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  مقاله اصيل پژوهشي

  از ژنوم ميتوكندريايي bp4977بررسي شيوع حذف قطعه 
  در بيماران مبتلا به زخم پپتيك 

  
  3صبا فخريه اصل، 3كيوان امينيان، 2زيور صالحي ،1يآرزو حقيق

  
  چكيده

در  ،(ROS) ال اكسيژنهاي فع گونه. عشر است مخاط معده يا اثنيم پپتيك، نقص در آستر مخاط و زيرزخ :و هدف زمينه
اكسيداتيو ميتوكندري،  فسفوريلاسيونداخل سلولي در طول  ROSتوليد  .باشند اختلالات زخم پپتيك دخيل مي فيزيوپاتولوژي

قطعه  حذف بررسي شيوعبا هدف  ،اين مطالعه. كند فراهم مي )mtDNA( ييايتوكندريژنوم مدر  bp4977اي براي حذف  زمينه
bp4977  زخم پپتيك انجام شده است بيماريبا از ژنوم ميتوكندري.  

پس از . مورد بررسي قرار گرفتند ،فرد سالم 150بيمار مبتلا به زخم پپتيك و  110، شاهدي-در اين مطالعه مورد :تحقيقروش 
با  ،ها آناليز داده. صورت گرفت (PCR)مراز  اي پلي وسيله واكنش زنجيره  ، تعيين ژنوتيپ بهبيوپسيژنومي از نمونه  DNAاستخراج 

  .انجام گرديد) 12ويرايش ( MedCalcافزار  استفاده از نرم
 داري معني ارتباط .بود%) 3/15(كنترل گروه از افراد  بيشتر ،%)7/52(در بيماران مبتلا به زخم پپتيك  bp4977شيوع حذف  :ها يافته

   .)P=001/0(بين حذف قطعه مذكور و بيماري زخم پپتيك وجود داشت 
  .باشد يدر ارتباط م كيبا زخم پپت ،ييايتوكندريم DNAدر  bp4977ف حذ :گيري نتيجه
  يتوكندريژنوم م ؛كيزخم پپت :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
از ، نماينده يك گروه (PUD)بيماري زخم پپتيك 

اختلالات اولسراتيو مربوط به بخش فوقاني دستگاه گوارش 
قرار  تأثيرعشر را تحت  معده و اثني ،طور عمده است كه به

گاستر، از  درد اپي ،از علائم شاخص اين بيماري. دهد مي
). 1(توان نام برد  دادن اشتها و كاهش وزن را مي دست
بر  ؛باشند ها نفر در جهان، به زخم پپتيك مبتلا مي ميليون

شايع  هاي ترين بيماري زخم پپتيك يكي از مهم ،همين اساس
  ). 2(باشد  در جهان مي

در شرايط طبيعي، تعادل فيزيولوژيك بين عوامل مهاجم 
زماني . هاي اپتيليال وجود دارد و حفاظتي در سطح لومن سلول

هاي دفاعي مختل  كه تعادل بين عوامل تهاجمي و مكانيسم
توان  مي ،از جمله عوامل مهاجم. دهد رخ ميشود، زخم پپتيك 

، پپسين، اسيدكلريدريكبه آلودگي هليكوباكترپيلوري، 
التهابي غيراستروئيدي  داروهاي ضد(NSAIDs) اسيدهاي ،

در خصوص . صفراوي، ايسكمي و هيپوكسي اشاره نمود
توان از بيكربنات لايه مخاطي، جريان خون  مي ،عوامل دفاعي

نام برد  و فاكتورهاي رشد (PGs)ها  دينمخاط، پروستاگلان
، استرس شديد )Oمانند گروه خوني (عوامل ژنتيكي ). 2(

فيزيولوژيك، استعمال سيگار و مصرف الكل، از ديگر عوامل 
  ).3(شوند  محسوب مي PUDر بر ثّؤم

و  شناسي علتدر  ،(ROS)پذير اكسيژن  هاي واكنش گونه
اختلالات عصبي،  :جملهها از  فيزيوپاتولوژي برخي از بيماري

