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  eNOSژن  : ديابتيرتينوپاتي  كانديدا درژنمطالعه 
  2يان هاچينسون ،3آندره  بولتون، 2ورا پراويكا، 1*ازلي بزّجواد توكّ

  

  چكيده
در فيزيولـوژي   ) NO4 (د اكـسي  وژنتـر ني) Regulatory ("تنظـيم كننـدگي    "هاي    نظر به تأثيرات هموستاتيك و پتانسيل     : مقدمه

 اين مولكول مهم حياتي از جملـه         و آنزيم هاي سازنده     روزافزوني به نقش عوامل تنظيم كننده      هاي اخير توجه   ل عروق، طي سا  
  .، معطوف شده است)كند  عروقي كنترل ميبافتكه ميزان توليد اين ماده را در ) (NO) eNOS5"اندوتليالي سنتز كننده "آنزيم 

 NO)آيـد    ايـن مولكـول پديـد مـي    "فراهمي زيـستي "در ، نقصان NOواسطه افزايش كاتابوليسم و كاهش توليد ه در ديابت ب

quenching)،   ـ(هاي محيطـي      بافت "اتساع عروقي "اين نقيصه در اشكال شديد خود با ايجاد اختلال در           كه  ويـژه عـضلات    ه  ب
 ايجـاد عارضـه     در نهايـت  و كاهش جريان خون موضعي، ميزان برداشت وابسته به انسولين گلـوكز را كـاهش داده و                  ) طمخطّ

  .نمايد  را مي"مقاومت به انسولين"
كه قبلاً اثرات عملي آن در       (C/T*786 در موقعيت    eNOSمورفيسم ناحيه پروموتر ژن        تأثيرات پلي  ،در مطالعه حاضر  : ها روش

 ـ    بـر  ،) نـشان داده شـده     eNOSبـرداري از ژن       تعيين ميزان نسخه   ديابـت نـوع    تي ديـابتي در جمعيـت مبـتلا بـه           اايجـاد رتينوپ
  . مورد بررسي قرار گرفته است (T1DM)يك
 و  ) نفـر  249(، بيمـار  ) نفر 104()سالم(هاي شاهد     مورفيسم در نزد جمعيت     هاي اين پلي     ژنوتيپ  و ها  توزيع فراواني آلل  : ها  يافته
هش كـه قـبلاً نقـش آن در كـا          (Cداري را نشان داد، به نحوي كه آلـل           ي اختلاف معن  ،) نفر 115( ديابتي  رتينوپاتي هبمبتلا   افراد

پاتي رتينو در نزد مبتلايان به      به ويژه  و   )P=04/0( فراواني بيشتري در كل جمعيت بيماران     ) فعاليت ناحيه پروموتر گزارش شده    
و ) نفـر  134(ها در بين دو زيرگروه داراي رتينوپاتي        توزيع آلل  .واجد بوده است  را   ،)P=02/0 ()سالم(در مقايسه با گروه شاهد      

  ). P=NS(داري را نشان نداد  يتفاوت معن ،) نفر115(بدون رتينوپاتي
 HbA1cمورفيسم با مقادير بالا و غير طبيعـي            اين پلي  Cهاي مطالعه حاضر با تحقيقات قبلي كه همراهي آلل            يافته :گيري  نتيجه

 مطالعـات  امانج ـتكـرار   مورفيسم،     اين پلي   براي هاي فنوتيپيك   طرح دوباره كاركرد  ضمن   اند، مطابقت داشته و     را گزارش نموده  
در تعيـين نـسبي   مـثلاً  ( بـاليني   طـب بـه  نمودن آن واردها و امكان   تكميلي براي بررسي زمينه   تحقيقاتضرورت   و نيز    مشابه
  .دده  ميپيشنهادرا ) آگهي پيش

  

   رتينوپاتي   ،مورفيسم  پلي، فنوتيپ، ژنوتيپ،ديابت ،ژنتيك: يكليدواژگان 

                                                 
1-  دانشگاه علوم پزشكي تهران ريز ومتابوليسم   مركز تحقيقات غدد درون؛استاديار دانشگاه علوم پزشكي بابل ،ص ژنتيك پزشكيمتخص 

   انگلستان، دانشگاه منچستر،دانشكده علوم بيولوژي -2
  انگلستان،مركز ديابت و بيمارستان رويال منچستر -3

