
 

  موردگزارش 

  رفسنجان یمجله دانشگاه علوم پزشک

  1307-1322 ،1401 اسفند ،21 دوره
  

  

میتوکندري در بیماران ایرانی مبتلا به پولیپوز  DNAتوالی  D-loopتجزیه و تحلیل ژنتیکی ناحیه 

  شاهدي-آدنوماتوز خانوادگی: یک مطالعه مورد
  

  

  

  

  4فرزانه قاسمی ،3مهري خاتمی ،2، الهام افخمی عقدا1محمد مهدي حیدري
  

  

  13/12/1401: مقاله رشیپذ   10/12/1401: سندهیاز نو هیاصلاح افتیدر 27/10/1401: جهت اصلاح سندهیارسال مقاله به نو 08/08/1401: مقاله افتیدر
  

  

  

  

  

  

  چکیده

) یک اختلال ارثی و شکل نادري از Familial adenomatous polyposis; FAPپولیپوز آدنوماتوز خانوادگی (زمینه و هدف: 

زندگی  یا سوم آن بیشتر در دهه دومبروز شود و است. این بیماري در هر دو جنس به طور مساوي ظاهر می سرطان کولورکتال

اما نقش  .با انواع تومورهاي انسانی گزارش شده است D-loopناحیه در  مخصوصاًها و تغییرات ژنوم میتوکندري است. جهش

هاي وقوع جهش تعیینزایی و پیشرفت تومورها هنوز مشخص نیست. هدف مطالعه حاضر ها در بیماريدقیق این جهش

  FAPبیماران در ،)Hypervariable region; HVRبسیار متغیر ( هايجایگاهدر ژه وی هبو   D-loopدر ناحیه mtDNAي نوکلئوتید

  .است

 با استفاده ازمیتوکندري   D-loopاز نظر وجود جهش در ناحیه FAP بیمار 56 ،شاهدي-در این مطالعه مورد ها:مواد و روش

 ;Single-stranded conformation polymorphismاي (مورفیسم کنفورماسیون تک رشته، پلیTouchdown PCRهاي تکنیک

SSCP (ا بیماري این تغییرات نوکلئوتیدي بآماري براي یافتن ارتباط فیشر  آماري آنالیزز و آنالیز تعیین توالی بررسی شدند. ا

FAP استفاده شد. 

شناسایی شد. دو مورد از این  FAP علائمبیماران مبتلا به ژنوم میتوکندري   D-loopنوکلئوتیدي در ناحیه تغییر 19 ها:یافته

آماري  آنالیز ) جدید بودند و قبلاً در هیچ بیماري گزارش نشده بودند. نتایجC16352Tو  C16335Tتغییرات نوکلئوتیدي (

  ). >0P /05( دادبیماران و گروه کنترل نشان گروه را در بین  مهمیتفاوت آماري  ،هاي مشاهده شدهجهش

در مقایسه با  FAPدر تمام موارد   D-loopدر ناحیه mtDNAهاي همبستگی مثبت جهش هاي این مطالعهتهیاف گیري:نتیجه

آیند ثیر بر فرأهاي غیرکدکننده میتوکندري ممکن است با تجهش در توالی ،. بنابرایندهدمی نشان همسان هاي کنترلگروه

  یوب در زنجیره تنفسی شوند.هاي معهاي میتوکندریایی منجر به تولید پروتئینبیان ژن

  خیمی، سرطان کلورکتال، پولیپوز آدنوماتوز خانوادگی، بدD-loopمیتوکندریایی،  DNA: هاي کلیديواژه
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   مقدمه

