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  :چكيده

هاي ريوي از  زاي بيروني در بيماري ي بدن به مبارزه با عوامل مخاطرهتليوم راه هوايي به عنوان سد فيزيولوژيك اپي: هدف

هاي  رسد اين مكانيسم از طريق تغييرات در بيان ژن به نظر ميپردازد و  مي (COPD)جمله بيماري ريوي انسدادي مزمن 

هاي التهابي دارند، ازطريق  يژن كه نقش مهمي در بيان پروتئينآزاد اكسهاي  راديكال. گيرد درگير در التهاب صورت مي

. شوند هاي التهابي مي هاي سيتوكين و ژن سبب رونويسي ژن (AP-1)1كننده نوع  پروتئين فعالشدن فاكتور رونويسي  فعال

با . شود آزاد اكسيژن ميهاي  راديكالافزايش  طور مشابه سبب زاي بيروني به سولفور موستارد نيز به عنوان يك عامل مخاطره

ي ها پروتئينو ها سيتوكيني التهابي، بر آن شديم تا بيان فاكتور رونويسي ها پروتئينها و  توجه به گستردگي سيتوكين

نظور از كنيم و براي اين م مواجهه با سولفور موستارد بررسي آزاد اكسيژن پس ازهاي  راديكالالتهابي را به دنبال افزايش 

  .كرديم استفاده  C-fosيعني AP-1متداولترين منومر فاكتور رونويسي 

پس از استخراج . گرفتمونه كنترل مورد بررسي قرارن 10نمونه مصدوم شيميايي و  20در  C-fosبيان ژن: ها مواد و روش

mRNA هوايي، از هاي راه از سلول mRNA شده،  تخليصcDNA شد و بيان ژن  ساختهC-fos به منظور . رد بررسي قرارگرفتمو

  . شد استفاده Real-Time PCRهاي شيميايي نسبت به كنترل، از تكنيك  در نمونه C-fosمطالعه ميزان افزايش بيان ژن 

هاي هوايي مصدومين شيميايي نسبت به افراد كنترل به دنبال مواجهه با  در ديواره راه C-fosداد بيان ژن  نتايج نشان: ها يافته

دار  آمده از تحليل آماري معني دست با توجه نتايج به mRNAور موستارد افزايش مي يابد اما اين افزايش بيان در سطح سولف

  ).<0.05p( نيست

است و اين افزايش  يافته اي هوايي مصدومين شيميايي افزايشه در ديواره راه C-fosداد بيان ژن  هاي فوق نشان بررسي: بحث

آزاد اكسيژن پس از مواجهه با سولفور موستارد باشد اما اين افزايش بيان هاي  راديكالل افزايش است به دنبا بيان ممكن

  .هستند، باشد AP-1كننده بارز  ها كه يك فعال اكسيدان سطح آنتي چشمگير نيست و اين امر ممكن است به دليل كاهش

   

  .C-fos، (AP-1)1كننده نوع  پروتئين فعالآزاد اكسيژن،  هاي راديكالهاي هوايي، سولفور موستارد،  ديواره راه: كليد واژه 

  

  

  22/8/1389:تاريخ دريافت

  22/1/1390:تاريخ پذيرش
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 47    سمانه يزداني و همكاران