4 Nitric oxide 
5 Endothelial Nitric Oxide Synthase  

  : ريز و متابوليسم؛ تلفن  تهران، خيابان كارگر شمالي، بيمارستان دكتر شريعتي، طبقه پنجم، مركز تحقيقات غدد درون:نشاني  *
 .emrc@sina.tums.ac.ir: ؛ پست الكترونيك8029399: نمابر؛ 3-8026902 
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  مهمقد
 كه نقش آن استگازي  نخستين (NO) نيتروژن اكسايد

 در (Biological Messenger) "پيام بر حياتي"عنوان  به
 به "نين  آرژي-ال" از تبديل NO. پستانداران شناخته شد

هاي   تحت اثر گروهي از آنزيمها بنام آنزيم" سيترولين-ال"
 به NO. )1شكل  (شود ، توليد ميNO (NOS)سنتز كننده 

ار كوچك و نيز قابليت  اندازه مولكولي بسي داشتنواسطه
 به راحتي از بين غشاء سلولها عبور ،حل شدن در چربي

اي خود معمولاً  كند و با طول عمر كوتاه چند ثانيه مي
 در ابتدا به NO. گذارد تأثيرات كوتاه مدتي را بر جاي مي

اتساع " و "شل كنندگي"دليل تأثيرات مشخصي كه سبب 
ع كننده مشتق شده فاكتور متس"شده، با عنوان   مي"عروق

 Endothelium Derived Relaxation) "از اندوتليوم

Factor)مطابق اين فعاليت، .  ناميده شدNO با دخالت در 
 Regional)"اي جريان خون منطقه"تنظيم فشار خون و 

Blood flow) ، و  نقش بسيار مهمي در هموديناميك
  آنزيمهبا توجه به س. نمايد هموستاز عروقي ايفاء مي

عهده دارند، در بحث ه  را بNOمختلفي كه سنتز 
 عمده توجهات به ايزوآنزيم ،پاتوفيزيولوژي عروقي

 (Endothelial Nitric  Oxide Synthase, eNOs)اندوتليالي 
 اين آنزيم و عملكرد ماهيت ، شده كه دليل آنمعطوف
 به عنوان.  كه ارتباط بيشتري با فيزيولوژي عروق دارداست

، در حالي  در موشeNOS وقفه در عملكرد ژن مثال ايجاد
 سبب بمانند، دست نخورده NOدو آنزيم ديگر كه 

  . ]1[ گردد مي پرفشاري خون

 در eNOS، نقش برجسته NOSاز ميان سه ايزوفورم آنزيم 
 از نقطه نظر ژنتيكي به ويژههاي مختلف عروقي  بيماري

 مورد ،)eNOsبررسي نقش تغييرات ساختماني ژن (
 خاص رابطه  و]2[ اي واقع شده است قات گستردهتحقي

 موضوع ديابت نيز آنژيوپاتيكاين آنزيم با عوارض ميكرو
  .]3-6[  استبودهمطالعات متعددي 

  
   eNOSژن 

 و از  قرار دارد357q–36اين ژن در موقعيت كروموزومي 
هاي متعددي - مورفيسم پلي . اگزون تشكيل يافته است26

پروموتر، اگزون و نيز اينترون براي اين ژن در مناطق 
 سه ،ها فيسمراز ميان اين پلي مو. ]7،8[ گزارش شده است

خود جلب ه مورفيسم بيشترين توجه محققين را ب پلي
در ناحيه  T/C786∗مورفيسم در موقعيت   پلي:اند نموده

مورفيسم   و پلي4 در اينترون VNTRمورفيسم  پروموتر، پلي
"Non–Synonymous" 7 دراگزون) ∗G/T894 ( كه موجب

مورفيسم  پلي). ASP298Glu(شود   مي298تغيير كدون 
 "عملي" كه داراي تأثيرات 4 اينترون  ناحيهموجود در

(Functional)موضوع مطالعات خود   تاكنونباشد،  نيز مي
مورفيسم  در خصوص دو پلي. ] 9 -12[  استبودهفراواني 

 يباقيمانده ديگر، هر دوي آنها داراي پيوستگ
(Association) اختلالات ا ب“Vasomotility”14[  بودند-

