
Arc
hive

 of
 S

ID

2769 www.g3m.ir

بیماری مالتیپل اسكروزیس (ام اس) نوعی بیماری مزمن و اغلب پیش 

رونده ماده سفید دستگاه عصبی مركزی (مغز، نخاع و عصب بینایی) 

می باشد كه بندرت ممكن است اعصاب محیطی را نیز درگیر نماید. این 

بیماری با تخریب غشای میلین برخی از اعصاب مناطق فوق الذكر به 

صورت تكه های كوچك مشخص می شود. از بین رفتن غلاف میلین منجر 

به بروز اختلال در انتقال پیام های عصبــی می گردد (۱,۲). مطالعات 

خانواده ها و دوقلوها نشان داده كه ژنتیك یك عامل اساسی در بروز 

ام اس می باشد شیوع این بیماری در میان افراد درجه اول ۲۰-۴۰ برابر 

بیشــتر از شیوع آن در جمعیت عمومی است. نرخ تطابق بیشتر برای 

دوقلوهای همسان(۲۵-۳۴ درصد) نسبت به دوقلوهای ناهمسان (۵-۲ 

درصد) نشان دهنده توارث پذیری بالا است (۳). هر چند فاكتور هایی 

كه به طور دقیق باعث بیماری ام اس می شوند مشخص نمی باشند. اما 

فاكتورهای زیر ممكن است باعث رشد و توسعه بیماری ام اس گردند 

از جمله نقص در DNA هســته و میتوكندری، عفونت های ویروسی، 

هیپوكســی، استرس اكسیداتیو، فقدان نور یا سطح پایین ویتامین D و 

افزایش ماكروفاژها (میكرو گلیا ها) و لنفوسیت ها در مغز (۲).

چکیده/ مالتیپل اســكروزیس نوعی بیماری خود ایمنی، التهابی و تحلیل برنده نورون هاســت. نقص در تأمین انرژی توسط 
میتوكندری ممكن است بر میلینه شدن و التهاب در نورون ها و بافت های كه تحت تأثیر مالتیپل اسكروزیس هستند اثر بگذارد. 

نورونها و ماهیچه ها وابستگی زیادی به تأمین انرژی توسط متابولیسم اكسیداتیو دارند لذا بدین دلیل ضعف ماهیچه ها در 

مالتیپل اسكروزیس دیده می شود. در این تحقیق ۵۳ فرد مبتلا به مالتیپل اسكروزیس و ۴۹ فرد سالم به عنوان گروه شاهد مورد 

Real- بیان ژن با استفاده ازتكنیك ،cDNA از خون بیماران و افراد سالم و سنتز RNA بررسی قرار گرفتند. پس از از استخراج

Time PCR مورد بررسی قرار گرفت. كاهش بیان ژن COX5B در بیماران نسبت به افراد سالم مشاهده شد. كاهش بیان در 

سطح رونویسی این ژن ممكن است منجر به افزایش گونه های اكسیژن فعال، از دست دادن هموستازی یون كلسیم و آپوپتوز 

می شود. بنابرین كاهش بیان پروتئین های میتوكندری این فرضیه را تقویت می بخشد كه ناهم خوانی بین تقاضای انرژی و كاهش 

تولید ATP باعث دمیلینه شدن آكسون ها در بیماران مالتیپل اسكروزیس می شود. با توجه به نتایج حاصل از این پروژه تحقیقاتی 

پیش بینی می شود كه بتوان از این ژن به عنوان یك بیوماركر برای تشخیص زود هنگام بیماری مالتیپل اسكروزیس استفاده كرد. 

بدیهی است كه برای رسیدن به این هدف نیاز به تحقیقات تكمیلی می باشد.