 OMIM #175100) (Familial( پولیپوز آدنوماتوز خانوادگی

adenomatous polyposis; FAP ( یک اختلال نادر اتوزومال غالب

است و با وجود صدها تا هزاران پولیپ در روده بزرگ، کولون و 

شود. درصدي از سوم زندگی مشخص میدوم یا رکتوم در دهه 

در صورتی که در  FAPهاي بیماران مبتلا به نوع کلاسیک پولیپ

م کولورکتال مراحل اولیه شناسایی و درمان نشوند به کارسینو

)Colorectal carcinoma; CRC برآوردها  .]1[خواهند شد ) مبتلا

نفر را تحت  40000-11000نفر در هر FAP، 1-3دهد که نشان می

. علائم عمومی ممکن است شامل درد ]2[ تأثیر قرار داده است

هاي قابل لمس شکم و کاهش وزن یا اسهال، تودهشکمی، یبوست 

ممکن است با برخی از تظاهرات خارج از روده بزرگ  FAP. ]3[ باشد

هاي دندانی، هیپرتروفی مادرزادي اپیتلیوم مانند استئوما، ناهنجاري

 Congenital hypertrophy of the retinal pigmentرنگدانه شبکیه (

epithelium; CHRPE،( گاه گوارش فوقانی و سایر هاي دستپولیپ

  .]4-5[ هاي خارج کولون ظاهر شودبدخیمی

معمولی/کلاسیک در درجه اول  FAPتشخیص بالینی استاندارد 

پولیپ آدنوماتوز در کولون و رکتوم و یک  100به شناسایی بالینی 

لب در سابقه خانوادگی متکی است. با این حال، بیماران با وراثت غا

پولیپ اما با سابقه خانوادگی  100پولیپ یا بیشتر، یا با کمتر از  100

شوند. تشخیص داده می FAP، از نظر بالینی نیز با FAPمثبت براي 

اي مانند پولیپ معده، با این حال، وجود و بروز اختلالات خارج روده

هاي تیروئید درمی، تومورهاي دسموئید، و ناهنجاريهاي اپیکیست

کلاسیک به طور بالقوه معیارهاي مفیدي در  FAPو دوازدهه در 

  .]6[ تشخیص بیمار هستند

هاي اي داراي ژنومهاي یوکاریوتی علاوه بر ژنوم هستهسلول

اي هاي پیچیده چند منظورههستند که در اندامک نیز سیتوپلاسمی

هاي اند. میتوکندري مکانیسمبندي شدهبه نام میتوکندري طبقه

ریزي جمله تولید انرژي سلولی و متابولیسم، مرگ برنامهمختلفی از 

ریزي نشده سلولی (آپوپتوز و نکروز) و مسیرهاي شده و برنامه

هاي اندامکبه عنوان ها کند. میتوکندريتنظیم مینیز زدایی را سم

اد هاي آزتولید رادیکال ، درهاي یوکاریوتیمختار در سلولدنیمه خو

توانند فرآیند آپوپتوز را فعال ها میمیتوکندري. ]7[دارند نیز نقش

به عبارت  کنند.) تولید ROSفعال اکسیژن (هاي و طی آن گونه

عنوان عوامل پیش آپوپتوزي عمل  بهها میتوکندري از یک سودیگر، 

کنند و از سوي دیگر، در شروع و پیشرفت فرآیند تومورزایی می

 DNAهاي ترمیم مکانیسم و ها. به دلیل فقدان هیستوننقش دارند

طی  تولید شدههاي فعال اکسیژن نزدیکی به گونه همچنینو 

م ، ژنوفسفوریلاسیون اکسیداتیو در غشاي داخلی میتوکندري

در معرض نرخ جهش بالاتري نسبت به  )mtDNA( میتوکندري

DNA هاي سیتوپلاسمی انرژي این اندامک .]8[قرار دارد اي هسته

 Oxidativeسلولی را از دو مسیر اصلی فسفوریلاسیون اکسیداتیو  (

phosphorylation; OXPHOS و چرخه اسید سیتریک تولید (

میتوکندري بر تومورزایی  OXPHOSهاي تأثیر جهش .]9[ کنندمی

تغییرات بدخیم، ممکن است از طریق تعدادي سمت یا پیشرفت به 

اما پیامدهاي  .حاصل شود mtDNAاز تغییرات نوکلئوتیدي در 

 .]10[ ها هنوز مشخص نشده استبالقوه بالینی این جهش

به طور گسترده در طیف وسیعی از  mtDNAهاي سوماتیک جهش

شناسایی  D-loopتومورهاي اولیه انسانی با بالاترین شیوع در ناحیه 

هاست که به عنوان نشانگرهاي زیستی جذاب در اند و مدتشده

ابولیسم تومورهاي سفت . مت]11[ شوندمید سرطان پیشنها

)Solidهندهدنشان  . این موضوع) با تولید بالاي لاکتات مرتبط است 

. با مطالعه بیش از ]12[ت تومورها اسدر نقص عملکرد میتوکندري 

سوماتیک اختصاصی تومور، مشخص شده  mtDNAجهش  200

 هادرصد جهش missense ،83ها از نوع جهش درصد 52است که 
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 85و  rRNAهاي در ژن هادرصد جهش tRNA ،38هاي در ژن

