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 چكيده

تـك هـاي در سـلول)VEGF )vascular endothelial growth factorنژmRNA اين مقاله براي سنجش ميـزان بيـان:مقدمه

 CADو بيماران بدون عارضه)CAD )coronary artery diseaseبه شده در خون محيطي براي بيماران مبتلاناي تحريك هسته

ما. است مي-2578 در ناحيه VEGF را در ژن C/A مورفيسم پليهمچنين  اين ژن مـوثر باشـد mRNAتواند در ميزان بيانكه

.را بررسي كرديم

بهلاكه ابت بيمار50ما:ها روش و با آنژيوگرافي CADي آنها  نفر را كه عدم ابتلاي آنهـا50به تاييد رسيده است را به عنوان مورد

 Real-time-PCR توسـط VEGFنژ mRNA بيـان.مشخص شده را به عنوان شـاهد در نظـر گـرفتيم با آنژيوگرافي نيز CAD به

و . مطالعه گرديدARMS-PCRكي نيز توسط تكن- 2578 در ناحيه VEGF ژنوتيپ بررسي شد

مي CAD- در مقايسه با افراد CAD+ داري در بيماران طور معنيهب VEGFژن mRNA بيان:ها يافته ).P=01/0(كند كاهش پيدا

.كند افزايش پيدا ميCAD+ در بيماران-2578در ناحيه CCو ژنوتيپC آللفراواني

مـشاهده%)18( CAD- از افـراديشب%)CAD )30+ طور معمولي در افرادهب CCن براي ژنوتيپدبو هموزيگوت:گيري نتيجه

ه)P=1/0( دار نيست شد، اما اين تفاوت معني  و به  وقتي كـه بيمـاران VEGF ژن mRNA براي كاهش بيان يك تمايلي حالر،

ژ. مشاهده شد CC يا AC بودند، در مقايسه با افراد حامل-2578 در ناحيه AA حامل ژنوتيپ  CAD+ در بيماران VEGFنبيان

و كاهش مي .دهد را تحت تاثير قرار ميVEGF بيان-2578 در ناحيه C/A مورفيسم پلي يابد
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 مقدمه
ق بيماري و مير در دنيا هستندلبهاي ايـن.ي عامل مهم مرگ

