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ايراندانشكده علوم پايه، دانشگاه گيلان، رشت، ،گروه زيست شناسي.1

ايرانرشت،،علوم پزشكي گيلاندانشگاه،مركز تحقيقات بهداشت باروري. 12

خوديبهط خودسقدچارميتوكندريايي زنان DNAدرbp4977-حذفبررسي 

MSc(1(اليزا اسكافي ثابت -2)MD(دكتر زيبا ظهيري سروري *- 1)MD,PhD(دكتر زيور صالحي -1)MSc(نسرين غنمي گشتي 

ايرانرشت،،دانشگاه علوم پزشكي گيلان،مركز تحقيقات بهداشت باروري:مسئولنويسنده *

zibazahirisorouri@yahoo.com:پست الكترونيك
31/04/92: تاريخ پذيرش21/08/91:تاريخ دريافت مقاله

چكيده 
شود ميمنجرخوديبهخودلقاح در انسان به سقط % 30-50بيشوكم. استكه با مرگ جنين همراه بودهبه معني ختم حاملگي قبل از هفته بيستم خودي بهخودسقط :مقدمه

. دكنآسيب وارد ) mtDNA(ميتوكندريايي DNAتواند به استرس اكسيداتيو مي. دهندگزيني و مرتبط با استرس اكسيداتيو رخ ميها در زمان لانهاين سقطبيشتركه
.دو، ممكن است منجر به افزايش استرس اكسيداتيو شدشونميي داراي حذف كد mtDNAكه توسط هاي زنجيره تنفسي ناقصآنزيم

خودي بهخودسقط جنين دچارهاي زنان ي لكوسيتmtDNAيا حذف عمومي در bp4977-بررسي حذف :هدف

جفت وGap-PCRروش، از mtDNAدر bp4977-حذف. شداستخراجكنترل 90و خودي بهخودسقط دچارزن 150خون ي ژنومي از نمونهDNA:هامواد و روش

.دشانجام  MedCalcافزارآناليز آماري با نرمواستفاده oligo7افزار طراحي شده توسط نرمپرايمر

داري بين اين ارتباط معني. وجود داشتاز افراد كنترل %)66/6(نفر6درتنهاو mtDNAدر bp4977-حذفخودي بهخوداز زنان مبتلا به سقط %)30(نفر45در: نتايج

).P74/14-44/2)=CI (95٪،00/6 =OR=0001/0(بدست آمد خودي بهخودحذف و افزايش خطر سقط 

زم استخودي لابهخودتعيين ارتباط بين اين حذف و سقط براي، گرچهبدست آمدخوديبهخودو سقط bp4977-در اين مطالعه ارتباطي قوي بين حذف :گيرينتيجه

.انجام شودتربزرگهايجمعيتدرمطالعه

خوديسقط خودبه/ ميتوكندريالدي ان ا/ استرس اكسيداتيو:هاواژهكليد

1-6:صفحات،88شمارهدوموبيستدورهگيلان،پزشكيعلومدانشگاهمجلهـــــــــــــــــــــــــــــــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