. ]13[ میتوکندري هستند تنظیمی احیون يهاجهش، درصد

به عنوان یک نشانگر  تواندمی mtDNAهاي خاص توموري در جهش

 ینبه رابط یافتنبراي  مطالعه حاضر .تشخیصی اولیه ارزشمند باشد

بسیار حائز اهمیت هاي توموري و بدخیمی mtDNAهاي جهش

ممکن است بینش جدیدي را در رویکردهاي تشخیص و است و 

 انجام تاکنونلعاتی که مطاپیشنهاد دهد. در آینده درمان سرطان 

بر  ،در تومورهاي انسانی عمدتاًرا  mtDNAتغییرات  ثیرأشده است ت

 ،دهد. به عبارت دیگرنشان میهاي زنجیره تنفسی نواحی کمپلکس

کمی و ارتباط  FAPدر میتوکندري بیماران   D-loopوضعیت ناحیه

انجام هنوز مشخص  FAPدر این ناحیه و  mtDNAبین تغییرات 

تجزیه و تحلیل  به مطالعهاین لازم به ذکر است که است. نشده 

. با این پرداخته است FAPدر بیماران میتوکندري   D-loopناحیه

هاي سوماتیک در آسیب و ایجاد وجود، ممکن است با افزایش سن

DNA تلیال دستگاه هاي اپیاي و میتوکندریایی سلولهسته

  . ]14[ یابدهاي پولیپوز در افراد افزایش خطر بروز بیماري ،گوارش

اي رشته دو DNAژنوم میتوکندري انسان شامل یک مولکول 

ژنوم  .دارد )bpجفت باز ( 16569حلقوي است که طولی به اندازه 

زیرواحدهاي کننده  ژن کد 13ژن شامل  37میتوکندري متشکل از 

ژن  2، (OXPHOS)پپتیدي سیستم فسفوریلاسیون اکسیداتیو پلی

براي تولید و ذخیره  tRNAژن کدکننده  22و  rRNAکننده  کد

 دک انرژي است. علاوه بر این، ژنوم میتوکندري شامل یک ناحیه غیر

شامل دو منطقه به  D-loopاست. ناحیه  D-loopکننده به نام 

) 340تا  73( HVR2) و 16365تا  HVR1 )16024هاي نام

)Hypervariable Region1,2 (به دو دلیل میانگین جهش در  .است

HRV1,2 هاي ژنوم میتوکندري است. دلیل تر از سایر قسمتبیش

دوم  واول اینکه این دو ناحیه، کدکننده هیچ پروتئینی نیستند 

نقش مهمی  ،برنده رونویسیپیش به عنوان D-loop اینکه ناحیه 

  .]15[شوند گرفته در آن ابقاء میهاي صورتاز این رو جهش .ندارند

) تغییرات www.mitomap.orgطبق پایگاه داده میتوکندري (

به عنوان یک رویداد تکرار  D-loopدر ناحیه  mtDNAنوکلئوتیدي 

ور در بوف . لازم به ذکر است که این تغییراتعنوان شده استشونده 

سرطان دهانه رحم، سرطان سینه، کارسینوم معده، مري، سرطان 

کولورکتال، سرطان کبد سلولی، سرطان ریه، آندومتریوز رحم، 

هاي جهش ها به شکلکارسینوم سلول کلیه و سایر بدخیمی

-17[ اي، درج شدگی و حذف نوکلئوتیدي گزارش شده استنقطه

16[ .D-loop  باز است جفت 1122داراي طولی به اندازه

). در این مطالعه، یک 576-1و  16569-16024(نوکلئوتیدهاي 

ژنوم میتوکندري  D-loopکیلوباز در ناحیه  1 تقریباًبه طول ناحیه 

تا پلی  گرفته استمورد مطالعه قرار  FAPبیماران مبتلا به 

 ءمرتبط با خطر ابتلا D-loopهاي تک نوکلئوتیدي ناحیه مورفیسم

  .شودشناسایی  FAPبه 

  هامواد و روش

گیر بیمار خانوادگی و تک 56 ،شاهدي-در این مطالعه مورد

)Sporadic مبتلا به (FAP  پس از جراحی براي درمان سرطان

. همه بیماران شدندهاي مولکولی انتخاب کولورکتال، جهت بررسی

سال) و با تشخیص  20تا  7/0سال (محدوده  5/13با میانگین سنی 

 1397تا  1395کلاسیک بودند که در فاصله زمانی  FAPتأیید شده 

عه کرده بودند. پس از تهران مراج (ره)به بیمارستان امام خمینی

بررسی سوابق بالینی، بیمارانی که سابقه هرگونه بیماري گوارشی، 

تخاب بیماران ان کبدي، کلیوي و قلبی داشتند از مطالعه خارج شدند.

خانواده مختلف ایرانی  9هاي مولکولی، متعلق به شده براي بررسی

زن و  16خویشاوند ( گیر و غیربیمار تک 30مرد) و  9زن و  17(

  مرد) بودند. 14
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هاي کنترل سالم نفره به عنوان نمونه 60علاوه بر این، یک گروه 

از نظر سن و جنسیت با گروه بیماران  . گروه کنترلانتخاب شدند

و  P=26/0سال:  19تا  2معناداري نداشتند ( اختلاف آماري مهم و

). گروه کنترل متشکل از افراد سالم و P=76/0زن:  29مرد و  31

یر مرتبط با هم و بدون سابقه خانوادگی شناخته شده هر نوع غ

سرطان و از همان منطقه جغرافیایی وارد مطالعه شدند. این افراد 

وزیع ت .براي انجام معاینات روتین به بیمارستان مراجعه کرده بودند

 54 عدادت جنسیتی در هر دو گروه بیمار و کنترل، تقریباً برابر بود و

در مطالعه حضور ) درصد 53,45( زن 62) و صددر 46,55( مرد

 هايگروهذکر شده در متغیرهاي یکسان توزیع به علت . داشتند

 ،براي یک تحلیل آماري معتبرنمونه مورد بررسی بیمار و کنترل، 

ط هاي این مطالعه توسقابل قبول در نظر گرفته شد. تمامی پروتکل

) IR.YAZD.REC.1401.053کمیته اخلاق دانشگاه یزد تأیید شد (

 Declaration ofها مطابق با اعلامیه هلسینکی (و تمامی رویه

Helsinki (1975 و استانداردهاي  2008، اصلاح شده در سال

 .]18[ اخلاقی بود

هانه مشارکت در طرح تمام افراد (مورد و شاهد) فرم رضایت آگا

تحقیقاتی را تکمیل نمودند. با مروري بر مطالعات پیشین، یک چک 

لیست جامع در ارتباط با عوامل احتمالی مرتبط با بیماري، تهیه و 

 گیري توسط فرد آگاه تکمیل گردید. سپس از همههنگام نمونه

ها در نمونه لیتر نمونه خون محیطی گرفته شد ومیلی 5افراد، 

در شرایط سرد به  EDTA هاي استریل حاوي ماده ضد انعقادلوله

 تا زمان انجام آزمایشات ها. نمونهآزمایشگاه ژنتیک انتقال داده شدند

گراد (شرکت پارس، ساخت ایران) درجه سانتی -20در فریز 

هاي خون تام، طبق پروتکل از نمونه DNA استخراج. داري شدندنگه

 ،YT9040(شرکت یکتا تجهیز آزما  DNA پیشنهادي کیت استخراج

روش  از D-loopهاي مولکولی ناحیه براي بررسی. انجام گرفت) ایران

Touchdown PCR  .براي تکثیر قطعه مورد نظر استفاده شد

است  DNA هاي تکثیریکی از انواع روش  Touchdown PCRروش

ر گردد. دکه سبب کاهش احتمال تکثیر قطعات غیراختصاصی می

ش به جاي استفاده از یک دماي اتصال پرایمر مشخص، از این رو

شود. ) استفاده میAnnealingیک بازه دمایی در مرحله اتصال (

ط شود که فقبدین صورت که دماي اتصال با بالاترین دما شروع می

شود. به تدریج در سبب تکثیر اختصاصی قطعه مورد نظر می

ن در واقع ای. یابدمیهاي بعدي دما به صورت تدریجی کاهش سیکل

 DNA روش، سبب افزایش اختصاصیت و حساسیت تکثیر قطعه

 .]19[شود مورد نظر می

دو پرایمر در میکروتیوب واکنش  Touchdown PCRروش  در

PCR افزار شود. پرایمرهاي اختصاصی، با نرمریخته می

  Primer1 (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html)آنلاین

پس از بلاست کردن پرایمرها،  شد.طراحی 

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blastبا کل  ) و بررسی همولوژي

ها در تکثیر ناحیه هدف، مورد ژنوم انسان و تأیید اختصاصیت آن

  ).1استفاده قرار گرفتند (جدول 

  D-loopژن  PCRتوالی و موقعیت پرایمرهاي طراحی شده براي واکنش  -1 جدول

  )bpاندازه (  نام قطعه
Tm 

)�(C  

موقعیت نوکلئوتیدي 

  پرایمرها
  )5'-3'توالی پرایمرها (

D-loop 927  
60  16153-16133  F-CCATAAATACTTGACCACCTG  

60  469-491 R-GTATTGATGAGATTAGTAGTATG  
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 D-loopمیکرولیتر براي تکثیر ناحیه  25در حجم  PCR واکنش

 .با استفاده از مسترمیکس آماده شرکت یکتا تجهیز آزما انجام گرفت

شامل  PCR، مخلوط واکنش Touchdown PCRبراي انجام روش 

میکرولیتر از هر پرایمر  3میکرولیتر مخلوط مسترمیکس،  10

)Forward  وReverse ،(5  میکرولیترDNA  میکرولیتر آب  7الگو و

 TMT100با کمک دستگاه ترموسایکلر  آماده شد. دیونیزه استریل

انجام  DNA، ساخت آمریکا) واکنش تکثیر قطعه  Rad Bio(شرکت

به این  Touchdown PCR برنامه زمانی و دمایی واکنش گرفت.