واژگان کلیـدی: مالتیپل اسكلروزیس، ژن COX5B و بیوماركر.
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1. N- acetyl aspartate    2. experimental autoimmune encephalomyelitis

كاهش فعالیت زنجیره تنفسی میتوكندریایی دربسیاری ازبیماریهای 
نورودژنراتیو از جمله آلزایمر، پاركینسون، ام اس گزارش شده است(۶-۴). در 
مطالعات متعددی به نقص های میتوكندری در بیماری مالتیپل اسكلروزیس 
اشاره شده است از جمله كاهش N- استیل اسپاراتات۱ (NAA) به عنوان 
متابولیــك میتوكندریایی (۷)، كه غلظت آن در حالت طبیعی در نورون ها 
بالا می باشد. اما با مهار زنجیره انتقال الكترون كاهش می یابد (۸)، كاهش 
متابولیســم انرژی در موش انســفالومیلیت اتو ایمن تجربی۲ (EAE) به 
عنوان مدل موشی ام اس (۹ و ۱۰)، و كاهش در بیان و عملكرد ژن های 
زنجیره انتقال الكترون در كورتكس مغز (۱۱). از طرفی شباهتهاى علایم 
بالینى دراختلالات میتوكندریایى با بیمارى ام اس (خستگى، اختلال بینایى، 
سردرد، كاهش شــنوایى، تشنج، آتاكسى وفراموشى) دلیلى برارتباط نزدیك 

اختلالات میتوكندریایى بابیمارى ام اس می باشد (۱۲).
میتوكندری نقش مهمی در تولید ATP، هموستازی كلسیم و آپوپتوز 
دارد (۱۳). زنجیره تنفسی در غشاء داخلی میتوكندری قرار گرفته و از 
چهار كمپلكس (كمپلكس I-IV ) و كمپلكسV  یا ATP سنتاز تشكیل 
 C یا سیتوكروم IV شده است (۱۴). ۹۰ درصد اكســیژن در كمپلكس
اكسیداز (COX) مصرف می شــود. سیتوكروم C اكسیداز آخرین جزء 
زنجیره انتقال الكترون می باشــد كه انتقال الكترون از سیتوكروم C به 
اكسیژن انتقال می دهد. این آنزیم در پستانداران از ۱۳ زیرواحد تشكیل 
 (COX1, COX2, COX3) شده اســت زیرواحدهای كاتالیتیك بزرگ
توســط ژنوم میتوكندری كد می شوند و زیرواحدهای ساختاری كوچك 
 COX4,) كه اطراف هسته آنزیم احاطه می كنند توسط ژنوم هسته
 COX5A, COX5B, COX6A, COX6B, COX6C, COX7A,
COX7B, COX7C, COX8) كد می شــوند. در پستانداران تا به حال 
ایزوفرمی برای COX۵b پیدا نشده، زیرواحد COX5b برای جمع شدن 

و پایداری كمپلكس IV مورد نیاز است (۱۵).
در این پژوهش میزان بیان ژن COX5B در خون ۵۳ فرد بیمار و ۴۹ 
فرد سالم به عنوان شاهد اندازه گیری و مقایسه گردید. هدف ما در این 
تحقیق بررســی میزان بیان این ژن در بیماران مبتلا به ام اس می باشد 
تا در صورت تغییر بیان بتوان از ایــن ژن به عنوان یك بیوماركر برای 
تشــخیص زود هنگام بیماری ام اس استفاده كرد. تحقیق حاضر اولین 
 COX5B تحقیق در نوع خود بوده كه به بررســی ارتباط بین بیان ژن

و بیماری ام اس می پردازد. 

