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چکیده

سابقه و هدف : بیماری انسداد مزمن ریوی (COPD) از التهاب و تخریب بخش هایی از بافت ریه به وجود می آید و معمولاً افراد 
را در سنین بالای 50 سال مبتلا می نماید. با توجه به اینکه مشکل اصلی این بیماران ضعف در انجام کارهای فیزیکی به دلیل بروز تنگی 
نفس و کمبود انرژی است این سوال مطرح می شود که آیا تغییرات در آنزیم سیتوکروم اکسیداز (COX) به عنوان آخرین و مهم ترین 
جزء زنجیره تنفسی می تواند در بروز این بیماری دخیل باشد. در همین راستا 65 بیمار COPD با میانگین سنی 8 ± 71 و 50 فرد سالم 

با میانگین سنی4±56 انتخاب شده و از DNA تخلیص شده از نمونه خون آن ها برای انجام این تحقیق استفاده شد.
مواد و روش ها : DNA های جدا شده برای تکثیر زیر واحد یک میتوکندریایی آنزیم COX مورد استفاده قرار گرفت. در این تحقیق 

غربالگری 4 پلی مرفیسم با استفاده از روش جدید  ARMS Real time PCR در قطعه COXI انجام شد.
یافته ها : بعد از انجام PCR، نتایج بدست آمده در دو گروه بیمار و سالم جهت تعیین درصد پلی مرفیسم در آن ها مورد بررسی قرار 

گرفتند. نتایج نشان دهنده اختلاف قابل ملاحظه میزان پلی مرفیسم ها بین دو گروه مبتلا به COPD و گروه سالم بود.
نتیجه گیری : بیشترین اختلاف میزان پلی مرفیسم در دو گروه بیمار و سالم در نوکلوتید 6060 بود که تنها پلی مرفیسم منجر به 
تغییر اسید آمینه است. افزایش مقدار این پلی مرفیسم ها در افراد مبتلا به COPD نسبت به افراد نرمال می تواند این پلی مرفیسم ها را 

به عنوان یکی از عوامل دخیل در ابتلا به COPD معرفی کند.
ARMS Real time PCR ،(COX) آنزیم سیتوکروم اکسیداز ،(COPD) کلمات کلیدی : بیماری انسداد مزمن ریوی
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مقدمه

با  که  است  بیماری   ، (COPD)1یا ریوی  مزمن  انسداد  بیماری 
کاهش ظرفیت تنفسی به طور برگشت ناپذیر مشخص می شود 
که ناشی از یک پاسخ التهابی غیر طبیعی شش ها به ذرات زیان 
آور و یا گازها می باشد )7(. علائم اصلی آسم و COPD یکسان 
است ولی یکسری اختلافات کلی نیز وجود دارد که به نحوه بروز 
COPD معمولاً   . ارتباط دارد )3(  قابلیت درمان آن   بیماری و 
 می تواند با آسم همراه باشد هر چند که مشخصات التهابی آن با 

آسم فرق دارد )3(.  تخمین های قابل دسترس از میزان شیوع
COPD، یا متناسب با گزارش های مرتبط با علائم تنفسی است 

و یا اینکه بر اساس گزارش های تشخیصی COPD، برونشیت 
مزمن و آمفیزم ارائه شده توسط پزشکان،  می باشد )6(. میزان 
شیوع این بیماری به طور قابل توجهی وابسته به عوامل بیماریزا،  
در  حساس  های  ژن  تغییرات  میزان  و  سنی  توزیع  وضعیت 
امروزه، تمامی مطالعات  باشد )13(.  جمعیت های مختلف می 
مردان  در  بیماری  این  شیوع  میزان  که  داده  نشان  جمعیتی 