مقدمه

توانبارداري، پيش از هنگامسقط به معناي پايان يافتن زود

بهداشت، جهاني طبق تعريف سازمان . استجنين ادامه حيات 

از هفته بيستم يا تولد جنين پيشسقط به معني ختم حاملگي 

به معناي خودي بهخودسقط ). 1(گرم است 500زيربا وزن 

خاتمه بارداري بدون دخالت هيچ نوع عامل خارجي است كه 

. دهدي اول بارداري رخ ميموارد در سه ماههبيشتردر 

به طوركلي . مكانيسم دقيق وقوع سقط مشخص نيست

بدون بوده و تكرار شوندهخودي بهخودهاي درصد سقط50

توان به از دلايل سقط مي). 2(دهنددليل مشخص رخ مي

هاي رحمي، نارسائيهاي كروموزومي جنين، هنجارينا

عوامل محيطيومتابوليكعفونت، اختلال انعقاد خون، دلايل 

درصد دلايل سقط را دربر3عوامل محيطي . دكراشاره 

شامل نوع تغذيه، سموم محيطي، اعتياد،و).3(گيرند مي

.استكننده و استرس اكسيداتيو يونيزهه با اشعههمواج

دستگاههاي آزاد در بدن و حالت عادي بين توليد راديكالدر 

هاي آزاد راديكال. توازن برقرار استاكسيداندفاع آنتي

هاي آزاد، هايي هستند كه به علت داشتن الكترونمولكول

هاي فراواني به توانند آسيبپذير بوده و ميبسيار واكنش

ليپيدها و ها،، پروتئينDNAهاي بدن از جمله ماكرومولكول

هاي اين عوامل با ايجاد واكنش. ها وارد كنندكربوهيدرات

شوند در نهايت منجر به آبشاري كه باعث تخريب سلول مي

در صورت بر هم خوردن توازن توليد ). 4(د نشوبيماري مي

استرس اكسيدانتي،تم دفاع آنتيسزاد و سيهاي آراديكال

هاي اصلي و مهم راديكاليكي از انواع . كندبروز مياكسيداتيو 

 ROS(Reavtive(پذير يا هاي اكسيژن واكنشآزاد، گونه

Oxygen Speciesپذير هاي اكسيژن واكنشگونه. است

مانند (هاي آزاد ناپايدار شامل پراكسيد هيدروژن و راديكال

است كه الكترون ) اكسيدراديكال هيدروكسيل و آنيون سوپر
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ثابتاليزا اسكافي-دكتر زيبا ظهيري-دكتر زيور صالحي-گشتينسرين غنمي