 بررسي در جهتكه پتانسيل فنوتيپيك مناسب آنها را  ،]13
  . دهد  ميپيشنهادهاي عروقي، از جمله رتينوپاتي  بيماري

  
  

  

  
  

  NOS توسط ايزوآنزيم هاي NO مسير توليد -1شكل 
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  نيز - هر نوار –ژنوتايپ افراد مختلف( بر روي ژل آگاروز C/T*786  مورفيسم  پلي مربوط بهRFLP- PCR  تصوير محصول -2شكل 
  ).مشخص شده است

 بـراي اتـصال ايـن آنـزيم     "توالي اختـصاصي "يا عدم وجود   به  وجود زده شد و بسته"برش" MspI در مرحله بعد توسط آنزيم bp282 (PCR (محصول تكثير شده 
  :طول حاصل شد و تعداد ، قطعات مختلفي از نظر)عدم امكان اتصال يا امكان(

2 (TT: 194, 88 bp), 3 (CC: 149, 88, 45 bp) or 4 (CT: 194, 149, 88, 45 bp)  
دـ "پررنگ تر"روي هم قرار گرفته و يك نوار  ، باندهاي مربوط  به اين دو)bp) 88نموده بودند  طول يكسان ايجاد قطعاتي با  T و C لل آكه هر دو   بود، از آنجايي CT در حالتي كه ژنوتايپ  اـ   . را ايجاد نمودن وـار ب  ن

  .به علت اندازه كوچكش قابل مشاهده نبوده است  bp 45طول 
  
  
  

  C/T 786*در موقعيت eNOSمورفيسم ژن  پليتوزيع فراواني ژنوتايپ و آلل . 1جدول 
  

  )(-DRهاي فاقد رتينوپاتي  ديابتيو ) (+DRهاي داراي رتينوپاتي   ديابتي،)(P بيماران ديابت نوع يك ،C)( كنترل هاي گروهدر
 

eNOS  
*C/T786 

C 
n (%) 

P 
n (%)  

DR 
n (%) 

P value 
P/C 

P value 
DR/C 

P value  
DR+/DR-  

 ژنوتايپ

CC  
)46/13 (14   )08/20 (50   )39/22 (30   11/0 07/0 6/0 

CT  )19/45 (47  )49 (122   )51/48 (65      

TT  )35/41 (43  )92/30 (77   )10/29 (39      

        آلل

C  )06/36 (75   )58/44 (222   )64/46 (125  a036/0 b02/0 3/0 

T  )94/63 (133   )42/55 (276   )36/53 (143      

a: p (Fisher’s exact test) = 0.037, χ2 = 4.4, OR= 1.4, CI (95%) = 1.0-2.0. 
b: p (Fisher’s exact test) = 0.025, χ2 = 5.5, OR= 1.6, CI (95%) = 1.0-2.0. 

  
  

 مطالعات انجام گرفته بر رويدر ارتباط با بيماري ديابت، 
فتارهاي  ربر دلالت 4اينترون  و -T/C786∗مورفيسم  دو پلي
اي  تفاوت قابل ملاحظه درحاليكه . آنها داشته استمتفاوت

مورفيسم  مورفيك مربوط به پلي هاي پلي بين توزيع الل
 در مقايسه ديابت نوع دو در نزد بيماران مبتلا به 4نترون يا

  -C*786لل آوجود نداشت، ) سالم(با جمعيت شاهد 

ديابت   در نزد بيمارانضمن برخورداري از فراواني بيشتر
 و HbA1c مقادير بالاتر داري را با ي، پيوستگي معننوع يك

انسولين پلاسما در وضعيت ناشتا نشان داد كه حكايت از 
 "مقاومت به انسولين" آن با وضعيتي مشابه به ارتباط

ژن  اين يافته كه به كاهش فعاليت پروموتر. ]15[ نمايد مي
eNOS لل آ در صورت وجودCمورفيك   در موقعيت پلي

 

     201 bp 

  TT    CT    CC 

 154 bp 
 

    134 bp 
75 bp 

DNA Marker  
 TT     CT    CC     CT 

    
CC
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 Cلل آت كه نسبت داده شده، ثانوي به اين اس 786
پروتئين "يك  قابليت اتصال پروموتر با ،Tلل آبرخلاف 