بیشتر از زنان است )4(. 
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ابتلا  از عوامل ژنتیکی احتمال  این است که بسیاری  بر  اعتقاد 
نشان  مطالعات  دهند.  می  کاهش  یا  و  افزایش  را   COPD به 
داده که احتمال ابتلا به COPD در خانواده هایی که فرد مبتلا 
از  بسیاری  بین  از   .)5،10( است  بیشتر  اند،  داشته   COPD به 
استنشاق  است  ممکن  زندگیشان  طول  در  مردم  که  عواملی 
کنند، دود سیگار، غبارها و مواد شیمیایی محیط کار و زندگی به 
 COPD عنوان عواملی شناخته شده اند که به تنهایی می توانند
ایجاد کنند )9،2(. میتوکندری یکی از مهم ترین اندامک های 
مهم  بسیار  متابولیسمی  روند  انجام  به  توجه  با  و  است  سلولی 
گویند  سلول  نیروگاه  اصطلاحاً  آنرا  اکسیداتیو  فسفریلاسیون 
)12( میتوکندری دارای DNA خاص خود است که در انسان 
كي ملكول مدور بسته دو رشته‌اي با 16569 جفت نوكلئوتيد 
است و كيي از متراكم ‌ترين و فشرده‌ترين بخش‌هاي اطلاعات 
و  آخرین   (COX) اکسیداز   C سیتوکروم   .)12( است  ژنتكيي 
کلیدی ترین آنزیم زنجیرۀ انتقال الکترون بوده و وظیفۀ اکسید 
کردن سیتوکروم C و احیاء اکسیژن و تشکیل آب را به عهده 
 )COx I , COx II ,COx III( سه زنجيرة آن يعني )دارد )2،12
توسط mtDNA و ساير زنجيره‌ها توسط nDNA رمز مي‌شوند. 
زنجیره های حاصل از ژنوم میتوکندری بزرگ ترین زیر واحدهای 
آنزیم بوده و هستۀ اصلی و کاتالیتیک آن را تشکیل می دهد 
)11(. لازم به ذکر است که شناسایی پلی مرفیسم های موضوع 
این طرح به روش Sequencing در قالب بخشی از رساله دکتری 
به صورت طرح مشترک بین دانشگاه تربیت مدرس و مرکز ملی 

تحقیقات سل و بیماری های ریوی انجام گرفت )1(.

COXI جدول 1- پلی مرفیسم های شناسایی شده در ژن
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مواد و روش ها

شناسایی و انتخاب بیماران 

اهمیت ویژه ای  بیماران مورد نظر حائز  انتخاب  اولین قدم  در 
دورۀ  یک  حداقل  که   COPD بیماران  منظور  همین  به  است. 
به همین دلیل بستری  بودند و  را تجربه کرده  بیماری  تشدید 
شده بودند برای تحقیق انتخاب شدند. تمامی بیماران مورد نظر، 
تحت درمان با داروهای خاص تجویز شده برای کنترل تظاهرات 
برای  استفاده  قابل  های  نمونه  بودند.   COPD بیماری  بالینی 
جمع آوری اطلاعات مورد نظر می توانست خون، بافت و خلط 
اخلاق  رعایت  و  معالج  پزشک  نظر  تحت  نمونه خون  که  باشد 
سنندج  توحید  بیمارستان  پرستاران  توسط  و  انتخاب  پزشکی 
 Cross-Sectional طور  به  مطالعه  مورد  جمعيت  شد.  تهیه 
انتخاب شده و شامل 50 فرد سالم غیر سیگاری )42 مرد و 8 
زن( به عنوان گروه شاهد و 65 نفر بيمار )41 مرد و 24 زن( 
 COPD به عنوان گروه مورد بودند. گروه مورد بیماران مبتلا به
بودند که حداقل یک بار دوره حاد بیماری را طی کرده بودند و 
به همین دلیل بستری شده بودند. وجود بیماری در گروه مورد 
ارزیابی  و  اسپیرومتری  تست  نیز  و  بالینی  مشاهدات  طریق  از 

پارامترهای خاص آن تائید شد.