 
 )1389 زمستان( دهمسال سوم، شماره     پژوهشي طب جانباز      -ي علمي مجله

  همقدم

راه هوايي اولين سد فيزيولوژيكي بدن در برابر  تليوم  اپي

ها، ذرات صنعتي،  زاي بيروني نظير آلرژن مخاطرهعوامل 

هاي  برهم كنش. زاست هاي محيطي و عوامل عفونت آلاينده

هاي هوايي در پاسخ به ذرات  فيزيولوژيكي دفاعي كه در راه

هاي هوايي و  افتد، در التهاب راه تنفسي اتفاق مي

گرچه مكانيسم دقيق اين  .رنددا هاي ريوي نقش بيماري

هاي  هاي التهابي راه كه سبب بيمارياستراتژي دفاعي 

 (COPD)هوايي نظير بيماري ريوي انسدادي مزمن 

رسد  است، اما به نظر مي شود، هنوز كاملاً مشخص نشده يم

تهاب و در نهايت بيان هاي درگير در ال تغييرات در بيان ژن

ش مهمي را در اين فرايند ايفا ها، نق محصولات آن

 . )1(كند مي

نقطه حياتي در مسير  (ROS)آزاد اكسيژن هاي  راديكال

تهاب كننده الي ايجادها پروتئينبيان كننده  كنترل

است در مواجه با   عادل سلولي ممكنت. باشند مي

كند و براي ايجاد تعادل تغييرآزاد اكسيژن هاي  راديكال

هاي  اين شرايط، سلول با توليد مولكولسلولي در 

ها را دارند،  ز رونويسي ژنرسان جديد كه توانايي آغا پيام

مهمترين اين . شود ها را موجب مي رونويسي برخي ژن

كننده نوع  تور رونويسي با نام پروتئين فعالا فاكه مولكول

1(AP-1) شدن  فعال ). 1و2(باشد ميAP-1  منجر به القاي

شود  كننده التهاب ميهاي ايجاد هاي سيتوكين و واسطه ژن

يك فاكتور حساس به  AP-1و بر اين اساس مولكول 

  .)2(باشد مي آزاد اكسيژنهاي  راديكال

P-1 سلولي، تمايز، تغيير شكل،  كننده مهم در رشد تنظيم

 Mukhopadhyay, S, et( و آپوپتوز) 4( ، انكوژنز)3(تكثير 

al. 2008( دهنده پروتئين  اعضاي تشكيل. استAP-1 

، C-fos ،Fos-Bيعني  Fosي خانواده ها پروتئينشامل 

Fra-1  وFra-2 ،ي خانواده ها پروتئينJun  نظيرC-Jun ،

Jun-B و D-Jun )6اده فاكتور رونويسي اعضاي خانو ) 5و

و  )6وATF-3  )7و ATF-a ATF-2,كننده يعني  فعال

وجه . باشند مي JDP-2و  JDP-1شامل  JDP خانوادهزير

لوسين حفظ  دومين زيپ ها پروتئينمشترك تمام اين 

لوسين مسئول دايمرشدن اين  واقع زيپدر .است شده

 DNAست كه شرط لازم براي اتصال به ها پروتئين

همچنين مسئول پايداري و اختصاصي . )7و8(باشد مي

وسيله  شده به ن همودايمر و هترودايمرهاي ايجادبود

پروتئين كدشده توسط اين   .است Junو  Fosي ها پروتئين

ها بيان  ها و بافت ها به طور وسيعي در انواع سلول ژن

  .شوند مي

وسيله تنوعي از تحريكات فيزيولوژيكي و  به AP-1فعاليت 

، فاكتورهاي رشد، پيام ها سيتوكينشامل  پاتولوژيكي

، سم، )1و6و9و25( آزاد اكسيژنهاي  راديكالاسترس نظير 

فونت و تحريكات انكوژني تنظيم ، ع)5( تحريكات ميتوژن

ي ها سيتوكيناز  ناحيه پروموتر بسياري .)7(شود مي

 AP-1هاي اتصال به  ها حاوي جايگاه التهابي و كموكين

شدن  گر اين مطلب است كه فعالهستند و اين امر بيان

AP-1 وسيله  است در القاء التهاب ايجادشده به ممكن