 Replication Protein A1)نام ه ب( "DNAمتصل شونده به 
فراهم ،  داردDNA در ترميم و تكثير ري ضرويكه نقشرا 
 آن كاهش فعاليت پروموتر و كاهش نهاييكند كه نتيجه  مي

  . ]16[  استeNOSبيان ژن 
 عروق  موضعياعاتسفرآيند  در NO با توجه به نقش مهم

و تنظيم جريان ) ط عضلات مخطّبه ويژه( بافت محيطي در
 يها  سلولزا   مشتق شدهNOخون موضعي، كاهش 

 نيز  واع عروقيسسبب نقصان اين اتمي تواند اندوتليال 
 وضعيتي در نهايتنقصان جريان خون موضعي گشته و 

در  .]17[ندك  را ايجاد "ت به انسولينممقاو"مشابه 
، C/T*786مورفيسم  پيك پلييهاي فنوت خصوص قابليت

مورفيسم   اين پليC وجود پيوستگي بين الل يگرديمطالعه 
و همچنين افزايش انقباض  ”Basal Tone“و افزايش 

را  اندوتليالي NOعروق كرونري در نتيجه كاهش سنتز 
   .]14[ گزارش نموده است

  
   ها روش

  (Healthy Controls) گروه شاهد –الف 
 از بين افرادي انتخاب شدند ) نفر104 (جمعيت اين گروه

از (كه سالم بوده و سابقه هيچ بيماري مشخص يا مزمني 
 First)بين آنها و همچنين بستگان درجه اول ) جمله ديابت

Degree Relatives)اين افراد كه .  آنها موجود نبوده است
 با انوادگيخ نسبت ،طور تصادفي انتخاب گرديدنده ب

همه افراد اين جمعيت از نژاد . يكديگر نداشتند
  .  بودند" قفقازي-بريتانيايي"
  

   بيماران–ب 
به عنوان  كه ديابتبيمار مبتلا به نفر  5000 حدوداًاز بين 
شهر  در "مركز ديابت منچستر" رد "ثبت شده" بيمار

 249بودند، تعداد سابقه انگلستان داراي پرونده و منچستر 
زمان  مبتلا بوده و در ديابت نوع يك آنها كه به بيماري نفر

 سال از زمان 5حداقل  )1999 -2002هاي  سال( مطالعه
صورت ه ، ب تشخيص بيماري ديابت آنها گذشته بود وآغاز

 "تمامي افراد بيمار از نژاد . تصادفي انتخاب شدند

 و فاقد رابطه خويشاوندي با يكديگر " قفقازي-بريتانيايي
 ،رتينوپاتي ديابتيبا توجه به وجود يا عدم وجود . دبودن
 115( (-1DR)به دو زير گروه فاقد رتينوپاتي بيماران اين 
  . تقسيم شدند ) نفر134( (+DR) رتينوپاتي دارايو  )نفر

 شد كه در در نظر گرفتهبيماراني راي  رتينوپاتي بتشخيص
ا ، اگزوداي نرم ي”Blot“ يا ”Dot“ بيش از پنج ،يك چشم

سخت، شواهد مربوط به تشكيل عروق جديد، 
  . اند  و بالاخره سابقه درمان با ليزر را داشته"ماكولوپاتي"

،  ايـن مطالعـه     در گروه شاهد و بيمـار    بررسي بر روي افراد     
كميتـه اخـلاق    توسـط   مربوطـه    "پروپـوزال "پس از تأييـد     

 Manchester Royal(پزشكي بيمارسـتان رويـال منچـستر    

Infirmary (  صـورت   ، افراد كليه  از اخذ رضايت همچنين  و 
  .گرفت

  
  مورفيك  ژنوتيپ پلي/للآ  تعيين نوع–ج 
 مورد جمعيت هاي خون محيطي از ml 5حدود تهيه با 

 استخراج  در گلبول هاي سفيد موجودDNA ،مطالعه
ژنوتايپ پلي مورفيسم مورد  و للآبراي تعيين نوع . گرديد
، PCR2  انجامبراي جودهاي مو تكنيكانواع از بين  ،بررسي
اين روش كه در دو مرحله .  شد، انتخابRFLP3روش 

) توسط آنزيم PCRسپس برش محصول  و PCRانجام (
پس از . گيرد، از دقت نسبتاً بالايي برخوردار است انجام مي