بنـابراين.اسـت آترواسكلروزيس ترين پيامد موضوع اصلي 

 يك اقدام مهم كلينيكي است آترواسكلروزيس جلوگيري از 

يك بيماري چنـد عـاملي آترواسكلروزيسبه هر حال.]1[

ژنكه بيش از چهـار ژنتيك پليي است، يك بيمار   درصـد

.]2[ در آن دخيل هستند

VEGF دانـه رتينـول، تليـوم رنـگ اپـي،ها سيت پري مانند

و سلول   به عنوان يك فـاكتور نفوذپـذيرTهاي ماكروفاژها

و توسطر مي اندوتليومگي است در.]3[ شود عروق توليد

 هاي يك ميتوژن براي سلول VEGFكنار القاي نفوذپذيري،

.]4[ عروق استاندوتليوم

طور اختصاصي بـرهب) VEGF )VEGF R.1.2 هاي گيرنده

 FLT(VEGFR-2(.اند هاي اندوتليال يافت شده روي سلول 

و باعــث مــي نفوذپــذيري زيــاد عــروق، رگزايــي را  شــود

VEGFR-2(FLK) رگزايـيو علاوه بر نفوذپذيري عـروق

.]3[ كندمي نيز هدايترا

VEGF ــط ــي توس ــروع رگزاي ــنتزكلاژن، ش ــين س  همچن

و رشد سلول در مهاجرت ولتهس سازي ماتريكس، پاك ها

از.]5[ شــود را باعــث مــيانــدوتيالهــاي ســلول بــسياري

مب VEGF مطالعات افزايش سطح سرم  تلا بـه را در بيماران

].6[ دهدمي سندرم حاد كرونر نشان

بـزار بـرايا توانـد بـه عنـوان يـكمي VEGF آناليز بيان ژن

 در پيـشبرد يـا عـدم پيـشبردر بيومـارك سنجش فنوتيپي ايـن 

CAD ــار رود ــه ك ــول VEGFژن.ب ــه ط ــر روي kb14 ب  ب

و شامل6كروموزوم و8 است .]7[ باشـدمي انترون7 اگزون

 VEGF مورفيـسم پلـي انـد كـه مطالعات زيادي آشكار كـرده

]8[ را تحت تاثير قرار دهـد mRNA ممكن است سطح بيان

 ژن مورفيـسم لـيپهمچنين تعدادي از مطالعات ارتباط بـين

VEGF ديـابتي نفروپـاتي شـامل]9-11[و شرايط متفـاوت 

رت]12[ اند در مطالعـه را بررسي كردده]13[ نوپاتي ديابتييو

ــا  ــر، بي ــلولVEGFژن mRNAنحاض ــك را در س ــاي ت ه

بررسـي CAD-و CAD+ اي خون محيطي در بيمـاران هسته

در ژن مورفيـسم پلـي در دومين قـدم، ارتبـاط بـين،ايم كرده

 را در جمعيت VEGFي mRNAو سطح بيان- 2578ناحيه

.مورد بررسي قرار داديم CADايراني مبتلا به

ها روش
عمـده كـه شـكايتشد روي بيماراني انجامرباين مطالعه

و تمام اين افراد در بيمارسـتانهاآن ، درد در قفسه سينه بود

 تــا87از بهمــن مــاه(آنژيــوگرافي شــدند تهــران شــريعتي

و نتــايج آن توســط كارديولوژيــست تفــسير)89وردين فــر

سه تـا از عـروق كرونـر بـيش از %50گرديد، اگر افراد در

و اگـر عـروق نرمـال)+CAD(گرفتگي داشتند گروه مورد

. در نظر گرفته شدند)-CAD(داشتند به عنوان گروه كنترل

مواردي با سابقه مصرف دارو براي تنظـيم فـشار خـون يـا

ف  به عنوان افـراد mmHg90/140شار خون بالاتر از ميانگين

 شدند، همچنـين محسوبداراي فشار خون در اين مطالعه

كه در آنها پا افزايش چربـي خـونو ديابت بيماراني هي ـبـر

يضـوابط مركـز ملـو]14[ انجمن ديابـت آمريكـا ضوابط

تـشخيص داده شـد، مـورد]15[ آموزش درمان كلـسترول

.ندتوجه قرار گرفت

ــ ــا س ــي ي ــكته قلب ــتن س ــابقه داش و س ــشيدن  MIيگار ك

)Myocardial Infarction (شد سكته قلبـي بـه سابقه. ثبت

وسيله مطالعـات پزشـكي گـزارش شـده بـر پايـه ضـوابط 

 شامل تغييرات الكتروكـارديوگرافي سازمان بهداشت جهاني 

يا سـوابق]16[هاي قلبي بالا رفتن آنزيميارييتغ استاندارد،

ب شدبستري در .يمارستان بررسي

اين مطالعه توسـط كميتـه اخـلاق دانـشگاه علـوم پزشـكي

و  تعـداد.با رضايت كامل ييماران انجام شد تهران تصويب

ا CAD- نفر20و CAD+ نفر 20 لا يا عدم ابتلاي آنانبتكه

 به صورت تـصادفي بـراي بودبا آنژيوگرافي مشخص شده

كـه از لحـاظ انتخاب شـدند VEGF ژن mRNAبيان آناليز

و  . توده بدني همسان بودندنمايهسن، جنس

 Real time PCRآناليز

اي هـاي خـوني تـك هـسته در سـلول VEGFآناليز بيان ژن

ــه از ــشده ك ــك ن ــي تحري ــون محيط ــهcc5خ ــون هپارين  خ

از.گرديــداســتخراج شــده بــر روي هــر بيمــار انجــام پــس

و اسـتخراج آن،   گذاشتن يك شيب غلظتـي بـراي لنفوسـيت

RNA طبق پروتوكل با كمك تري پيور اسـتخراج شـد .ng1

 بـا هگزامـر پرايمـر انجـام شـد cDNA براي سـنتز RNAاز

)Roch ( ــام ــراي انج ــه Real time PCRب ــر نمون ــراي ه  ب
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cDNA از ،HPRT و از ــي ــرل داخل ــوان كنت ــه عن  VEGF ب