ابزار جمع آوري اطلاعات 
به  مربوط  پرسشنامه  شامل  اطلاعات  گردآوري  وسايل  و  ابزار 
اطلاعات گروه شاهد و مورد، وسایل خون گیری و فرآوری آن، 
لازم  وسايل  و  مواد  اسپیرومتر،  دستگاه  آزمايشگاهي،  ترازوي 
و  وسایل   ،  Real Time - PCR انجام  و   DNA استخراج براي 
مواد الکتروفورز افقی، وسايل مورد نياز براي مطالعات مولكولي 

مثل دستگاه Real Time - PCR و نرم افزار مربوطه ميباشد. 

تهیه و فرآوری خون 
لیتر  میلی   5 مقدار  به  وریدی دست  از خون  تهیه خون  برای 
EDTA دار در لوله های Venoject استفاده شد. به منظور انجام 

مراحل بعدی DNA تخلیص شده و 1/5 میلی لیتر از خون نیز 
برای نیاز به تکرار احتمالی در C° 70- نگهداری شد.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392، غربالگری پلی مرفیسم...
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استخراج DNA از سلول هاي خون 
 در مطالعه حاضر با توجه به تعداد زياد نمونه از يكت استخراج 
استفاده   (Dr. GenTLETM) ژاپن   TaKaRa كمپاني   DNA

شد. این کیت قادر به جداسازی 7-2 میکروگرم DNA از 50 
میکرولیتر خون تام با خلوص A260/280=1.8-2 می باشد که در 

عمل نیز چنین  نتیجه ای گرفته شد.
طراحی پرایمرها

 ARMS-PCR با   Real Time - PCR روش  حاضر  پروژه  در 
تلفیق شده و از آن در غربالگری و شناسایی پلی مورفیسم های 
زیر واحد یک آنزیم  COX استفاده شد. بدین ترتیب یک روش 
سریع، ارزان و کاربردی برای شناسایی جهش و پلی مورفیسم 
شکل می گیرد که علاوه بر موضوع تحقیق حاضر می تواند در 
سایر بیماری ها نیز مورد استفاده قرار گیرد. لازم به ذکر است 
که اختلاف طول قطعات تکثیر شده در Real Time - PCR با 
melting curve analysis قابل آشکار سازی می باشد. دقت این 

 Real Time - روش در حد یک باز می باشد و قابلیت تکثیر در
PCR در حد یک نسخه الگو است. با توجه به تلفیق دو روش 

Real Time - PCR و  ARMS-PCR در این تحقیق، برای هر 

پلی مرفیسم مورد مطالعه یک جفت پرایمر Forward طراحی 
لوکوس  به  بیشتر   ترکیبی  میل  با  پرایمرها  از  یکی  که  شد 
حاوی نوكلئوتيد پلی مورفیسم و دیگری جهت اتصال به همان 
لوکوس اما با میل ترکیبی بیشتر به نوكلئوتيد وحشی طراحی 
شد. محصول این پرایمرها در واکنش PCR متفاوت خواهد بود 
که این اختلاف با آنالیز دمای Melt محصولات توسط دستگاه 
 Realtime آشکار خواهد شد و با بررسی نتایج Realtime PCR

پلی  مقدار  همچنین  مرفیسم  پلی  وجود  عدم  یا  وجود   PCR

 Reverse مرفیسم ها مشخص می شود. برای طراحی پرایمرهای
از آنجایی که 4 جایگاه پلی مرف در ژن COXI بررسی شد برای 
3 جایگاه اول )6060،6140،6179( یک پرایمر Reverse و برای 
Reverse دیگر در نظر  جایگاه چهارم )6299( هم یک پرایمر 
گرفته شد که با در نظر گرفتن شرایط فوق الذکر به شکل زیر 
نوكلئوتيد  اولین  برای  شده  طراحی  پرایمرهای  شدند.  طراحی 
اکسیداز  سیتوکروم  آنزیم   1 واحد  زیر  در   )6060( مرف  پلی 