 AP-1براين اساس حضور . )5(ضروري باشد ها سيتوكين

هه با ذرات محيطي هاي هوايي به دنبال مواج در ديواره راه

 .  است به اثبات رسيده

اي بيروني، سولفور موستارد يا ز مخاطرهيكي از اين عوامل 

 سولفيد كلرو اتيل بيس 2و 2خردل با فرمول شيميايي گاز

باشد كه طي جنگ تحميلي بارها توسط  مي )10- 12(

و در پي آن تعداد  )13و14(شد رژيم بعثي عراق استفاده

زيادي از رزمندگان و افراد ساكن در برخي شهرهاي مرزي 

ايران از جمله سردشت متحمل تأثيرات سوء اين گاز 

جا مانده  هزاران مصدوم شيميايي به در حال حاضر. شدند

از اين جنگ از ضايعات ريوي ناشي از اين گاز به ويژه 

COPD به دنبال تماس با اين گاز  .)15-18(د برن رنج مي

، )19و20( يابد در اين بيماران نيز افزايش مي ROSسطح 

اما مكانيسم آسيب مولكولي اين تركيب پس از افزايش 

ROS با توجه به گستردگي . يستهنوز كاملاً مشخص ن

، برآن شديم تا ابتدا حضور فاكتور رونويسي ها سيتوكين

كنيم و براي اين منظور از  كننده اين تركيبات را بررسيكد

  C-fosيعني AP-1  ترين منومر و مهم متداولترين

  . كرديم استفاده

 
 ها مواد و روش

  آوري نمونه  برونكوسكوپي و جمع

راي اين مطالعه بيوپسي ديواره هاي مورد نياز ب نمونه

ونكوسكوپي مجتمع هاي هوايي بودند كه از بخش بر راه

پس از . آوري شدند جمع) عج(االله الاعظم  بيمارستاني بقيه

) عج(االله  هت كميته اخلاق پزشكي دانشگاه بقيكسب موافق

نامه كتبي  كنندگان در اين مطالعه، رضايت از تمامي شركت

ان در اين طرح به دو گروه تقسيم كنندگ شركت. شد گرفته

  :شدند
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كه سابقه مواجهه با سولفور  COPDاشخاص مبتلا به  - 1

متخصصين ريه با  .موستارد را در جنگ تحميلي داشتند

و باليني،   HRTCو اسپيرومتري هاي  يافتهاستفاده از 

تعداد اين  . شدند بيماران را انتخاب و به مطالعه وارد مي

 .نفر بود 20بيماران 

افراد كنترل كه به دلايل باليني و به تشخيص پزشك  - 2

رفتند ولي پس از گ الج تحت عمل برونكوسكوپي قرار ميمع

را  ي ريوي شده گونه عارضه شناخته برونكوسكوپي هيچ

) ريهاسكن (هاي ريوي  همچنين عكس. دادند نشان نمي

. ها نبود اي مشخص در ريه آن اين افراد نيز بيانگر عارضه

 .   شد آوري عنوان كنترل نيز از اين گروه جمعبه نمونه  10

هاي  منظور بررسي اثرات سولفور موستارد در نمونه به

هاي ريوي پيش از  وپسي ريه، كساني كه سابقه بيماريبي

مواجهه با اين گاز را داشتند، افراد مسن، معتادين، افراد 

و بيماران مبتلا به سل از اين مطالعه حذف  سيگاري

وسيله پنس بيوپسي و توسط  هاي بيوپسي به ونهنم .شدند

پيش . شد پزشك فوق تخصص ريه از محل ضايعه برداشته

استفاده از  هاي هوايي فوقاني با از عمل برونكوسكوپي، راه

گيري،  حس شد و پس از نمونه درصد بي2ليدوكائين 

 RNA (Tripure هاي مورد نظر در محلول تخليص نمونه

Isolation Reagent (Roche applied science, 
Germany)) ( درجه  -80لافاصله به فريزر قرارگرفته وب

  . گراد منتقل شدند سانتي

  