درجه  96ماي صورت انجام گرفت: دناتوراسیون اولیه در د

سیکل دمایی متشکل  35دقیقه و به دنبال آن  3گراد به مدت سانتی

ثانیه، دماي  30گراد به مدت درجه سانتی 96از دماي دناتوراسیون 

گراد (به صورت درجه سانتی 63تا  54اتصال از درجه حرارت 

درجه سانتیگراد به ازاي هر سیکل) و مرحله گسترش  5/0کاهشی 

گراد و مرحله درجه سانتی 72دقیقه در درجه حرارت به مدت یک 

درجه  72گسترش نهایی به مدت پنج دقیقه در درجه حرارت 

گراد صورت گرفت. در نهایت براي اطمینان از تکثیر قطعات سانتی

 5/1روي ژل آگاروز  PCR میکرولیتر از محصولات 5، مورد نظر

ز . ژل آگاروفورز شداري و الکترذدرصد حاوي اتیدیوم بروماید، بارگ

ولت الکتروفورز گردید و پس از  100دقیقه و با ولتاژ  30به مدت 

 Gel Doc با استفاده از دستگاه ترانسلومیناتور ها نمونهآن 

)UVITEc, UK ( ها صورت گرفت. برداري از آنو تصویرشد مشاهده 

که  PCRمحصولات تکثیر شده در مرحله بعد، براي غربالگري 

 SSCP )Single-strandedهش بودند، از تکنیک حاوي ج

conformation polymorphism براي تمام بیماران (FAP  و افراد

میکرولیتر از محصولات  10سالم استفاده شد. در این تکنیک، ابتدا 

PCR  میکرولیتر محلول بارگذاري (لودینگ) 7باSSCP   شامل

 2/0ساکارز و  درصد NaOH ،45میلی مولار  10، درصد 95فرمامید 

به مدت  DNA. سپس قطعات ندمخلوط شد FFزایلن سیانول  درصد

گراد دناتوره شدند و بلافاصله درجه سانتی 95دقیقه در دماي  10

و جداسازي  الکتروفورزدقیقه در حمام یخ خنک شدند.  5به مدت 

 49:1درصد (با نسبت  7آکریل آمید روي ژل پلی DNAقطعات 

ساعت در ولتاژ  18-16آکریل آمید) به مدت مید به بیس آ آکریل

روي  SSCPآمیزي باندهاي شد. رنگانجام ولت در دماي اتاق  110

 شدانجام آمیزي نقره مطابق پروتکل استاندارد ژل با روش رنگ

. قطعاتی که الگوهاي الکتروفورتیک و مهاجرتی متفاوتی در ]20[

دادند، مستقیما براي هاي کنترل سالم نشان میهمقایسه با نمون

شناسایی دقیق تغییر نوکلئوتیدي تعیین توالی شدند (شرکت 

و برنامه  MEGA5ها با نرم افزار نورژن، تهران). نتایج تعیین توالی

)، CRS() بررسی و با توالی مرجع کمبریج chromasکروماس (

MITOMAP  و توالی ثبت شده در سایتNCBI راز شدند. تهم

ها نیز از طریق پایگاه سایر گونه D-loopردیفی با توالی ناحیه هم

BLAST .انجام شد  

هاي آماري و تعیین ارتباط یا تفاوت معنادار تغییرات براي بررسی

در دو گروه کنترل و بیمار، از آزمون  FAPنوکلئوتیدي با بیماري 

استفاده  13سخه ن  SPSSافزار) و نرمFisher’s exactآماري فیشر (

مستقل انجام شد. صفات کیفی با  t ها با آزمونمقایسه میانگینشد. 

آزمون مجذور کاي بین دو گروه مقایسه شدند. مقایسه مقادیر مورد 

ها در هر دو گروه کنترل و بیمار با انتظار و مشاهده شده ژنوتیپ

 ترداري کمسطح معنی آزمون مجذور کاي مورد بررسی قرار گرفت.

  دار در نظر گرفته شد. از نظر آماري مهم و معنی ،)P<0.05( 05/0از 

  نتایج

 5/13با میانگین سنی  FAPبیمار مبتلا به  56در مطالعه حاضر 

 FAPسال) و با تشخیص تأیید شده  20تا  7/0سال (محدوده 

 9هاي مولکولی انتخاب شدند که متعلق به براي بررسیکلاسیک 

گیر و بیمار تک 30مرد) و  9زن و  17(خانواده مختلف ایرانی 
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با  FAPارزیابی اولیه براي . مرد) بودند 14زن و  16خویشاوند (غیر

خانواده مختلف ایرانی،  9از  بیمار 26دلیل سابقه خانوادگی مثبت در 

 FAP را نشان داد. سایر بیماران با تشخیص درصد 43/46فراوانی 

). درصد 57/53 فراوانینفر با  30گیر جدید بودند (موارد تک

آورده شده  2خصوصیات جمعیتی بیماران بررسی شده در جدول 

  .است

  

 FAPبیماران  دموگرافیکمشخصات بالینی و  -2جدول

  فراوانی یا میانگین  محدوده  56تعداد بیماران=  مشخصات بالینی

  جنسیت

  زن

  مرد

  