13922دي/ 88شماره/ دوموبيستدوره/ گيلانپزشكيعلومدانشگاهمجله

مطالعات نشان . نددارهاي خارجي خود جفت در اوربيتالغير

درستهاي آزاد نقش مهمي در عملكرد دهد كه راديكالمي

. لقاح دارندوهاي فالوپ، بلوغ اووسيتها، لولهتخمدان

هاي افزايش قابل ملاحظه استرس اكسيداتيو در بافت

ترس اس،بنابراين. استشدهديده،هاي سقط شدهجنين

كه دليل موجهي سقط دچاريماراندر باكسيداتيو ممكن است

ممكن است ). 5(باشد، نقش داشتهوجود نداردهانآبراي سقط

هاي آزاد از متابوليسم جنين و محيط اطراف آن منشأ راديكال

). 4(بگيرند 

ها و جهش. استدر بدن ROSميتوكندري از منابع بزرگ 

رخ ٪1ي ميتوكندريايي با فركانس كمتر از DNAهاي حذف

يكي از ).6(يابد داده و با افزايش سن ميزان آنها افزايش مي

، حذفي به طول mtDNAها در حذفترينو مهمترينشايع

-bp4977حذف عمومي است كه)Common Deletion(

ها مورد مطالعه قرار بيماريشود و در برخي از ناميده مي

تا8483نوكلئوتيداين حذف شامل. )8و7(استگرفته

، COII ،ATPase 6 ،ATPase 8هاي بوده و ژن13459

COIII ،ND3 ،ND4L ،ND4 وND5گيرد ميرا در بر

البته شش ژن . ندهستهاي زنجيره تنفسي كه همگي جزء ژن

علاوه . قرار داردمذكورهاي نيز در بين ژنtRNAكد كننده 

همانندسازي عواملبر نقش استرس اكسيداتيو، جهش در 

mtDNA مانند ،Twinkleشوند، كه توسط هسته كد مي

).9(شود mtDNAتواند منجر به چندين حذف در نيز مي

ي داراي mtDNAكه توسط هاي زنجيره تنفسي ناقصآنزيم

شوند، ممكن است منجر به افزايش استرس حذف كد مي

استرس اكسيداتيو ناشي از اين حذف ممكن .اكسيداتيو شود

اين مطالعه لذا. ري زنان تأثير داشته باشداست بر تظاهر باردا

ي mtDNAدر bp4977-بررسي حذف با هدف 

انجام خودي بهخودهاي زنان مبتلا به سقط جنين لكوسيت

.دش

هامواد و روش

نمونه گيري

دو گروه شاهدي بود و از -مورديايمطالعهاين تحقيق

سقط سابقهبا زن 150گروه اول شامل : خون تهيه شدنمونه

كه با تشخيص پزشك متخصص زنان انتخاب و خودي بهخود

خودي بهخودهايي غير از سقط بيماران با سقط.ندمعرفي شد

از مطالعه ،كه دليل خاصي براي سقط در آنان وجود داشت

و زن بدون سابقه سقط90شامل گروه دوم .حذف شدند

به داشتند كهيك فرزند كمدستبود كه هاي رحمي بيماري

2و كنترل، اناز بيمار. عنوان گروه كنترل انتخاب شدند

EDTA coatedهاي گرفته و در ونوجكتليتر خونميلي

هاي مورد نظر از بيمارستان نمونهبخشي از .ذخيره شد

از مطب پزشك متخصص زنان ساير آنهاو ي رشتالزهرا

افراد بيمار و كنترل و همچنين رضايت آنان ويژگي.تهيه شد

اي ، در قالب پرسشنامهپژوهششركت در اينمبني بر

.دشآوري جمع

ژنومي از خونDNAاستخراج 

 Gppكيتاز ژنومي از خون DNAاستخراج براي

Solution)تظغلو استفاده ) محصول شركت ژن پژوهان

DNAتا ها نمونه.تعيين شداسپكتروفتومتر بااستخراج شده

.ندنگهداري شد-C°20هاي مولكولي در دماي زمان بررسي

)PCR(اي پلي مرازواكنش زنجيره

بكار Gap-PCRتكنيكشناسايي حذف مورد نظر، براي

را bp4977-كه ناحيه وقوع حذفيك جفت پرايمر . رفت

 ,oligo)Version 7.54افزار به كمك نرمكرد، احاطه مي

Molecular Biology Insights Inc ( و از طراحي

توالي پرايمرها . تهيه شد) تهران، ايران(شركت تكاپوزيست 

:عبارت بود از

5´-CGGGGGTATACTACGGTC-3´ 
(forward)
5´-GGTTTCGATGATGTGGTCTT-3´ 
(reverse).

1در جدول نامبردههاي مواد مورد نياز اين واكنش با غلظت

به هايتكهتكثير. رسانديمµl25به راو حجم نهايي آميخته

ي DNAدر bp4977-نشانه حذف bp403-طول 

دهنده نشانتكهاين نشدنتكثيربه اين ترتيبميتوكندريايي و 

به عبارت ديگر .بودي ميتوكندريايي DNAدر نشدنحذف

انجام mtDNAاز حذف در صورتي كه در ناحيه مورد نظر 

صورتاين ناحيه، تكثيريبه دليل دراز بودنباشد،نشده

.گيردنمي
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IDدار بودن اين نتايج از آزمون بررسي معنيChi-Square

ين افراد براي تفاوت فراواني حذف ب2χمقدار 

بر اين ). >0001/0P(بدست آمد93/16،كنترل و بيمار

. دار بودمعنياساس، تفاوت بين فراواني حذف در دو گروه 

، mtDNAدر حذفعواملتأثيرميزانبررسيبراي 

Odds Ratioبا نرم افزارMedCalc استفاده شد .