:)COXI(

پرایمر  forward برای نوكلئوتيد وحشی 5 
ACGACCACATCTACAACG 3

 پرایمر  forward برای نوكلئوتيد  پلی مرف 5 
TTCTAGGTAACGACCACG 3

     5 TAGGAGAGAGGGAGGTAA 3 Reverse پرایمر
پرایمرهای طراحی شده برای دومین نوكلئوتيد پلی مرف 
:)COXI(در زیرواحد 1 آنزیم سیتوکروم اکسیداز )6140(

پرایمر  forward برای نوكلئوتيد وحشی 5 
GGCTTTGGGAACTGACTA 3

پرایمر  forward برای نوكلئوتيد  پلی مرف 5 
ATAATCGGAGGCTTTGGC 3

     5 TAGGAGAGAGGGAGGTAA 3 Reverse پرایمر 
پرایمرهای طراحی شده برای سومین نوكلئوتيد پلی مرف 
:)COXI(در زیرواحد 1 آنزیم سیتوکروم اکسیداز )6179(

پرایمر  forward برای نوكلئوتيد وحشی 5 
  CCCCGATATGGCGTTTCC 3

پرایمر  forward برای نوكلئوتيد  پلی مرف 5 
CCCCGATATAGCGTTTCC  3

      5 TAGGAGAGAGGGAGGTAA 3   Reverse پرایمر
پرایمرهای طراحی شده برای چهارمین نوكلئوتيد پلی مرف 

:)COXI(در زیرواحد 1 آنزیم سیتوکروم اکسیداز )6299(
پرایمر  forward برای نوكلئوتيد وحشی   5 

 GTCTACCCTCCCTTAGCA 3
پرایمر  forward برای نوكلئوتيد  پلی مرف5  

GTCTACCCTCCCTTAGCG 3
    5 AGAGGGGCGTTTGGTATTG 3   Reverse پرایمر

لازم به ذکر است نحوه طراحی پرایمرها برای دو لوکوس 6060 
متفاوت   PCR محصولات  طول  که  است  صورتی  به   6140 و 
خواهد بود. اما پرایمرهای طراحی شده برای دو لوکوس 6179 و 
6299 محصولاتی با طول یکسان تولید خواهند کرد اما به دلیل 
آنالیز دمای Melt متفاوت  از لحاظ  تفاوت در نوع نوكلئوتيدها 
خواهند بود که این تفاوت به علت اختلاف در تعداد پیوندهای 

هیدروژنی بین نوكلئوتيدهای CG وAT  است.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، فرید ابن رسولی و همکاران
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بهینه سازی دمای اتصال

با توجه به وجود 4 قطعه برای PCR دمای  اتصال برای هر قطعه 
باید بهینه شود. به این منظور ابتدا برای تعیین محدوده تقریبی 
دمای اتصال از PCR با گرادیان دمای استفاده شد. اما با توجه 
دمای  دما،  تک   PCR به  نسبت  گرادیان  روش  کمتر  دقت  به 
اتصال نهایی توسط دستگاه Realtime PCR و با گام یک درجه 
از C° 55 تا C° 59 تعیین شد. دلایل احتمالی دقت کمتر روش 
گرادیان به این ترتیب است اول این که دستگاه های موجود قادر 
به ایجاد گرادیان دمایی واقعی مطابق با گرادیان دمایی ظاهری 
دستگاه  ستون  هر  های  چاهک  اینکه  دوم  و  نیستند  دستگاه 

دمای یکسانی نداشته و دچار پراکنش دمایی هستند.
یافته ها 

اسپیرومتری  و  بالینی  مطالعات  از  حاصل  نتایج   اطلاعات 
نتایج حاصل از این بخش نشان داد که میانگین سن گروه بیمار 
8 ± 71 و در گروه سالم 4 ± 54 سال بود. میانگین نمایه توده 

بدنی(BMI) نیز در گروه بیمار3/7 ± 23/2 و در گروه سالم0/67 
± 27/7 )کیلوگرم بر مترمربع( بود. نتایج اسپیرومتری نیز نشان 

داد که تمامی بیماران در مرحله 4 بیماری بودند. 