هاي خودايمني و  هاي ويروسي، آسيب سيستم التهاب، عفونت
التهاب معده، روده و زخم  :اختلالات دستگاه گوارش مانند

  ). 4(باشند  معده دخيل مي
را كه پپتيد  پلي 13 ،انسان )mtDNA( ميتوكندرياييژنوم 

هاي زنجيره انتقال الكترون در  هاي ضروري كمپلكسواحدزير
 را rRNA2و  tRNA 22غشاي داخلي ميتوكندري هستند، 

كند  كد مي ،پپتيد ضروري هستند پلي 13كه براي ترجمه اين 
مركز سوخت و ساز انرژي سلول و منبع  ،ميتوكندري). 5(

براي  ،ROSتوليد سطوح پايين ). 6(است  ROSاصلي توليد 

توليد بيش  ،با اين حال. ها حياتي است عملكرد طبيعي سلول
از حد ROS، تواند عوارض جانبي مضر  ي است و ميسم

سبب اكسيداسيون ، ROSاز آنجا كه  .داشته باشد
تواند منجر به آسيب  شود، مي هاي سلولي مي ماكروملكول

، 7(ميتوكندريايي گردد  DNAها، غشاها و  اكسيداتيو پروتئين
8.(  

و ظرفيت  ROSهنگامي كه تعادل بين توليد 
شود  استرس اكسيداتيو ايجاد مي ،هم بخورد هبها  اكسيدان آنتي

كه ممكن است به علت اختلال در عملكرد ميتوكندري و يا 
ژنوم ). 8(باشد  ROSدفاع آندروژن ناكافي در برابر 

به چند دليل هدف اصلي آسيب اكسيداتيو  ،ميتوكندريايي
هاي اكسيژن  در مجاورت منبع اوليه گونه ،mtDNA. است

فقدان ). 9(زنجيره انتقال الكترون قرار دارد  ،يعني ؛پذير واكنش
اي،  ها و سيستم ترميمي اندك نسبت به ژنوم هسته هيستون

را  mtDNAاحتمال آسيب اكسيداتيو و ايجاد جهش در 
 DNAهاي  جهش ،طور كلي هب). 10(دهند  افزايش مي

هاي  ، جهشMissenseهاي  جهش :ميتوكندريايي شامل
درج -هاي حذف عداد كپي و جهشهاي ت سنتز پروتئين، جهش

  ).11(باشد  مي
اي  ، حذف قطعهmtDNAها در  ترين حذف يكي از شايع

). 12(شود  ناميده مي 1است كه حذف شايع bp4977طول  به
تا نوكلئوتيد  8483از نوكلئوتيد ( mtDNAدر  bp4977حذف 

، CoII ،ATPase6 ،ATPase8هاي  ژن :شامل) 13459
CoIII، ND3، ND4L، ND4  وND5 البته شش  .باشد مي

  ).13(هاي فوق قرار دارد  نيز در بين ژن tRNAكننده كد ژن
 ACC TCC '5( نوكلئوتيدي تكرار مستقيم 13دو توالي 

CTCACC 3'(، عنصر . اند اين حذف بزرگ را احاطه كرده
اين حذف واقع است، در موقعيت  '5تكراري كه در سمت 

عنصر  ،اين حذف '3در انتهاي . قرار دارد 8482-8470
قرار  13447-13459تكراري ديگري در موقعيت نوكلئوتيدي 

بودن اين حذف، احتمالاً تطابق مستقيم بين  دليل شايع. دارد
                                                           

1 Common Deletion 
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طي اين حذف، ). 14(باشد  جفت بازي مي 13اين دو تكرار 
رود كه  ميتوكندريايي از دست مي DNAطول  3/1حدود 

شود كه  مي ND5و  ATPase8هاي  ژن fusionمنجر به 
اختلال در تنفس ميتوكندري و كاهش در سنتز  ،نتيجه آن

ATP  8(است(.  
در  ،داخل سلولي ROSدهند كه توليد  تحقيقات نشان مي

اي براي  طول فسفوريلاسيون اكسيداتيو ميتوكندري، زمينه
چنين مه ؛باشد مي mtDNAدر  bp-4977ايجاد حذف 