33  

23  

  

  با سابقه خانوادگی 17

  سابقه خانوادگیبا  9

  

92/58%  

08/41%  

  FAPوقوع 

  با سابقه خانوادگی

  بدون سابقه خانوادگی

  

26  

30  

  

  خانواده مختلف 9از 

 FAPبراساس تشخیص بالینی 

 

43/46%  

57/53%  

  سن در زمان تشخیص

  در موارد خانوادگی

  )Sporadicگیر (در موارد تک

  

26  

30  

  

  سال 20تا  7/0

  سال 20تا  5/1

  

  سال 5/12

  سال 15

  گیري شدههاي پیموارد پرونده

  در موارد خانوادگی

  )Sporadicگیر (در موارد تک

  

3  

5  

  

  سال 10تا  1

  سال 20تا  5/2

  

  سال 16/6

  سال 8/11

  

میتوکندري، با استفاده از واکنش  D-loopتوالی ناحیه 

Touchdown PCR  و آنالیزSSCP  و تعیین توالی مستقیم توالی در

نمونه کنترل سالم و غیرسرطانی مورد بررسی  60و  FAPبیمار  56

تغییر  19 ،مرد) 23زن و  33). در بیماران (1قرار گرفت (شکل 

مشاهده شد. در گروه  D-loopنوکلئوتیدي هموزیگوت در توالی 

تغییر  FAP ،13کنترل نیز با فراوانی بسیار کمتر نسبت به بیماران 

  نوکلئوتیدي در این ناحیه مشخص شد. 

 
قطعات تکثیر شده در  7تا  2هاي است و ستون bp100با اندازه  DNA Ladder، 1بیمار، ستون  6از ژنوم میتوکندري در  DNAالف) تکثیر قطعه  -1 شکل

هاي بیماران و تفاوت الگوي مهاجرت باندها روي ها نشان دهنده شیفت باندي نمونهدر بیماران. فلش SSCPدهد. ب) نتایج آنالیز بیماران را نشان می

  است. bp 100با اندازه  DNA ladderها دلالت دارد. ستون آخر، هاي نوکلئوتیدي در نمونهژل هستند که به وجودجهش



 1313  یدريح يمحمد مهد

 1401، سال 12، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 آزمون دقیق فیشر و استفاده ازهاي آماري نیز با تجزیه و تحلیل

براساس تجزیه و تحلیل رگرسیون  انجام شد.  SPSSافزارنرم

در گروه  CI درصد 95و  P-value ،Odd-ratioلجستیک و سه پرامتر 

داري در فراوانی و نرخ وقوع تغییرات بیماران، افزایش آماري معنی

این تغییرات  .نوکلئوتیدي نسبت به گروه کنترل وجود دارد

داراي همبستگی و ارتباط مثبت  FAPنوکلئوتیدي در بیماران 

میزان  رسد،با توجه به نتایج به نظر می). 3(جدول  هستند

داري را در بین بیماران هاي مشاهده شده، تفاوت آماري معنیجهش

) و تنها دو تغییر نوکلئوتیدي P<0.05دهد (و افراد کنترل نشان می

 :C16223همی را بین دو گروه نشان ندادند (تفاوت آماري م

P=0.055, A16482G: P=0.177 .( هاي جهشلازم به ذکر است که

 حذف واي بودند هاي نقطهشامل جهش شدهنوکلئوتیدي مشاهده 

مشاهده  این مطالعههاي بیماران شدگی در نمونه شدگی یا درج

  نشد. 

  FAPدر بیماران مبتلا به  D-loopتغییرات نوکلئوتیدي در ناحیه  -3 جدول

شماره 

  نوکلئوتید

تغییر 

  نوکلئوتید

-Dموقعیت در ناحیه 

loop  

فراوانی نسبی 

جهش در بیماران 

(%)  

فراوانی نسبی 

جهش در کنترل 

(%) 

  مقدار

P  
 نسبت شانس

  فاصله اطمینان

  درصد 95

16189  T→C  *MT-HV1  )42/21 (12  )33/3 (2  001/0  091/16  415/128-016/2  

16223  C→T  MT-HV1  )71/10 (6  )66/1 (1  055/0  080/7  797/60-824/0  

16242  C→T  MT-HV1  )50/12 (7  )66/1 (1  028/0  429/8  873/70-002/1  

16248  C→T  MT-HV1  )42/21 (12  0  001/0<  -  459/1-110/1  

16257  C→T  MT-HV1  )85/17 (10  0  001/0  -  311/1-065/1  

16294  C→T  MT-HV1  )57/28 (16  )5 (3  001/0  600/7  822/27-076/2  

16311  T→C  MT-HV1  )42/21 (12  )66/1 (1  001/0  091/16  415/128-016/2  

16335  C→T  MT-HV1  )14/32 (18  )66/1 (1  001/0<  947/27  077/218-582/3  

16352  C→T  MT-HV1  )64/19 (11  0  001/0<  -  416/1-093/1  

16362  T→C  MT-HV1  )92/8 (5  0  024/0  -  192/1-012/1  

16390  G→A   **MT-ATT   )85/17 (10  )66/1 (1  003/0  826/12  850/103-584/1  

16482  A→G  MT-ATT  )28/14 (8  )5 (3  117/0  167/3  604/12-796/0  

16519  T→C  MT-ATT  )50/62 (35  )66/11 (7  001/0<  619/12  826/32-851/4  

73  A→G  ***MT-HV2  )07/41 (23  )33/3 (2  001/0<  212/20  201/91-479/4  

146  T→C  
****MT-

HV2/OHR/ATT  
)35/30 (17  )33/0 (5  004/0  795/4  095/14-631/1  

152  T→C  
MT-

HV2/OHR/ATT  
)25 (14  )66/1 (1  001/0<  667/19  385/155- 489/2  

195  T→C  
MT-

HV2/OHR/ATT  
)07/16 (9  0  001/0  -  336/1-062/1  

199  T→C  
MT-

HV2/OHR/ATT  
)78/26 (15  0  001/0<  -  600/1-166/1  

204  T→C  
MT-

HV2/OHR/ATT  
)92/33 (19  )33/3 (2  001/0<  892/14  699/67-276/3  

  