 اي زنجيره واكنش معكوسبرداري  نسخهو  RNAتخليص 

  پليمراز

 كردن بافت بيوپسي توسط پس از هموژن

 RNA  (Heidolph,SilentCrusher, German)هموژنايزر

و طبق  RNAمحلول تخليص تام سلولي با استفاده از 

شده با استفاده  استخراج RNA ميزان. شد پروتكل استخراج

 (NanoDrop, ND1000) از اسپكتروفوتومتر نانودراپ

تام سلولي  RNAنانوگرم از  300مقدار . شد سنجيده

كريپتاز  ترنس آنزيمبه وسيله  cDNAساخت  منظور به

 CycleScript RT PreMix)معكوس موجود در كيت 

(dN6), Bioneer, Korea) مورد استفاده قرارگرفت و 

cDNA  برداري معكوس به عنوان  آمده از نسخه به دست

منظور انجام  به. مورد استفاده قرارگرفت PCRالگو براي 

PCR پرايمرهاي ژن ،C-fos  به عنوان يك ژن ( و بتااكتين

شدند و  طراحي)  ها سازي بيان ژن دار و براي نرمال خانه

ها، همولوژي بودن هر يك از پرايمر بررسي اختصاصيبراي 

افزار  كامل پرايمر مورد نظر با ژن مذكور توسط نرم

BLAST توالي پرايمرهاي  1جدول شماره . گرديدتأييد

اه دماي اتصال و تعداد نوكلئوتيدها را نشان مذكور به همر

 94: شامل مراحل زير بود PCRشرايط دمايي . دهد مي

 94سيكل با دماي  33دقيقه،  3د به مدت گرا درجه سانتي

 گراد درجه سانتي 60ثانيه،  30گراد به مدت  درجه سانتي

دقيقه  1گراد به مدت  درجه سانتي 72ثانيه،  30به مدت 

.  دقيقه 5گراد به مدت  درجه سانتي 72و در نهايت 

درصد جداشده و  2بر روي ژل آگارز  PCR محصولات 

 UVوم برومايد توسط دستگاه آميزي با اتيدي پس از رنگ

به منظور بررسي ميزان افزايش بيان . قابل شناسايي شدند

 Master)و آنزيم  Real-time  PCR ها از تكنيك  در نمونه

Mix SYBER GREENAB, Takara, Japan)شد استفاده.  

 SPSS13از  PCRهاي  براي تجزيه و تحليل داده

در  C-fosان ژن بر اين اساس براي مقايسه بي. شد استفاده

 T-testهاي كنترل و شيميايي از آزمون آماري  نمونه

معيار  نحراف± نتايج به صورت ميانگين. شد استفاده

دار در نظر  معني0.05 كمتر از P-valueشد و  گزارش

  .شد گرفته

  

  

  

  

 مطالعه مورد هاي ژن بيان بررسي براي شده طراحي هاي پرايمر: 1جدول

GENES Primer sequences (5-3) Annealing Tempreture Size (bp) 

C-fos 
(NM_003367) 

5’-GTGATCCAAAATCCCTTCAGC-3’ 
60ºC 210bp 

5’-GATCGTCCTCTGTGTTCCTG-3’ 

Bactin 
(NM_001101) 

5’-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGG-3’ 
59ºC 190bp 

5’-GTGTTGAAGGTCTCAAACATGAT-3’ 
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 49    سمانه يزداني و همكاران

 
 )1389 زمستان( دهمسال سوم، شماره     پژوهشي طب جانباز      -ي علمي مجله

 ها يافته

يميايي مبتلا به بيماري مصدوم ش 20در اين مطالعه 

COPD  بيان . نمونه كنترل مورد بررسي قرارگرفتند 10و

ها ارزيابي  در اين نمونه PCRابتدا توسط روش  C-fosژن 

درصد  2بر روي ژل آگارز  PCRنتايج حاصل از . شد

داد بيان اين ژن در مصدومين شيميايي نسبت به  نشان

الف  1شكل  .است افراد كنترل تا حدودي افزايش يافته

براي . دهد هاي مذكور نشان مي بيان اين ژن را در نمونه

شد  اكتين به عنوان ژن كنترل استفادهاين منظور از ژن بتا 

اوتي را در بيان اين ژن در گونه تف و نتايج حاصل از آن هيچ

). ب1 شكل( نداد هاي كنترل و شيميايي نشان نمونه

 

 
  