در ) ETC(آمد مشخص شده كه زنجيره انتقال الكترون ناكار
بنابراين  ؛شود مي ROSمنجر به افزايش توليد  ،ميتوكندري

از ). 8( شود تشكيل مي ROSيك چرخه معيوبي از افزايش 
توانند  مي ،mtDNAدر  bp-4977هاي  آنجايي كه حذف

هاي آزاد در ميتوكندري و  منجر به افزايش توليد راديكال
ينكه استرس تشديد استرس اكسيداتيو شوند و با توجه به ا

سزايي در اختلالات دستگاه گوارش ايفا  هنقش ب ،اكسيداتيو
 bp4977بررسي حذف  ،اين مطالعهانجام هدف از  ،كند مي

mtDNA در بيماري زخم پپتيك بوده است.  
  

  تحقيقروش 
بيمار مبتلا به زخم پپتيك  110شاهدي، -در اين موردي 

سي قرار مورد برر ،عنوان گروه كنترل فرد سالم به 150و 
تشخيص فوق تخصص  اب ،هاي كنترل يا سالم نمونه .گرفتند
 افرادمحدوده سني  .در حين آندوسكوپي تهيه گرديد ،گوارش

 ،افراد مورد بررسي. سال بود 45-25 ،بيمار و گروه شاهد
تحت معاينات كامل قرار گرفتند و از هر فرد در جريان 

تهيه  دوازدههبيوپسي از بافت معده و  آندوسكوپي، دو نمونه
 تشخيص قطعي به آزمايشگاه براييك نمونه  .گرديد
به  ،DNAاستخراج  برايو نمونه ديگر شناسي  آسيب

تا زمان استخراج  ها نمونه. آزمايشگاه ژنتيك فرستاده شد
DNA،  در فريزرC˚70- نگهداري شدند .  

شركت ( Gpp Solutionتوسط كيت  DNAاستخراج 
اس دستورالعمل مربوطه صورت و بر اس) پژوهان، ايران ژن

توسط اسپكتروفتومتري و  ،شده استخراج DNA. گرفت
 4977تعيين حذف . مورد بررسي قرار گرفت آگارزالكتروفورز 

انجام  Gap-PCRبا استفاده از روش  ،mtDNAجفت باز در 
و  mtDNA-Fاز آغازگرهاي  ،در اين واكنش. گرديد

mtDNA-R جفت باز در  403اي به طول  تكثير قطعه براي
mtDNA توالي پرايمر . مورد استفاده قرار گرفتF ها  پريم

و توالي  �CGGGGGTAACGGTC/3/�5صورت هب
-صورت هب Rپرايمر 

5�/GGTTTCGATGTGGTCTT/3� توالي . بود
) ، آمريكا54/7ويرايش ( Oligo7 افزار پرايمرها توسط نرم

  .   مشخص گرديد
بوده و  μl25برابر با  ،PCRحجم كلي هر واكنش 

  ،PCR buffer×1ژنومي،  ng30 DNAمتشكل از 
mM Mgcl25/1 ،mμ200  از هرdNTP، pmol10  از هر

  .باشد مي polymerase taq DNA U1پرايمر و 
اي در دماي  دقيقه 5سازي اوليه  با واسرشته PCRبرنامه 

C˚95 ،35  سيكل با برنامهC˚94 )30 ثانيه( ،C˚9/55   
دقيقه در  10و در نهايت به مدت ) دقيقه 1( C˚72، )دقيقه 1(

C˚72  شركت (در دستگاه ترموسايكلرBio Rad ( تنظيم
، %2 آگارزروي ژل  ،PCRحاصل از  ؛ سپس محصولاتگرديد

  توسط دستگاه ،الكتروفورز گرديد و آشكارسازي باندها
Gel Documentation )شركتBio Rad (آناليز . انجام شد

صورت ) 12ويرايش ( MedCalcار افز با استفاده از نرم ،ها داده
  .گرفت

  
  ها يافته

نفر در اين مطالعه مورد بررسي قرار  260 ،در مجموع
هاي بيوپسي افراد سالم و بيمار،  از تمامي نمونه. گرفتند
DNA در مرحله بعد، حذف . ژنومي استخراج گرديدbp4977 