)، **** 372تا  57میتوکندري (نوکلئوتیدهاي   HVR2)، ** غشاي میتوکندري، *** قطعه16383تا  16024میتوکندري (نوکلئوتیدهاي  HVR1*قطعه 

  )441تا  110همانندسازي زنجیره سنگین (نوکلئوتیدهاي  أمنش
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ژنوم میتوکندري به عنوان ناحیه  D-loopجایی که ناحیه از آن

 mtDNAیندهاي همانندسازي و نسخه برداري آکنترلی در فر

مشخص شده است، بنابراین دور از انتظار نیست که داراي 

از این رو ما شاخص  .حفاظت شده باشدهاي نوکلئوتیدي موقعیت

) را براي هر نوکلئوتید Conservation index; CIحفاظت شدگی (

 گونه شامل پستانداران غیر 100در این ناحیه در میان حداقل 

ها، انسانی و غیر پستانداران بررسی کردیم (از جمله انواع نخستی

 هاي ناحیهتوالیها، خزندگان و حشرات). سانان، پرندگان، ماهیگربه

D-loop ) این موجودات از طریق سایت مرجعwww.mitomap.org (

MITOMAP  وGenBank تراز گردید. هشت و با هم هم حاصل شد

تغییر نوکلئوتیدي مشاهده شده در بیماران  19جهش از مجموع 

FAP با ،CI  حفاظت شده بودند:  ٪100- ٪97حداقلT16189C ،

C16248T ،C16257T ،C16335T ،C16352T ،T16362C ،T195C 

- ٪90حداقل  CI، همچنین، سه تغییر نوکلئوتیدي با T199Cو 

، و C16294T ،T16519Cبه طور متوسط حفاظت شده بودند:  97٪

T146Cمتر هاي ک. هشت تغییر نوکلئوتیدي دیگر نیز در موقعیت

تغییر نوکلئوتیدي یافت شده در  19حفاظت شده مشاهده شدند. از 

هاي بسیار حفاظت اي در موقعیتین مطالعه، تنها دو جهش نقطها

) و C16352Tو  C16335T)، جدید بودند (<CIدرصد 97شده (

در ارتباط با  SNPو  MITOMAPهاي اطلاعاتی تاکنون در بانک

  ).2هیچ بیماري گزارش نشده بودند (شکل 

  

  
(سمت چپ) و در  16335در افراد بیمار که در نوکلئوتید هاي جهش یافته هموپلاسمی نرمال در افراد کنترل. (ب) توالیهاي (الف) توالی -2 شکل

  باشند.می  Tبه  Cهاي جدیدجهش (سمت راست) هر دو داراي 16352نوکلئوتید 

  

  بحث

ندري با میتوکفرکانس تغییرات نوکلئوتیدي با نرخ بالا در ژنوم 

. هاي مختلف از جمله سرطان مرتبط استافزایش خطر بیماري

 در D-loopهاي ناحیه مورفیسمپلیدهد که نشان میها بررسی

mtDNA مانند کولورکتال، ریه، کبد، معده، ها سرطان با برخی

در  ]21-22[پستان، دهانه رحم، پوست، دهان، کلیه و سر و گردن 

یکی از اولین شواهد مبتنی بر نقش ژنوم  .]23[است  ارتباط

بود  ND3هاي ژن ها، مطالعه جهشمیتوکندري در پیشرفت سرطان
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در زنان  ،هاي مهاجم سینه و آندومترکه با افزایش خطر سرطان

  .]24[ آمریکایی مرتبط بود-آفریقایی

هاي گوارشی نیز رایج است. هاي میتوکندریایی در بیماريجهش

هاي آزاد به مدت زیاد در میتوکندري باعث زیرا وجود رادیکال

 Reaction Oxygen: زاهاي اکسیژن واکنش(گونه ROS تشکیل

Speciesهايشود و در نتیجه باعث القاي جهش) می mtDNA  و

هاي اد جهش. نکته مهم اینجاست که میزان زی]25[شود آپوپتوز می

mtDNA  در بیماران، سبب ناپایداري ژنوم میتوکندري این بیماران

ها ممکن است گردد. وجود این جهشدر مقایسه با افراد سالم می

هاي تنفسی میتوکندري و در نتیجه موجب نقص در فعالیت زنجیره

. مطالعات اخیر نشان داده است که ]14[شود  ATP کاهش تولید

اي و حذف، در انواع هاي نقطه، شامل جهشmtDNAهاي جهش

شناسایی  FAPهاي انسانی از جمله ها و بیماريمختلف سرطان

هاي ها اندامک هاي موجود در سلولمیتوکندري .]27, 26[اند شده

یوکاریوتی هستند که نقش اصلی آنها تولید منابع انرژي به شکل 

ATP این  به این ترتیب، .از طریق فسفوریلاسیون اکسیداتیو است

کند اندامک تعدادي از فرآیندهاي مربوط به بقاي سلول را کنترل می

هاي تومور دارد. اي در نگهداري سلولو همچنین نقش برجسته

ممکن است بر کارایی زنجیره انتقال  mtDNAتغییرات نوکلئوتیدي 

تأثیر  ROS) و تولید Electron transport chain; ETCالکترون (

. این ]28[ خطر ابتلا به سرطان نقش داردافزایش بگذارد که در 

SNPن است رونویسی ژنوم میتوکندري را تغییر دهند و به ها ممک

با تغییر رونویسی میتوکندري افزایش  ROSهمین ترتیب تولید 

ها در ناحیه SNPاما هنوز مشخص نیست که چگونه  .یابدمی

به سرطان را  ء، خطر ابتلاD-loopکننده رونویسی در ناحیه تنظیم

ي ژنتیکی اغلب در بسیاربا این وجود، این تغییرات  .دهندافزایش می

  از انواع سرطان شناسایی شده است.