،P74/14-44/2)=CI (95٪=0001/0:ازبودنتايج عبارت 

يmtDNAرا درbp-4977كه اهميت حذف 

 CIاساسبر،چنينهم. دهدنشان مي

(Confidence Interval) %95 44/2-74/14در محدوده،

mtDNAسقط براي عوامل خطرهالكوسيتي

.شودمحسوب ميخودي 

.PCRحجم و غلظت مواد مورد استفاده در واكنش 

مواد مصرفيغلظت

5/1 mmol/lMgCl2

200 µmol/ldNTPs

X10PCR buffer

pmol/l10Forward Primer

pmol/l 10Reverse Primer

ng30Template DNA

IU5/2Taq DNA Polymerase

_Sterile dH2O 

مجموع_

در افراد bp4977-نمودار مربوط به فراواني وقوع حذف 

.كنترل و بيمار

بيماركنترل

...ميتوكندريايي DNAدر

1392دي / 88شماره/ دوموبيستدوره/ گيلانپزشكي

Chi-Square وOdds Ratio 

MedCalc (Version12.1, 

Mariakerke, Belgium) 05/0.دشانجامP≤دار معني

8/29خودي بهخودمبتلا به سقط جنين 

و ميانگين سني افراد كنترل ) گيسال

داري در تفاوت معني. بود) سال20

-، حذف حاضرمطالعهدر. بين دو گروه وجود نداشت

به روش، بيمار و كنترلدو گروهي

شد ديدههر دو گروه اين حذف در

در افراد pb -4977نمودار مربوط به فراواني وقوع حذف 

زن 150از. استنمايش داده شده2

bp4977-حذف %) 30(نفر45به خودي،

از%) 66/6(نفر 6ذاشتند در حالي كه تنها در 

.وجود داشت

بررسي معنيبراي

مقدار .استفاده شد

كنترل و بيمار

اساس، تفاوت بين فراواني حذف در دو گروه 

براي ادامهدر

Odds Ratioاز آزمون 

نتايج عبارت 

00/6=OR كه اهميت حذف

افراد بيمار

(Confidence Interval) 

mtDNAحذف در 

خودي بهخودجنين 

حجم و غلظت مواد مورد استفاده در واكنش .1جدول

حجم 

)µl(

5/1

1

5/2

2

2

4

5/0

5/11

25

PCRمربوط به محصولات % 2تصوير ژل آگارز 

در bp4977-هاي بيمار و كنترل جهت بررسي وجود حذف 

در bp403-ظهور باند . نشانه ماركر مولكولي است

باشد و ميbp4977-دهنده وجود حذف 

ذف دهنده عدم وجود اين حنشان4عدم ظهور اين باند در نمونه 

نمودار مربوط به فراواني وقوع حذف .2شكل

درbp4977-حذفبررسي 

پزشكيعلومدانشگاهمجله3

آناليز آماري

Square (χ²)هاي آماري آزمون

(OR) افزارنرمبا

Mariakerke, Belgium)

.بود

نتايج
مبتلا به سقط جنين ميانگين سني زنان 

سال18- 44سنيمحدوده(

-40سنيمحدوده(4/27

بين دو گروه وجود نداشت،سن

bp4977 درmtDNAي

Gap-PCR اين حذف دربررسي و

).1شكل(

نمودار مربوط به فراواني وقوع حذف 

كنترل و بيمار در شكل 

به خودي،مبتلا به سقط خود 

ذاشتند در حالي كه تنها در mtDNAدر 

وجود داشتافراد كنترل اين حذف 

تصوير ژل آگارز .1شكل

هاي بيمار و كنترل جهت بررسي وجود حذف نمونه

mtDNA .Mنشانه ماركر مولكولي است

دهنده وجود حذف نشان5و1،2،3هاينمونه

عدم ظهور اين باند در نمونه 

.باشددر اين نمونه مي
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گيرينتيجهبحث و 
4977مطالعه براي اولين بار به بررسي اهميت حذف ايندر