درصورت وجود حذف . مورد بررسي قرار گرفت mtDNAدر 
جفت باز  403اي به طول  ، قطعهmtDNAدر جفت باز  4977

بديهي است در صورت . تكثير خواهد گرديد PCRدر جريان 
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 علت فاصله زياد پرايمرها از  هعدم حضور حذف مذكور، ب
  در گروه بيمار و كنترل mtDNAبررسي ميزان حذف  -1جدول 

 وضعيت ژنوم
  گروه

 mtDNAدرbp4977حذف
  (%)تعداد

  mtDNAدر  bp4977عدم حضور حذف
  (%)تعداد 

  52) 3/47(  58) 7/52(  بيماران مبتلا به زخم پپتيك
  127) 7/84(  23) 3/15(  افراد كنترل
داري سطح معني                       Chi-Square(χ²)= 648/39                             P= 0001/0  

، 2نرمال و رديف هاي  mtDNA 3و  1، رديف هاي DNA، ماركر M رديف .bp mtDNA 4977جهت بررسي حذف % 2 آگارزتصوير ژل  - 1شكل  
  . را نشان مي دهد bp 4977داراي حذف  mtDNAمربوط به  6و  5، 4

 

. گردد گيرد و باندي آشكار نمي يكديگر، تكثير صورت نمي
  .باشد مي PCR، تصوير حاصل از محصولات يكشكل 

 در دو ،mtDNAدر  bp4977ميزان حذف  يك،در جدول 
 bp4977ميزان حذف . گروه بيمار و كنترل آورده شده است

ميزان  ،و در گروه كنترل% 7/52 ،در گروه بيمار mtDNAدر 
  . بود% 3/15ميتوكندري  DNAحذف مورد نظر در 

  ، مقدار MedCalcافزار  با استفاده از نرم
(χ²) Chi-Square  داري  كه تفاوت معنيبود  648/39معادل

در  bp4977و كنترل از نظر فراواني حذف  بين دو گروه بيمار
mtDNA  0001/0(وجود داشتP=( .مقدار Odds Ratio 

(OR)  2/6 ،لذا افراد مبتلا به زخم پپتيك ؛بود 2/6معادل 
نمونه  mtDNAداراي حذف در  ،برابر بيشتر از افراد سالم

  . باشند بيوپسي خود مي

  
  بحث

شيوع آن  .ستها ترين بيماري يكي از شايع ،زخم پپتيك
درصد از  10و حدود  است درصد تخمين زده شده 15-6بين 
علائم اين بيماري را در يك دوره از زندگي خود تجربه  ،مردم
كه كيفيت زندگي و سلامت  اند مطالعات نشان داده. كنند مي

اين بيماري است  تأثيرتحت  ،بيماران مبتلا به زخم پپتيك
عشر توصيف  معده يا اثنيعنوان زخم در  به ،اين بيماري). 15(

  ).16(شده كه معمولا با عود مجدد زخم همراه است 
بيماري زخم پپتيك  ،هاي طولاني در گذشته براي مدت

)PUD(به ، اين  .است ي پزشكي مطرح بودهعنوان مشكل جد
مشكل همچنان با مرگ و مير بالاتر زخم معده نسبت به زخم 

 ،كه اين بيماري طوري هب ؛)18، 17(عشر پابرجاست  اثني
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مرگ و مير در هر سال در  30000تا  20000ول حدود ؤمس
ترين  دهند كه گسترده مطالعات نشان مي). 19(اروپا است 

 ويژه به(افزايش سن  ،عامل خطر مرگ و مير در اين بيماري
در  ،ميزان شيوع اين بيماري). 20(است ) سال 60سن بالاي 

اي كه در سال  هدر مطالع. كشورهاي مختلف متفاوت است
% 9/5 ،مورد 1382در استان گيلان صورت گرفت، از  2012
عشر بودند  مبتلا به زخم اثني% 9/6به زخم معده و  مبتلا

)21 .(  
عوامل . عاملي استهاي چند جزء بيماري ،زخم پپتيك
زا، مصرف الكل، استفاده  شيوه زندگي استرس :گوناگون مانند