-Dهاي موجود در ناحیه مورفیسمبه دلیل ارتباط قوي بین پلی

loop ها، این ناحیه به طور گسترده در و خطر ابتلا به انواع سرطان

 2011هاي مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته است. در سال جمعیت

Ebner 1598فرد مبتلا به ملانوما و  351 و همکارانش با بررسی 

فرد کنترل، مشاهده کردند که تغییرات نوکلئوتیدي ناحیه تنظیمی 

)Control region ;CR( mtDNA زایی دخیل است در روند بیماري

 Abdel Meguid Kassem، 2011. در مطالعه دیگري در سال ]29[

از جمله  mtDNAناحیه مختلف ژنی  6و همکاران با تحقیق بر روي 

D-loop  ل (شامهاي پولیپوز گوارشی بیمار مبتلا به سندرم 80در

 UC: Ulcerativeنفر مبتلا به ضایعات کولیت اولسراتیو ( 20

Colitis ،(20 بیمار مبتلا به پولیپ) هاي آدنوماتوزAdenomatous 

Polyposis: AP نفر مبتلا به سرطان کلورکتال)، طیف  40) و

یرات نوکلئوتیدي (هموپلاسمی و هتروپلاسمی) وسیعی از تغی

. ]30[اند ویژه در ناحیه تنظیمی میتوکندري گزارش کردهبه

) Hot spot( این ناحیه به عنوان نقطه داغدر این مطالعه، بنابراین، 

  . ه شده استدر بیماران در نظر گرفت

ما، این مطالعه اولین گزارش در بیماران پولیپوز  هايیافتهطبق 

مورد میتوکندري  D-loopآدنوماتوز خانوادگی است که در آن ناحیه 

 56اي در هاي نقطهجهشبه بررسی  این مطالعهیابی گردید. توالی

در  D-loopکه ناحیه  پرداخته استنمونه کنترل  60و  FAPمورد 

، FAPها تعیین توالی شده است. نتایج تعیین توالی در بیماران آن

تغییر نوکلئوتیدي را نشان داد که همگی به حالت هموپلاسمی  19

هاي کنترل ها در بیماران و نمونهجهش ده شدند. فراوانی اینمشاه

ها در گروه کنترل نیز جهش مورد از این 13متفاوت بود و تنها 

  مشاهده شد.

ارزیابی در این مطالعه، اکثر این حاصل از با توجه به نتایج 

را براي داشتن اهمیت بالقوه در پاتوژنز  لازمها معیارهاي جهش

FAP هاي دهد که جهشها نشان میتهدارند. یافmtDNA  تومور
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زا و ممکن است به دو دسته اصلی تقسیم شوند: بیماري

هاي مضرتري زا، جهشبیماري يmtDNAهاي جهش مورفیسم.پلی

هاي اي هتروپلاسمی، جهشهاي نقطههستند و غالبا شامل جهش

) هستند که Nonsenseمعنی (هاي بیشدگی، و جهشحذف-درج

هاي اي را در پروتئینشدهشدت حفاظت به اسیدهايآمینو

هاي مضر به عنوان عامل دهند. این جهشمیتوکندریایی تغییر می

) میتوکندري، پیشنهاد ETCمهارکننده زنجیره انتقال الکترون (

شرکت در میتوکندري  ROSتوجه تولید افزایش قابل درشوند که می

تواند باعث تغییرات در میتوکندري می ROS. افزایش ]31[دارند 

شود و به عنوان آغازگر و  DNAدرون سلولی و آسیب اکسیداتیو به 

ها را به کوژنناپروتو تواند. همچنین میمحرك توموري عمل کند

فعال تبدیل کند و در نهایت سلول تومور را تحریک به  يهاانکوژن

هاي سرطانی اغلب در سلول ROS. افزایش سطوح ]32[ تکثیر نماید

هاي هتروپلاسمی به عنوان مثال، جهش .شوددیده می

nonsense/missense  در ژنND5  میتوکندري (کمپلکسI باعث (

  .]13، 33[ شودو افزایش رشد تومور می ROSافزایش تولید 

هاي جهش mtDNAهاي مورفیسمهاي چندشکلی یا پلیجهش

 عنوان هاي مختلف انسانی بهقابل تحملی هستند که در جمعیت

شوند. تغییرات جمعیتی و یا طی روند پیري و یا بیماري مشاهده می

با این وجود، مشخص شده است که این تغییرات نوکلئوتیدي حتی 

دهند و یا در فرآیند تغییر  نیز تواند آمینواسیدهاي حیاتی رامی

کنند. رونویسی ژنوم میتوکندري اختلال ایجاد  همانندسازي و

توان به عنوان فاکتورهاي هاي چندشکلی را میبنابراین، این جهش

هاي کوچک کمکی در بقاي تومور، سازگار کردن تومورها با محیط

ها براي رسیدن به مرحله متاستاز پیشنهاد کرد جدید و تشویق آن

]34[ .  