ميكروليتر  M 3 در چاهك. دهد هاي شيميايي را نشان مي هاي كنترل در مقايسه با نمونه نمونهc-fos ژن  PCRنتايج حاصل از . 1شكل

ي كنترل و ها نمونه c-fosهاي  ژن 2و  1چاهك شماره . است ران شده)نانوگرم بر ميكروليتر 50غلظت (جفت باز 100ازشاخص اندازه ملكولي 

هاي كنترل تا حدي  ن نسبت به نمونهشود بيان اين ژن در بيمارا دهد كه مشاهده مي هاي بيماران را نشان مي نمونه 10تا  3هاي  چاهك

 100bpشاخص اندازه ملكولي  (M)چاهك  :هاي هوايي هاي ديواره راه ژن بتااكتين از نمونه  PCRالكتروفورز نتايج ) ب. است يافته افزايش

هاي  شامل نمونه 10تا  3هاي  هاي كنترل و چاهك ژن بتااكتين نمونه 190bpشامل باند  2و  1، چاهك )نانوگرم بر ميكروليتر 50غلظت (

  .داد كه تغيير محسوسي در ميزان بيان اين ژن در بين دو گروه كنترل و بيماروجودندارد نتايج نشان. باشد بيماران مي

  
در سطح كمي از  PCRبه منظور تأييد نتايج حاصل از 

داد بيان  نتايج نشان. شد استفاده Real-Time PCRتكنيك 

در مصدومين شيميايي به  mRNAدر سطح  C-fosژن 

اين نتايج . است يافته برابر افزايش 2.89طور متوسط 

  .)1نمودار (بود PCRكننده آزمايش  تأييد

    

 
  

نتايج به . شد استفاده T-testدر اين مطالعه از آزمون  .در بين دو گروه شيميايي و كنترل c-fosنتايج حاصل از مقايسه بيان ژن  .1نمودار 

 .است برابر افزايش يافته 2.89در مصدومين شيميايي به طور متوسط  mRNAدر سطح  C-fosدهد كه  نشان ميدست آمده 

  

  

M       1    2   4  3       5       6     7      8   9    10      10                                                                                                                   
 الف

c-fos 
(210bp) 

 ب
Beta actin 
(190bp) 

200bp 
100bp 

 