مواد و روش ها
نمونه گیری: 

بعد از اخذ رضایت نامه كتبی آگاهانه از بیماران و افراد ســالم بر 
طبق رهنمود اخلاقی از پژوهشــگاه ملی مهندسی ژنتیك و زیست 
فناوری نمونه گیری انجام شــد. ابتدا بیماران توسط تست های تكمیلی 
و تشــخیصی متخصص مربوطه تأیید شدند. افراد سالم از میان افرادی 
انتخاب شــدند كه هیچ گونه سابقه خانوادگی بیماری ام اس نداشتند، 
سالم بودن آنها توسط نورولوژیست تأیید شدند. نمونه گیری از هر دو 
گروه در مركز تحقیقات ام اس بیمارستان سینا وابسته به دانشگاه علوم 
پزشكی تهران صورت گرفت. مقدار۳ سی سی از خون وریدی به فالكون 
حــاوی ۵۰۰ میكرولیتر EDTA، M ۰/۰۵ منتقل و به آرامی تكان داده 
می شود تا EDTA و خون با هم مخلوط شوند و EDTA مانع از لخته 
شــدن خون شود (مقدار ۱۰۰ میكرولیتر EDTA، M ۰/۰۵ به ازای هر 
سی سی خون لازم است). افراد مبتلا به ام اس  از میان بیمارانی انتخاب 
می شوند كه به تشخیص نورولوژیســت دارای نوع بالینی RRMS یا 

SPMS یا PPMS یا Devic بودند (جدول ۱). 

جــدول۱: خصوصیات آماری و بالیتی بیماران و افراد سالم (کنترل).
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شکل۱: پیك ذوب محصول ژن COX5B . این نمودار بر اساس منحنی ذوب رسم شده و موقعیت پیك موجود در آن نشان 
.(Tm=۹۱)می باشد COX5B محصول ژن Tm دهنده دمای

جــدول۲: پرايمرهای مورد استفاده و طول قطعات آنها.

 :cDNA و سنتز RNA  استخراج

استخراج RNA از خون طبق پروتوكل كیت Rosch انجام شد. سنتز 

cDNA با استفاده از آنزیم ترانس كریپتاز معكوس و طبق دستورالعمل 

dT به عنوان پرایمر در رونویسی 
18
كیت فرمانتاز انجام گردید. الیگو 

معكوس استفاده شد. این كیت مجموعه ای كامل برای سنتز اولین 

رشته cDNA از روی الگوی mRNA یا RNA كل سلولی می باشد. كل 

واكنش در حجم ۲۰ میكرو لیتر در دمای ۴۲ درجه سانتیگراد به مدت 

۶۰ دقیقه برای سنتز cDNA و سپس ۱۰ دقیقه در دمای ۷۰ درجه 

ســانتیگراد برای غیرفعال كردن آنریم انجام شد.  در انتهای این مرحله 

كل cDNA تك رشته ای حاصل می شود و با خاصیت RNase موجود در 

آنزیم ترانس كریپتاز معكوس، RNA نیز حذف می شود.

 :Real Time PCR

Real Time PCR میزان قطعه تولید شده رادرطول هرسیكل از تكثیر 

(باسنجش فلورسانت) اندازه گیری می كند.Real-Time PCR  با استفاده 

 COX5B ۵ پرایمر اختصاصی برای دو ژن بتا اكتین (ژن رفرنس) وmM

با استفاده از نرم افزار Gene Runner طراحی وتوسط شركت فناوران 

سنتز شد (جدول ۲). دمای اتصال برای دو ژن بتا اكتین و COX5B به 

ترتیب ۵۸ و ۶۷ درجه سانتیگراد بود. اختصاصیت پرایمر و عدم آلودگی 

به DNA ژنومی توسط پیك منحنی ذوب اختصاصی (۹۱ و ۹۰ درجه 

ســانتیگراد به ترتیب برای ژن های COX5B و بتا اكتین) و همچنین 

اندازه محصولات RT- PCR با الكتروفورز با ژل ۱/۵٪ تأیید شد (شكل 

۱). در این تحقیق از SYBR Green I به عنوان رنگ فلورســانت و 

دســتگاه Light- Cycler  مربوط به شركت Roch به كار رفته است. 

SYBR Green به شیار كوچك DNA دورشته ای متصل می شود.