bp درmtDNA و خودي بهخودبيماران مبتلا به سقط

داري بين ارتباط معني. مقايسه آنها با افراد كنترل پرداخته شد

نتيجه كلي اين . بدست آمدخودي بهخوداين حذف و سقط 

ي mtDNAرا در bp4977-اهميت حذف،مطالعه

جمعيت مورد مطالعه در مقايسه با كنترل نشان هاي لوكوسيت

.دهدمي

در حدود ،سقط جنين از مشكلات مهم دوران بارداري است

خودي بهخودها در نهايت به سقط درصد كل بارداري15

بوده و چندعاملي ايعارضه،سقط). 1(شوندمنجر مي

. به طور كامل مشخص نيستدقيق مسئول بروز آنمكانيسم

سقط جنين صورت گرفته، موردمطالعاتي كه تاكنون در 

هاي كروموزومي، اختلالچون ناهنجاريگوناگونيعوامل 

مؤثر آنرا در بروز ژنتيكو ايمونولوژياندوكرين، عوامل

تأثير تاكنون مطالعات بسياري نيز در خصوص ). 10(دانندمي

از پيش خصوص استرس اكسيداتيو بر خاتمه عوامل محيطي، ب

ي زندگي امروزي، شيوه. بارداري صورت گرفته استموعد 

.كرده استروز به روز بيشتر رااكسيداتيو محيطياسترس

، كاملكليواژ ناباعثROSميزاني افزايش كنترل نشده

ها و در نتيجه ناهنجاريمجدايي غيرطبيعي كروموزو

شود كه خود از عوامل مهم سقط جنين بشمار ميكروموزوم

با اين وجود، استرس اكسيداتيو به عنوان ).11(آيدمي

ها در جنين رونويسي و بيان ژنعواملكننده كليدي تنظيم

قطعه شدن سيتوپلاسمي و قطعه).12(است شناخته شده

ه استرس اكسيداتيو گزارش پتوز در جنين، در نتيجوافزايش آپ

). 13(شده است

يكي از عملكردهاي مهم ميتوكندري، فسفريلاسيون اكسيداتيو 

از پيشاين عملكرد براي مراحل اوليه جنين، . است

ممكن است كامل آنناوقوعو ) 14(است بايستهگزيني، لانه

واحدهاي اصلي زنجيره زير. سقط در مراحل اوليه شودباعث

. دنشوژنوم ميتوكندريايي كد ميتنفسي ميتوكندريايي، توسط 

نقش ROSهاي ژنوم ميتوكندريايي در افزايش توليد جهش

ژنوم ميتوكندريايي درهاجهشاين نقش ،بنابراين). 15(دارند

استرس .داردبه عنوان دليل احتمالي سقط جنين اهميت 

كننده احتمالي چندين ناهنجاري اكسيداتيو به عنوان تقويت

از اين رو، اين .استمرتبط با حاملگي مانند سقط مطرح شده

ترين و شناسايي ارتباط بين يكي از مهمبرايمطالعه 

و bp4977-يعني حذف mtDNAهاي ترين جهششايع

داري مطالعه ارتباط معنيدر اين .شدانجام خودي بهخودسقط 

. بدست آمدخودي بهخودو سقط bp4977-بين وقوع حذف 

باعثتواند ميها حذف در ژنوم ميتوكندريايي لكوسيت

درون سلولي شده و به طور سيستمي ROSافزايش توليد 

از آنجايي كه .منجر به افزايش استرس اكسيداتيو در بدن شود

دار در توازن با اختلالي معنياحتمالاخودي بهخودسقط 

، افزايش )16(ها همراه است اكسيدانها و آنتياكسيدان

استرس اكسيداتيو در بدن مادر ممكن است سبب سقط 

اين حذف در ژنوم ميتوكندريايي،بنابراين.شودخودي بهخود

در خيليكي از عوامل دتواندمي،با افزايش استرس اكسيداتيو

با اين .در جمعيت مورد مطالعه باشدخودي بهخودبروز سقط 

، مطالعهموردجمعيتبهمحدودي اين تحقيقنتيجهوجود، 

بايدراقطعيينتيجهوبوديعني جمعيتي از زنان استان گيلان

.دكرموكولتربزرگهايجمعيتيمطالعهبه

.گونه تضاد منافعي ندارنددارند كه هيچنويسندگان اعلام مي
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Abstract

Introduction: Spontaneous abortion is a pregnancy ending with the death of fetus prior to 20th week. About 30-50%
of human conceptions end in spontaneous abortion and most of them occur at the time of implantation in association 
with oxidative stress, which can damage mitochondrial DNA (mtDNA). Defective respiratory chain enzymes, encoded 
by deleted mtDNA, may further enhance oxidative damage.

Objective: Analysis of mtDNA common deletion (4977-bp) in women with spontaneous abortion.

Materials and methods: Genomic DNA was extracted from the blood samples of 150 women with spontaneous 
abortion and 90 controls; then, subjected to the Gap-PCR technique. A pair of primers designed by means of oligo7
software to flank the region of the mitochondrial genome where the common deletion occurs, was employed. Statistical 
analysis was performed using MedCalc software.

Results: As revealed, 45 (30%) of women with spontaneous abortion had 4977-bp deletion in mtDNA, while only 6
(6.66%) of the controls were with the deletion. We found that 4977-bp deletion was significantly associated with 
increased risk of spontaneous abortion (OR= 6.00, 95% confidence interval (CI) = 2.44-14.74, P= 0.0001).

Conclusion: Overall, a strong association between 4977-bp deletion and spontaneous abortion was observed. 
However, larger population-based studies are needed to further evaluate the relationship between this deletion and 
spontaneous abortion.
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