دي و غيراستروئيدي التهابي استروئي از داروهاي ضد
)NSAIDs (كننده ترشح اسيد معده و  هاي تحريكو دارو

پپسين، عفونت با هليكوباكتر پيلوري، استعمال سيگار، 
در  ،وضعيت اجتماعي و اقتصادي پايين و سابقه خانوادگي

به  ،هاي اخير در سال). 22(باشد  ايجاد اين بيماري دخيل مي
توجه زيادي شده  PUDنقش استرس اكسيداتيو در بيماري 

در  (ROS)پذير اكسيژن  هاي واكنش حضور گونه. است
 :و فيزيوپاتولوژي اختلالات دستگاه گوارش مانندشناسي  علت

 احتمالاً). 4(، روده و زخم معده گزارش شده است التهاب معده
شده توسط متابوليسم پذير توليد هاي اكسيژن واكنش گونه

هاي  فاژها و سلولها، ماكرو اسيدآراشيدونيك، پلاكت
  ).23(كنند  اي صاف، به آسيب مخاطي معده كمك مي ماهيچه

تواند با توليد اكسيژن فعال  مي ،آسيب مخاط
طي . به راحتي ايجاد گردد ،هاي آزاد بيروني و راديكال/دروني

برهمكنش راديكال هيدروكسيل با غشاي سلولي، 
 ،دنبال آن گيرد و به پراكسيداسيون ليپيدي صورت مي

ليپيد  :شده از چربي مانند هاي آزاد مشتق راديكال
اين . شوند توليد مي) lipid hydroperoxid(هيدروپراكسايد 

پذير است و موجب آسيب اكسيداتيو  بسيار واكنش ،راديكال
رود كه استرس اكسيداتيو،  چنين انتظار مي). 24(شود  مي

 تأثيرهاي مخاطي را تحت  هاي سلول زماني كه ميتوكندري
 DNAتواند سبب آسيب اكسيداتيو  مي ،دهد قرار مي

  .ميتوكندري شود
 ).6(است  ROSخود منبع اصلي توليد  ،ميتوكندري

ROS ،؛شود هاي سلولي مي سبب اكسيداسيون ماكروملكول 
غشاها و  ،ها همچنين با ايجاد آسيب اكسيداتيو در پروتئين

DNA تواند به توانايي ميتوكندري در سنتز  مي ،ميتوكندريايي
ATP علت مجاورت با  هب ،ژنوم ميتوكندريايي. لطمه وارد كند
ها و سيستم  پذير اكسيژن، فقدان هيستون هاي واكنش گونه

 ؛)9، 7(باشد  هدف اصلي آسيب اكسيداتيو مي ،ترميمي اندك
  . شود بنابراين با فركانس بيشتري دچار جهش مي

از مهمترين تغييرات در  ،mtDNAدر  bp4977حذف 
mtDNA تواند منجر به نقص در زنجيره انتقال  است كه مي

هاي زنجيره تنفسي  آنزيم ،عبارت ديگر هب ؛)25(الكترون شود 
داراي حذف  mtDNAواحدهاي پروتئيني آنها توسط كه زير
توانند منجر به افزايش توليد  شود، ناقص بوده و مي كد مي
ميتوكندري و تشديد استرس اكسيداتيو هاي آزاد در  راديكال
ميتوكندريايي، برخي از  DNAدر  bp4977طي حذف . شوند
اين  .شوند درستي بيان نمي هاي زنجيره انتقال الكترون به ژن
، CoII ،ATPase 6،ATPase 8  ،CoIII :ها شامل ژن

ND3 ،ND4L ،ND4  وND5 هاي  همه ژن. هستند
هاي  ي بوده و در كمپلكسهاي زنجيره تنفس جزء ژن ،برده نام

I، IV  وV  ارتباط ). 13، 8(ميتوكندريايي حضور دارند
ها مورد  با برخي از بيماري mtDNAدر  bp 4977حذف

توان به اندومتريوز  جمله مي بررسي قرار گرفته است كه از آن
) 8(هاي انساني  و بسياري از نئوپلازي) 13(، واريكوسل )5(