آنالیز آماری: 

پس از به دست آوردن Ct هر دو ژن بتا اكتین و COX5B برای تمام 

نمونه ها و محاســبه Ct (حاصل تفریق Ct ژن COX5B از Ct ژن بتا 

اكتین)  برای هر یك از آن ها با استفاده از نرم افزار SPSS و به كار بردن 

آزمون t-test، داده ها مورد آنالیز قرار گرفت.
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نتایج
در این تحقیق كاهش بیان ژن COX5B در ســطح رونویسی در خون 
افراد بیمار نسبت به افراد سالم به طور معنی داری مشاهده شد. زیرا 
مقدار ارزش P به دســت آمده از این آنالیز آماری ۰/۰۴۳ است كه این 
مقدار كمتر از ۰/۰۵ اســت و كاهش بیان دیده شده به لحاظ آماری 
معنی دار است. با استفاده از قانون لیواك یا  Ct∆∆-۲ میزان این كاهش 

بیان را محاسبه می كنیم (۱۶): 

در این فرمول از میانگین Ct∆ به دست آمده استفاده شده است. 
میزان این كاهش بیان با اســتفاده از قانون لیواك Ct∆∆-۲ برابر با ۱/۵۹ 
می باشد (۱۶). این نتیجه نشان می دهد كه بیان ژن در افراد سالم به 

میزان ۱/۵۹ برابر نســبت به افراد بیمار بیشتر است. همچنین٪۶۱/۳۶ 
بیماران دارای Ct بیشــتری  از میانگین Ct كنترل هســتند و ٪۳۸/۶۴ 

بیماران دارای Ct كمتری از میانگین Ct كنترل هستند (شكل ۲).

بحث
كاهش فعالیت زنجیره تنفسی میتوكندریایی دربسیاری ازبیماریهای 
نورودژنراتیو از جمله آلزایمر، پاركینســون، و ام اس گزارش شده است 
(۶-۴). از طرفی شباهتهاى علایم بالینى دراختلالات میتوكندریایى با 
بیمارى ام اس دلیلى برارتباط نزدیك اختلالات میتوكندریایى با بیمارى 

ام اس می باشد (۱۲).
دكتر فاضلی و همكاران، با بررسی پروتئومیكس سیستم عصبى مركزى 
موش سالم و EAE كاهش بیان در ۵ پروتئین زنجیره تنفسى میتوكندرى 
(Ndufs8, Ndufv2, Cox5a, Cox5b و ATP5b) مشــاهده كردنــد 
(۱۰). در ایــن تحقیق میزان بیان ژن COX5B در خون ۵۳ فرد مبتلا 
به ام اس  و ۴۹ فرد سالم به عنوان گروه شاهد اندازه گیری و مقایسه 
گردید. نتایج نشان داد كه میزان بیان این ژن در بیماران نسبت به افراد 
سالم كاهش دارد. لذا تحقیق حاضر،  مطالعه صورت گرفته  توسط دكتر 

فاضلی را  تایید می كند.
سیتوكروم c اكسیداز یك ســایت مهم تنظیم فسفریلاسیون اكسیداتیو 
و تولید ATP در میتوكندری اســت (۱۵). اكثرا ATP بوسیله زنجیره 
 ATP انتقال الكترون در غشــاء داخلی میتوكندری تولید می شود. تولید
بوسیله میتوكندری نقش مهمی در هموستازی كلسیم، آپوپتوز و تولید 
رادیكال های ازاد در سلول دارد. مهار كمپلكس IV بوسیله اسید نیتریك 
یا ســیانید باعث مهار انتقال جریان عصبی و تجزیه اكسون ها می شود 
(۱۳ و ۱۶). در یك مطالعه افزایش میتوكندری و فعالیت كمپلكس IV در 
مناطق دمیلینه شــده مزمن در ام اس  در مقایسه با اكسون های میلینه 
در مغز و نخاع مشــاهده شد (۱۸)، كه ممكن است یك واكنش جبرانی 

