سلیاک  بیماری  پیشرفت  و  ايجاد  
پیشنهاد   می باشند ،  د خیل  مسیر  اين  د  ر  كه  د يگر  ژن های 

می گرد د .
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