ک هاي تمورفیسمدر این مطالعه، ما به دنبال بررسی رابطه پلی

ژنوم میتوکندري بین  D-loop) در ناحیه SNPsنوکلئوتیدي (

و مستعد به سرطان کلورکتال و گروه کنترل  FAPبیماران مبتلا به 

جهش با  17تغییر نوکلئوتیدي مشاهده شده،  19بودیم. از مجموع 

به سرطان کلورکتال همراه بود  ءو افزایش خطر ابتلا FAPبیماري 

ارتباط قابل  C16223و A16482G  ديتیو تنها دو تغییر نوکلئو

در مقایسه با فراوانی  .نداشتندلا با افزایش خطر ابتتوجهی 

از نظر آماري  هاي کنترل، این یافتهها در نمونهمورفیسمپلی

-Dهاي ناحیه مورفیسمدار بین پلیدهنده وجود ارتباط معنینشان

loop  خطر ابتلا به بیماري افزایش وFAP  در جمعیت مورد بررسی

اي هبعدي در جمعیتها باید در مطالعات حال، این یافته با این .بود

  تر تأیید شوند. بزرگ

همچنین اهمیت بیولوژیکی احتمالی تغییرات نوکلئوتیدي 

) ارزیابی CIاي (مشاهده شده با محاسبه شاخص حفاظت بین گونه

به فراوانی نوکلئوتیدهاي خاص در  CI. تجزیه و تحلیل شد

هاي یوکاریوت در طول شده در گونههاي بسیار حفاظتموقعیت

مل اشاره داشت. حفاظت تکاملی معمولاً براي تعیین ارزش تکا

شود و استفاده می mtDNAزایی جایگزینی نوکلئوتیدها در بیماري

شاخص دهد. اگر ها ارائه میاطلاعاتی در مورد اهمیت عملکردي آن

گونه  100 درنوکلئوتید نوع وحشی (نرمال) شدگی حفاظت

نوکلئوتید از دیدگاه تکاملی باشد، آن  درصد CI=97-100غیرانسانی 

ه احتمال بتغییر آن نوکلئوتید بنابراین  .بسیار محافظت شده است

زا است یا ارتباط و همبستگی نزدیکی با روند زیاد بیماري

تغییر نوکلئوتیدي شاخص  8زایی دارد. در مطالعه حاضر، بیماري

بروز  ها بابالاي حفاظت شدگی را داشتند که موید ارتباط نزدیک آن

FAP  است. همچنین در مقایسه با بانک اطلاعاتی میتوکندري

MitoMap  وSNP  مشخص گردید که برخی از این تغییرات

هاي دیگري ، در بیمارياین بررسینوکلئوتیدي مشاهده شده در 

) و گلوکوم یا آب C 195T)، ملانوما (C146Tمانند آندومتریوز (

تغییر  19. از ]35[ ) نیز گزارش شده استA16390Gسیاه (
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 اي درنوکلئوتیدي یافت شده در این مطالعه، دو جهش نقطه

اولین بار براي )، درصد CI>97هاي بسیار حفاظت شده (موقعیت

تاکنون در  که) C16352Tو  C16335Tشناسایی و معرفی شدند (

  ارتباط با هیچ بیماري گزارش نشده بودند.  

هاي مطالعه حاضر اندازه کوچک نمونه و از مهمترین محدودیت

از  .باشدمیها به منطقه جغرافیایی جنوب کشور محدود بودن نمونه

ر و تگردد مطالعات مشابه با اندازه نمونه بزرگپیشنهاد می این رو

. رددانجام گ نیز پراکندگی جمعیتی بیشتر در سایر نقاط کشور

تر، براي کشف تغییرات ژنتیکی هاي بزرگبا حجم نمونه مطالعاتی

شده هاي شناساییSNPبینی تر و اعتبارسنجی مقادیر پیشجزئی

زیرا افزایش کمیت باعث کاهش ضریب خطاي  است، مورد نیاز

  .شودموجود در نتایج به دست آمده می

  گیرينتیجه

 FAPنتایج مطالعه حاضر که براي اولین بار در بیماران مبتلا به 

-Dهاي نوکلئوتیدي در ناحیه ها و جهشSNPارتباط  انجام شد،

Loop ژنوم میتوکندري با بیماريFAP  با توجه این را نشان داد. بنابر

توان استنباط کرد که به نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر، می

نقش موثري در  ،D-loopهاي به دست آمده از ناحیه مورفیسمپلی

شناسایی  کاربرد. دارد FAPبه بیماري  ءافزایش خطر ابتلا

بینی خطرات سرطان ناشی از براي پیش mtDNA هايمورفیسمپلی

ز گیري ااي براي پیشعوامل مختلف محیطی، زمینه امیدوارکننده

هاي درمانی چنین به اصلاح تصمیمو هم سرطان در آینده است

. با این حال، انجام تحقیقات بعدي کندمیبراي این بیماران کمک 

اي هیان، ویژگیهایی را براي مطالعه و مقایسه سطوح بتواند راهمی

ا میتوکندري ب کنندههاي کدهاي سنتز شده و تقابل ژنپروتئین

  مطرح نماید. D-loop کنندهناحیه غیر کد

  تشکر و قدردانی

که  تهران(ره)  از همه بیماران و کادر درمان بیمارستان امام خمینی

اي جهت تهیه نمونه خون بیماران سوزانهیغ و دلردهاي بیهمکاري

چنین از معاونت پژوهشی دانشگاه یزد کمال تشکر را داریم. همداشتند، 

هاي مادي و معنوي از این جهت همکاري در اخذ کد اخلاق و حمایت

  کنیم.تحقیق، قدردانی می
.
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Background and Objectives: Familial adenomatous polyposis (FAP) is an inherited disorder and a rare form of colorectal 

cancer. This disease appears equally in both sexes and its occurrence is more in the second or third decade of life. Mutations 

and alterations of the mitochondrial genome, especially the D-loop region, have been reported in various human tumors. But 

the exact role of these mutations in the pathogenesis and progression of tumors is still unclear. The purpose of the present 

study was to investigate the occurrence of mtDNA nucleotide mutations in the D-loop region, especially the hypervariable 

regions (HVR) in FAP patients. 

Materials and Methods: In this case-control study, 56 FAP patients were investigated for mutations in the mitochondrial 

D-loop region by Touchdown PCR, single-stranded conformation polymorphism (SSCP), and sequencing analysis. Fisher's 

exact statistical tool was used to find the relationship between these nucleotide changes and the risk of FAP disease. 

Results: Nineteen nucleotide changes were identified in the D-loop region of patients with FAP symptoms. Two of these 

nucleotide changes (C16335T and C16352T) were novel and not previously reported in any disease. The results of the 

statistical analysis of observed mutations showed a statistically significant difference between the patient's group and the 

control group (p<0.05). 

Conclusion: The findings of this study indicate a positive correlation of mtDNA mutations in the D-loop region in all FAP 

cases compared to the matched control groups. Therefore, the mutation in mitochondrial non-coding sequences may lead to 

the production of defective proteins in the respiratory chain by affecting the expression process of mitochondrial genes. 
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