به افزایش درخواست انرژی در اكسون های دمیلینه شده مزمن باشد.
نقص در فعالیت كمپلكس IV ممكن است نقش مهمی در تحلیل 
اكسون ها داشته باشد. در مدل موشی هیپومیلینه، كه برای ژن پروتئین 
پایه میلین سركوب۳ شــده بود، فعالیت كمپلكس IV همراه با افزایش 
تراكــم میتوكندری بالا رفت (۱۹). این مدل حیوانی ارتباط بین اختلال 
در میلین و تغییرات انرژی مورد نیاز نشان می دهند. نقص میتوكندری 
ممكن اســت به دلیل عدم تامین انرژی مورد نیاز اكسون دمیلینه و یا 
اثرات سمی میتوكندری باشد. در یك مطالعه با استفاده از siRNA بر 
علیه COX5b در سلول های هلا-۴۸۰ افزایش تولید گونه های اكسیژن 
فعال۵ (ROS) توســط میتوكندری و كاهش فعالیت COX مشاهده 
شد. همچنین بیان بالای COX5b با كاهش  تولید ROS در سلول های 

3. knocked out 4. Hella-80  5.  Reactive Oxygen Species

شــکل۲: نمــودار درصــد نمونه هــای بیــماری كــه دارای Ct بالاتــری از میانگیــن 
Ct كنــترل هســتند. بنابرایــن نمــودار ۶۱/۳۶٪ بیــماران دارای Ct  بیشــتری  از 
میانگیــن Ct كنــترل (۵/۳۹) هســتند و ۳۸/۶۴٪ بیــماران دارای Ct كمــتری از 

میانگیــن Ct كنــترل هســتند.
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طبیعی هلا-۸۰ همراه است  (۱۵). در یك تحقیق دیگر نقش زیر واحد 

COX۵b در عملكرد/فعالیت با استفاده از سویه های سلولی ماكروفاژ  

 COX۵b ژن mRNA برای siRNA بدست آمد كه در آن RAW۲۴۶٫۷

 (COX) به طور پایدار بیان شده بود، كاهش قابل ملاحضه هولوآنزیم

 ATP و فعالیت آن، از دست دادن پتانسیل غشاء و تولید كم تر

مشــاهده شــد (۱۵) . سویه های مخمر فاقد زیر واحد IV، همولوگ 

زیر واحد COX5b در پســتانداران، كمپلكس COX تشكیل نشد (۲۰ 

و ۲۱). بنابراین زیرواحد COX5b ممكن است نقش مهمی در جمع 

شدن و فعالیت كمپلكس IV داشته باشد.

نقص كمپلكس IV در اكسون و در اسیب الگوی III بیماری ام اس  

ممكن باعث ثجزیه اكســون ها از طریق افزایش غلظت سدیم درون 

سلولی و عدم تعادل كلسیم شود. ویژگی بارز اسیب الگوی III شامل 

اپوپتوز وسیع الیگودندروسیت ها و اسیب بافتی شبه هیپوكسی 

می باشد (۱۴). همچنین تخریب ترجیحی اكسون های نازك در مقایسه 

با اكسون های ضخیم در ام اس نشان دهنده نقص انرژی به عنوان 

مكانیسم مهمی در تحلیل اكسون ها می باشد (۲۲). سطح كمتر نسبت 

به انرژی یا كاهش نسبت انرژی به یون در اكسون نازك (كوچك) ممكن 

نشان دهنده آسیب پذیری بیشتر این اكسون ها نسبت به اختلال در 

تولید انرژی می باشد. اكسون كوچك قطر كمتر از mm ۳٫۳-۲٫۵ دارند.