200bp 
100bp 
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 بحث 

كه يكي از منومرهاي  c-fosمطالعه، بيان ژن  در اين

مورد بررسي  PCRاست، توسط  AP-1فاكتور رونويسي 

توانايي سنتز  c-fosپرايمر طراحي شده براي  .گرفتقرار

. جفت باز از ژن مورد نظر را داشت 210اي به طول  قطعه

 افزايش بيانگر الكتروفورز رصاويآمده از ت نتايج به دست

هاي هوايي مصدومين شيميايي  ر ديواره راهبيان اين ژن د

 -Realمنظور تأييد اين نتايج بيان اين ژن با تكنيك  به. بود

time PCR و  در دو گروه مصدوم و كنترل بررسي شد

برابري را  89/2افزايش بيان طور كه ذكر شد،  همان

  .داد نشان

ها براي اين مطلب نحوه  يكي از محتمل ترين توجيه

  فعاليت TNF-αطور معمول  به. است AP-1شدن  فعال

 AP-1  را از طريق مسيرMAPK كند و ناحيه  القا مي

ها  ي التهابي و كموكينها سيتوكينپروموتر بسياري از 

اي كه  در مطالعه. است AP-1حاوي جايگاه اتصال به 

هاي  و همكاران بر روي سلول  Mukhopadhyay S توسط

  (CEES)سولفيد تيلكلروا- 2آلوئولي به دنبال تماس با 

را در اين  AP-1فعاليت   TNF-α داد كه شد، نشان انجام

گرم بر كيلوگرم دوز  ميلي0.5تماس با . كند ها القا مي سلول

CEES ،1  ساعت بعد از تماس به طور چشمگيري فعاليت

AP-1 اين نتايج نشان . داد را در ريه خوكچه هندي افزايش

را آغاز  MAPKرسان  القاي مسيرهاي پيام CEESدهد  مي

اين . شود و در نهايت آسيب ريوي را سبب مي كند مي

مسيرهاي پيام رسان مسئول فسفريلاسيون و فعاليت 

اي كه توسط  در مطالعه. )5(هستند AP-1ي ها پروتئين

هاي  در نمونه TNF-αشد، بيان ژن  عماد و همكاران انجام

    .)21(بود يافته سرم مصدومين شيميايي افزايش

شود كه  ا اين مولكول از طريق مسير ديگري نيز القا ميام

به نظر . باشد تواند نقش بسيار مؤثري در بيان آن داشته مي

تأثير حالت  تحت AP-1رسد فاكتورهاي رونويسي نظير  مي

به  AP-1فعاليت اتصالي . شوند ردوكس سلول تنظيم مي

هاي سيستئين در  وسيله تغييرات ردوكس باقيمانده

به . شود تنظيم مي DNAبه  c-fosاي اتصالي ه دومين

به  AP-1هاي هلا فعاليت اتصالي  عنوان مثال در سلول

اكسيدان  اكسيدان تيوردوكسين، آنتي وسيله آنزيم آنتي

 استيل سيستئين-Nو  (PDTC)تيوكربومات  دي پيروليدين

(NAC)  يابد افزايش مي. 

است  مكنم AP-1كند فاكتور رونويسي ها بيان مي اين داده 

ها عمل  اكسيدان دهنده به آنتي به عنوان يك عنصر پاسخ

منجر به  TNF-αطور مستقل يا همراه با  به  PDTC.كند

شود و در  مي c-fosمنومرهاي  mRNAافزايش سطح 

افزايش  PDTCبه وسيله  AP-1نهايت فعاليت اتصالي

بلات، فاكتور  آمده از نورترن دست باتوجه بهنتايج به. يابد مي

ممكن است به عنوان يك فاكتور رونويسي  AP-1ونويسي ر

اين مطالب . )22(كند ها عمل اكسيدان دهنده به آنتي پاسخ

تأثير برخي  تحت c-fosدهد بيان منومرهاي  نشان مي

  اي كه توسط در مطالعه. يابد ها افزايش مي اكسيدان آنتي

اران در دانشگاه علوم پزشكي ابراهيمي و همك نوراني،

اكسيدان در ديواره  هاي آنتي شد، بيان ژن االله انجام بقية

طور چشمگيري در  هاي هوايي مصدومين شيميايي به راه

اما مطالعات . يافت هاي كنترل افزايش مقايسه با نمونه

دنبال اين آزمايشات صورت  ايمونوهيستوشيمي كه به

اكسيدان در  ي آنتيها پروتئينداد حضور  گرفت، نشان

بت به ي هوايي مصدومين شيميايي نسها ديواره راه

 است يافته توجهي كاهش طور قابل هاي كنترل به نمونه

اكسيدان  ي آنتيها پروتئينبدين ترتيب حضور . )23و24(

ميايي كمتر از حد معمول است و در مصدومين شي

از طريق  c-fosفعاليت  تواند دليل محكمي براي عدم مي

ترين توجيه براي  محتمل. ها باشد اكسيدان تحريك آنتي

 TNF-αشدن آن از طريق مولكول  فعال c-fosافزايش بيان 

بودن اين افزايش دار معني است و عدم MAPKو مسير 

ها  اكسيدان در نتيجه كاهش حضور آنتيبيان ممكن است 

 .ها باشد توسط اين مولكول c-fosالقاي بيان  وعدم

ن بررسي، آمده از اي دست كلي و با توجه به نتايج بهطور به

شدن اين  است نشانگر فعال ممكن ، C-fosافزايش بيان ژن 

هاي  باشد و ممكن است بيان ژن ROSمولكول از طريق 

 .دنبال داشته باشد هاي التهابي را به  سيتوكين و ژن
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