و همكارانش در سال  Juanتوسط در تحقيقي كه . اشاره نمود
در خصوص سرطان معده صورت گرفت، نتايج نشان  2009

با ايجاد و حتي در  ،mtDNA bp4977داده كه حذف 
  ). 8(باشد  پيشرفت سرطان معده مرتبط مي

 bp 4977تاكنون هيچ گزارشي در خصوص بررسي حذف
mtDNA لذا در  ؛باشد با بيماري زخم پپتيك در دسترس نمي

در  bp4977حقيق بر آن شديم كه به بررسي حذف اين ت
mtDNA در اين پروژه. در بيماري زخم پپتيك بپردازيم، 
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 150نمونه بافت پپتيك در افراد مبتلا به زخم پپتيك و  110
در  bp4977از لحاظ وجود حذف  ،نمونه مربوط به افراد كنترل

mtDNA نتايج حاكي از وجود . مورد بررسي قرار گرفتند
ميزان حذف . دار بين دو گروه مورد مطالعه بود ف معنياختلا

bp mtDNA4977 گروه و در افراد % 7/52، در افراد بيمار
در افراد مبتلا به زخم  mtDNAحذف . بود% 3/15كنترل 

داري بين  نيلذا ارتباط مع بود؛تر از افراد كنترل  پپتيك شايع
راد اف ،به بيان ديگر ؛اين حذف و زخم پپتيك وجود داشت

برابر بيشتر در معرض ايجاد  2/6حدود  ،مبتلا به زخم پپتيك
پپتيك خود نسبت به افراد سالم  mtDNAدر  bp4977حذف 

  . باشند مي
  
  گيري نتيجه
 حذفاهميت  ،نتيجه حاصل از اين تحقيق ،طور كلي به

بيماران مبتلا به زخم پپتيك،  mtDNAرا در  bp4977قطعه 
ر جمعيت مورد مطالعه نشان در مقايسه با افراد كنترل د

اين نتيجه مربوط به جمعيت مورد مطالعه حاضر . دهد مي
جستجو هاي بزرگتر  جمعيت درباشد و نتيجه قطعي را بايد  مي
، يك بيماري همچنين با توجه به اينكه زخم پپتيك ؛نمود
عاملي است و عوامل مختلف ژنتيكي و محيطي در ايجاد چند

 ،در مطالعات مربوط به اين بيمارير هستند، ثّؤو توسعه آن م
متقابل آنها بر همديگر  تأثيربايد عوامل مختلف در كنار هم و 

  .مورد بررسي قرار گيرند
  

  تقدير و تشكر
از حمايت مالي  رايب ،از تحصيلات تكميلي دانشگاه گيلان
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Abstract                   Original Article 
 
 

Functional assessment of mitochondrial DNA 4977 bp 
deletion in peptic ulcer disease 

 
Arezoo Haghighi1, Zivar Salehi2, Keyvan Aminian3, saba Fakhrieh Asl3 

 
Background and Aim: A peptic ulcer is a breach in the gastric or duodenal mucosa down to the submucosa. 
There is evidence concerning the role of Reactive Oxygen Species (ROS) in the genesis of such ulcers 
production of  intracellular ROS along mitochondria oxidative phosphorylation (OXPHOS) predisposes the 
deletion of 4977 bp mtDNA. 

The aim of the present study was to evaluate the association of 4977 bp mtDNA deletion with peptic ulcer 
disease. 

Materials and Methods: In this case-control study included 110 patients with peptic ulcer disease and 110 
healthy individuals were compared. Genomic DNAs of the cases and controls were extracted from bioptic 
tissues. Then, their genotypes were determined by means of Polymerase Chain Reaction (PCR). Finally, 
statistical analysis was performed using the MedCalc program. 

Results: Deletion of 4977 bp mtDNA was found to be more frequent among patients with peptic ulcer 
disease (52.7%) compared to the controls (15.3%). A significant association was found between the deletion 
with peptic ulcer disease. 

Conclusion: Deletion of 4977 bp in mitochondrial DNA is associated with peptic ulcer disease. 
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