فيسم قطعه رمو  پلي برايطراحي پرايمرهاي ويژه
د مور مورفيسم  لازم جهت تايپ كردن پلي”Set  up“هدف،

توالي پرايمرهاي طراحي شده براي  .مطالعه، صورت گرفت
   : نمايش داده شده استدر ذيل  eNOSژن  مورفيسم پلي

5’-AGCCCCTCAGATGACACAGA-3’ 
5’-ATGACTCAAGTGGGGGACAC-3’ 

 واقع حاوي تعداد بسيار ر كه دPCR محصول در نهايت 
در  (DNAاز توالي مورد نظر ) چندين ميليون كپي(بالايي 

 توسط ،بوده) فيك مورد مطالعهرمو ردارنده موقعيت پليب
 "MspI"خاص به نام  (Restriction enzyme)يك آنزيم 

ترسيم شده در كادر (  DNAكه ابتدا به توالي خاصي از 

                                                 
1 Diabetic Retinopathy  
2 Polymerase Chain Reaction 
3 Restriction Fragment Length Polymorphism 
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مشخص ( و سپس در موقعيت هاي خاصي مي چسبد) ذيل
   .، آن را برش مي زند، برش زده شد)^شده با علامت 

  

5´...C^CGG... 3´ 
3´...GGC^C... 5´ 

  

ه كه بسته به نوع پلي مورفيسم، برش زده شدمحصول 
روي ژل  برحاوي قطعاتي با طول و اندازه مختلف بود، 

 شد و با تابش اشعه ماوراء الكتروفورزآگاروز نشانده و 
 ، نوع ژنوتيپDNAنوارهاي تعداد  و طولبنفش و مشاهده 

  ) . 2شكل (لل مشخص گرديد آ و
  

 ها يافته
هاي   ژنوتيپ وها توزيع فراواني آللدر مطالعه حاضر 

بين در  C/T786* در موقعيتeNOSمورفيسم ژن  پلي
 مبتلا به بيمارانهمچنين ، بيمار و )سالم( شاهد هاي گروه

  را نشان دادتفاوت قابل ملاحظه اي ،) (+DRتيرتينوپا
را كه كاهش فعاليت ناحيه پروموتر  (C آلل .)1جدول (

 و )P=04/0 ( در كل جمعيت بيماران،)دشو موجب مي
پاتي در مقايسه با گروه رتينوخصوصاً در نزد مبتلايان به 

،  بودهبرخوردار فراواني بيشترياز ،)P=02/0 ()سالم(شاهد 
 در بين دو ي پلي مورفيكها  توزيع آللكه در حالي
 ،) (-DR رتينوپاتيفاقدو  (+DR)  رتينوپاتي واجدزيرگروه

  ). P=58/0(ي را نشان نداد دار يتفاوت معن
  

   بحث
 ،فيكرمو هاي پلي كه توزيع فراواني ژنوتايپ درحالي

داري را در دو گروه بيماران ديابتي و كنترل  ياختلاف معن
ها داراي تفاوت قابل  للآنشان نداد، اين توزيع در سطح 

 در ،بيني اوليه  مطابق پيشCلل آاي بود و فراواني  ملاحظه
اين يافته كه نقش . تر از گروه كنترل بودنزد بيماران بيش

سازد،   در ابتلاء به ديابت را مطرح ميCلل آمستعد كننده 
 در ايجاد "مقاومت به انسولين"تلويحاً بر دخالت پديده 

  .  اشاره داردديابت نوع يك
 در ايجاد "مقاومت به انسولين"با وجود آنكه اهميت پديده 

ته شده، اما تا چندي ها قبل شناخ  از مدتديابت نوع دو
پيش نقش اين پديده يعني نقصان در عملكرد انسولين 

(Insulin action)هاي دخيل در   به عنوان يكي از مكانيزم
شد و در  تلقي نميي چندان جد ديابت نوع يكبروز 

 به (Insulin secretion)عوض نقصان در ترشح انسولين 
 ت نوع يكدياب پاتولوژيك در ايجاد اختلالعنوان تنها 
مطالعات اخير حضور موثر و نقش . شده است معرفي مي

ديابت  را در پاتوژنز "مقاومت به انسولين"ي پديده جد
) ديابت نوع دو اهميت آن در البته نه در حد( نوع يك
  .]18[اند ودهمگزارش ن