تعیین بهترین دمای اتصال  برای پرایمرها

با   PCR توسط  اتصال  دمای  دمایی  محدوده  تعیین  از  پس 
قطعات   ، اتصال  دمای  بهترین  تعیین  جهت  دمایی،  گرادیان 
 Real time PCR مورد نظر به صورت تک دما وتوسط دستگاه
و  جداگانه  صورت  به  قطعات  که  ترتیب  این  به  شدند.  تکثیر 
تعیین  نتایج  شدند.  تکثیر   57  °C و   56  ،  55 دمای  سه  در 
55 °C در دمای Real time PCR دمای اتصال  توسط دستگاه

 Real دستگاه  توسط  نظر  مورد  قطعه   8 هر  مرحله  این  در 
نتایج  که  شدند  تکثیر   55  °C دمای  در  و   time PCR

دمای  تعیین  شود. نتایج  می  مشاهده   1 شکل  در  آن 
56  °C دمای  در   Real time PCR دستگاه  توسط  اتصال  

 Real time در این مرحله هر 8 قطعه مورد نظر توسط دستگاه
PCR و در دمای C° 56  تکثیر شدند که نتایج آن در شکل 2 

مشاهده می شود. 

.55 °C در melt شکل 1-  نمودار آنالیز دمای
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 Real time نتایج تعیین دمای اتصال توسط دستگاه
57 °C در دمای PCR

 Real time در این مرحله هر 8 قطعه مورد نظر توسط دستگاه
PCR و در دمای C° 57 تکثیر شدند که نتایج آن در شکل 3 

مشاهده می شود.

.56 °C در melt شکل 2 - نمودار آنالیز دمای

.57 °C در melt شکل 3 - نمودار آنالیز دمای

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، فرید ابن رسولی و همکاران
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پیک  وتک  دما  سه  هر  در  شده  مشاهده  نتایج  به  توجه  با 
بهترین  عنوان  به  دما  این   ،57  °C دمای  در  نمودارها  بودن 
میزان  بررسی  شد. نتایج  انتخاب  پرایمرها  اتصال  دمای 
 6179  ،  6140  ،  6060 لوکوس   4 در  مرفیسم  پلی  شیوع 
سالم های  نمونه  و   COPD به  مبتلا  افراد  در   و6299 

در این بخش نتایج حاصل از شیوع پلی مرفیسم در 4 لوکوس 
مورد نظر مشاهده می شود. این نتایج نشان دهنده ارتفاع پیک 
جذب بعد از انجام Real time PCR در تمام نمونه های مبتلا 
به COPD است . به این ترتیب که ارتفاع پیک در محصولات 
PCR که با پرایمرهای طراحی شده برای نوکلوتید وحشی تکثیر 

شده اند با ارتفاع پیک در محصولات PCR که با پرایمر طراحی 
شده برای نوکلوتید پلی مرف تکثیر شده اند مقایسه می گردد 
و بر اساس این نتایج درصد پلی مرفیسم در نمونه ها محاسبه 
می شود. نتایج میزان شیوع پلی مرفیسم در 4 لوکوس 6060 ، 
6140 ، 6179 و 6299 در نمونه های نرمال در جدول 2 ارائه 

شده است.

جدول 2 - میزان شیوع پلی مرفیسم در 4 لوکوس 6060 ، 6140 ، 6179 

و 6299 در نمونه های نرمال

%p

میانگین 
پلی 

مرفیسم 
ها به 
صورت 
درصد

W Mean

(dF/dT)

)میانگین ارتفاع 
پیک با پرایمر 

نرمال(

P Mean

(dF/dT)

 )میانگین ارتفاع
 پیک با پرایمر
پلی مرفیسم(

locus

132.870.436060
182.290.516140
263.11.16179
174.40.96299

نتیجه نهایی مقایسه میزان شیوع پلی مرفیسم ها بین دو گروه 
 مبتلا به COPD وگروه نرمال در جدول 3 ارائه شده است.