در ســال Hodgkin ،۱۹۶۰ و همكارانش كمپلكس IV به عنوان جزء 

اصلی خارج كردن سدیم توسط پمپ سدیم ـ پتاسیم و حفظ پتانسیل 

استراحت غشاء شناسایی كردند. بدنبال دمیلینه شدن، كانال سدیم 

از گره رانویر به كل غشــاء اكسون دمیلینه شده توزیع می شود، كانال 

سدیم جدید وارد گره رانویر می شوند كه این نیازمند ATP بیشتر برای 

حفظ پتانسیل فعال می باشد كه تحت كنترل پمپ سدیم ـ پتاسیم 

است. افزایش ورود سدیم به درون ســلول در اثر عملكرد این كانال 

باعث برعكس شدن كانال سدیم-  كلسیم می شود كه در ان كلسیم 

وارد ســلول و سدیم خارج می شود. این كانال در حالت عادی سه یون 

سدیم وارد سلول و یك یون كلســیم خارج می كند. افزایش غلظت 

كلسیم درون سلولی باعث دپلیمریزاسیون میكروتوبول ها (۲۳)  و فعال 

شدن پروتئازهای تجزیه كننده میكروفیلامنت ها می شود (۲۴ و ۲۵). در 

نتیجه منجر به تحلیل اكســون دمیلینه می شود (۱۹). عدم تعادل بین 

نیاز به انرژی و كاهش تولید ATP تولید شده در اكسون باعث تحلیل 

اكسون دمیلینه شده مزمن در بیماران ام اس  می شود. نیاز به انرژی 

هنگام توزیع دوباره كانال ســدیم در اكسوپلاسم دمیلینه شده افزایش 

می یابد  (۲۶).

بیان ژن COX5B در سطح رونویسی بوسیله میكرواری گزارش شده 

است (۱۵). همچنین آنالیز پروتـئوم در كورتكس بیماران ام اس در 

مقایسه با افراد سالم بیان متمایز این ژن نشان داد. از دست دادن این 

زیرواحــد نقش مهمی در نقص میتوكندری دارد از آنجا كه وجود آن 

 IV لازم است. در مجموع نقص كمپلكس COX برای تجمع و عملكرد

ســبب كاهش در تولید ATP و تولید رادیكال های آزاد می شود (۲۷). 

بنابراین ما در این تحقیق كاهش بیان ژن COX5B در سطح رونویسی 

بوسیله qPCR در خون بیماران ام اس در مقایسه با افراد سالم مشاهده 

كردیم. كاهش رونویســی این ژن ممكن است منجر به كاهش تولید 

انرژی، افزایش ROS،  از دست دادن هموستازی یون كلسیم و آپوپتوز 

یا نكروز سلول شود (۲۸). در ام اس این فرایندها بوسیله دمیلینه شدن 

اكسون ها همراه با افزایش در خواست انرژی برای نگهداری هموستاز 

یون از طریق پمپ سدیم- پتاسیم ATP آز در نورون ها تسریع می شود 

(۲۹).  با در نظرگرفتن مطالب فوق پیشنهادات زیر به منظور ادامه و 

گســترش این طرح تحقیقی تقدیم می گردد: بررسی میزان پروتئین كد 

شونده توسط این ژن در سرم افراد مبتلا به ام اس  و بررسی ارتباط 

 mRNA این پروتئین با شــدت بیماری و همچنین بررسی كاهش بیان

پروتئین های  میتوكندریایی در آنالیز میكرواری بافت خون بیماران مبتلا 

به ام اس جهت تعیین دسته ای از بیوماركرهای زیستی مختص خون 

محیطی كه تشخیص را آسان تر و مطمئن تر می سازند.

نتیجه گیری
كاهش بیان ژن COX۵B در ســطح رونویسی در خون بیماران ام اس 

در مقایسه با افراد سالم ممكن است منجر به كاهش تولید انرژی، 

افزایش ROS،  از دست دادن هموستازی یون كلسیم و آپوپتوز یا 

نكروز ســلول شود و در نتیجه باعث دمیلینه شدن بیشتر اكسون ها و 

تخریب نورون ها در بیماران ام اس می شود.
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تشكر از پرسنل مركز تحقیقات ام اس  بیمارستان سینا و تمامی بیمارانی 

كه در پیشبرد این پروژه به ما یاری رساندند.
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