 در نزد كل بيماران ديابتي در مقايسه C  للآبا آنكه فراواني 
 داد، اي افزايش نشان مي  قابل ملاحظهطوره با گروه كنترل ب

)04/0=P( اما اين افزايش در هنگام مقايسه بيماران مبتلا ،
از . )P=02/0 (د گروه كنترل، بارزتر بودابه رتينوپاتي با افر

 NO (Counter-regulatory) "بازدارندگي"آنجا كه نقش 
، كاهش ميزان ]19[  امري ثابت شده استVEGF1براي 

 كاهش در نتيجه و C للآ در صورت وجود eNOSبيان ژن 
تواند با تضعيف تأثيرات مهاري آن بر ترشح   ميNOميزان 

VEGF ، دد گرعاملسبب افزايش غيرطبيعي اين .VEGF 
هاي آنژيوژنيك و هم تشديد   كه هم قابليتعامليبه عنوان 

 را داراست، در (Hypermeability)كننده تراوايي عروق 
قابليت ايجاد و پيشرفت از  كه  استهايي ميانجيرأس 

ه  بNOالبته كاهش سطح  .]20[ هستندبرخورداررتينوپاتي 
تواند در ايجاد و پيشرفت رتينوپاتي  طور مستقيم نيز مي
طبيعت و پاتوفيزيولوژي  با توجه به. ديابتي دخيل باشد

عوارض ديررس مختلف ديابت كه تفاوت آشكاري با 
اند كه  ته نشان دادهمطالعات صورت گرفيكديگر دارند، 

در بيماري ديابت كه NO تغييرات سيستميك سطح  جدا از
، ]21[ (NO quenching)معمولاً به صورت كاهش است 

در بستر عارضه  NO موضعياً الگوي تغييرات معمو
نفروپاتي ديابتي در مقايسه با دو عارضه رتينوپاتي و 

بتي  در نفروپاتي دياNOافزايش .  متفاوت است،نوروپاتي
 و كاهش ) با القاء هيپرفيلتراسيون كليوي و هيپرپرفوزيون(

NO با توجه به نقش ( در رتينوپاتي و نوروپاتي ديابتي
 در فيزيولوژي عروق از طريق حفظ NOحمايتي و مثبت 

به عنوان عوامل ) ت و تثبيت هموستاز عروقيتمامي
   .] 23،22[  است برنده معرفي شده ساز و پيش زمينه

                                                 
1 Vascular Endothelial Growth Factor 



eNOS 6ژن :  ديابتيرتينوپاتي  كانديدا درژنمطالعه 

بدست آمده در مطالعه حاضر با مطالعه ديگري كه يافته 
 4 در ناحيه اينترون eNOSمورفيك ژن  نقش تغييرات پلي

 را بر رتينوپاتي ديابتي مورد بررسي قرار داده، داراي تفسير
از آنجا كه حداقل دو ژن . ]6[باشد هماهنگ ميپيامي  و

 آلدوز"كانديداي ديگر مربوط به رتينوپاتي ديابتي يعني ژن 
زنجيره بتاي گيرنده " و ژن مربوط به (ALR2) "زردوكتا
وقعيت م نيز در T (TCRBC)"ژنيك سلولهاي آنتي

اند، نتايج مثبت  جاي گرفته) 7q35(كروموزومي مشابهي 
مورفيسم ژن  مطالعه مبني بر وجود پيوستگي بين پلياين 

eNOSاي ثانوي و ناشي  تواند پديده  مي، و رتينوپاتي ديابتي
اي باشد كه بين يكي از ژنهاي  ليه پيوستگي اواز وجود

در الذكر و رتينوپاتي ديابتي وجود دارد و  كانديداي فوق
 Linkage) "پيوستگي ترجيحي"وجود پديده حقيقت 

Disequilibrium) بين آن ژن و ژن eNOS حصول نتايج ، 
 اصلي علت eNOSگرديده و در واقع ژن را سبب حاضر 

البته تكرار مطالعه .  نيست(Association) "پيوستگي"اين 
هاي ديگر و نيز بررسي نقش تغييرات  در جمعيت

تواند در   مي”TCRBC“ و ALR2""هاي  ساختماني ژن
و شناخت از يكديگر ها  جهت تفكيك نقش اين ژن

  . راهگشا باشد،هر يك از آنهاو مستقل تأثيرات منفرد 
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