جدول 3 -  مقایسه میزان شیوع پلی مرفیسم ها بین دو گروه نرمال و 

COPD مبتلا به

Locus  %p in
 normal
samples

 %p in
 COPD
samples

 Difference between
 normal & COPD

samples (%)

6060 13 53 40
6140 18 56 38
6179 26 48 22
6299 17 50 33

بحث

تقریباً تمامی بیماران COPD در ایران حداقل یک دوره تشدید 
باشند.  بیماری می  و در مرحله چهارم  تجربه کرده  را  بیماری 
باشد  می  کننده  ناتوان  و  بسیار سخت  بیماری  مرحله  این  در 
که منجر به مراجعه شخص به بیمارستان و بستری شدن وی 
می شود. مدارك فزاينده‌اي دال بر دخالت چندين ژن در بروز 
COPD مطرح و پلي‌مرفيسم‌هاي مختلف اين ژن‌ها و چگونگی 

از   .)5( است  شده  مشخص  نيز  بیماری  این  با  ها  آن  ارتباط 
سوی دیگر تمامي ژن هاي مورد بررسي مرتبط با اين بيماري 
مربوط به ژنوم هسته‌اي مي‌باشند و توجه چنداني به اختلالات 
احتمالي ژنوم ميتوكندري و ارتباط آن با افزايش حساسيت ابتلا 
 Real مبذول نشده است )8(. در پروژه حاضر روش COPD به
Time - PCR با ARMS-PCR تلفیق شده و از آن در غربالگری 

و شناسایی پلی مورفیسم های جدول1 که در  GENE bank و 
MITOMAP ثبت شده است، استفاده شد. چون این روش بر 

اساس تفاوت در میل ترکیبی پرایمرها با DNA الگو است پس 
دمای اتصال پرایمرها باید با دقت بالایی تعیین شود که در این 

قسمت به تفسیر آن می پردازیم. با توجه به نتایج مشاهده شده 
فقط   55 °C دمای  در  که  کرد  مشاهده  توان  می   1 در شکل 
با  همچنین  است  پیک  تک   6299 نوکلوتید  به  مربوط  قطعه 
توجه به نتیجه Real time PCR در دمای 56 درجه )شکل 2(  
قطعات تکثیر شده دارای جذب پایین ) حداکثر 0.3 ( بودند. اما 
نتایج Real time PCR در C°  57)شکل 3( نشان داد که تمام 
قطعات در این دما تک پیک بوده و جذب مناسب داشتند و بر 
اساس این نتایج دمای C° 57 جهت انجام مراحل بعدی تعیین 
شد. یکی از مهمترین نتایج مشاهده شده در این تحقیق درصد 
 COPD بالای پلی مرفیسم های مورد نظر در بیماران مبتلا به
است که بعد از مقایسه میزان این پلی مرفیسم ها با افراد نرمال 
اختلاف معنی داری بین آن ها مشاهده شد. افزایش مقدار این 
پلی مرفیسم ها در افراد مبتلا به COPD نسبت به افراد نرمال 
می تواند این پلی مرفیسم ها را به عنوان یکی از عوامل دخیل 
در ابتلا به COPD معرفی کند. بخصوص پلی مرفیسم مورد نظر 
در لوکوس 6060 که بیشترین میزان اختلاف با افراد نرمال را 
نشان می دهد)p value=0.004( همچنین تنها پلی مرفیسمی 
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است که باعث تغییر در اسید آمینه می شود. به این ترتیب که 
باعث تبدیل ایزولوسین به والین می گردد.
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