.استفاده شد

 VEGFپرايمر مورد استفاده براي
AGCCTTGCCTTGCTGCTCTAC -/5-3/:پرايمر رفت

TGATGATTCTGCCCTCCTCCTT -/5-3/: پرايمر برگشت

 HPRT براي پرايمر مورد استفاده

CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT -/5-3/:پرايمر رفت

AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA -/5-3/:پرايمربرگشت

 مخلـوط µl20 حاوي Real time PCRها براي تمام واكنش

و SYBER ،ROX از cDNA ،µl10ازng5:شامل ، پرايمـر

.آب مقطر

به اين صـورت اسـت، يـك مرحلـه فعاليـت PCRشرايط

در پلي به مدت95مراز اوليه در2 درجه  سـيكل40 دقيقه،

40 درجـه بـراي53 ثانيـه،5 درجه براي95تحت شرايط

شود كه نشان دهنـده يـك ثانيه، سپس دماي ذوب رسم مي

و نشان دهن  گيـري ده شـكل پيك ويژه براي هر نمونه است

.ستاپرايمر دايمرها

و مشخص كردن ژنوتيپDNAاستخراج

DNA به نمونه كه بـا هاي مربوط و شاهد هاي خوني مورد

EDTA مخلوط شد با روش Salting out استخراج شـدند .

ژن بـراي شناسـايي پلـي ARMS – PCRتكنيك مورفيـسم

VEGF هـاي استفاده شد، البته سكانس-2578 در موقعيت

و اندازه محصولپ  مورد بررسي قرار گرفته قبلاً PCRرايمر

كه بـا%2 بر روي ژل آگاروز PCRمحصولات.]12[است

µl5هـا ژنوتيـپ. ايتديوم برومايد رنگ شده مشاهده گرديد

 شده بـر روي ژل مـشخص PCRبا حضور يا غياب توالي 

.شوند مي

 آناليز آماري

مورفيسم اي مختلف پليه ها يا ژنوتيپ ميزان ارتباط بين آلل

و بـا ) odds ratios يـا OR( با نـسبت احتمـال VEGFژن 

مي%95درجه اطمينان تمام آناليزها توسط. شود تخمين زده

و مقـدار STATA, SPSSافزار نرم  بـهP≥05/0 انجام شد

ژن. دار قلمداد گرديد عنوان تفاوت معني  VEGFميزان بيان

و آنـاليز اطلاعـات بـا گرديـد مقايـسه HPRTجع با ژن مر

بـراي مـشخص نمـودن.انجام شـدct2∆∆استفاده از روش

و معني دار بودن يا نبودن تفاوت بيان ژن بين گـروه كنتـرل

. استفاده شدt-testتست از آناليز 

ها يافته
 نشان داده1 مطالعه در جدول موردهاي اصلي افراد ويژگي

م. شده است بهبيماران تر از كساني هـستند مسن CAD بتلا

همچنـين فراوانـي. مبتلا نيستند كرونركه ناهنجاري عروق 

+CADدعوامل خطرساز مربـوط بـه عـروق قلبـي در افـرا 

به افراد مي افزايش-CAD نسبت .دهد نشان

ــان  در بيمــاران VEGFژن mRNA مقايــسه بي

CAD+و بيمارانCAD-

 در دار در بيمـاران معنـي طـورهبـ VEGFژن mRNA بيان
+CAD نسبت بـه بيمـاران -CAD دهـد مـي كـاهش نـشان 

)01/0=P()1شكل(.

و آلل - 2578 در ناحيه C/A مقايسه فراواني ژنوتيپ

 CAD-و بيماران CAD+ بيماران در VEGF ژن

و آلل -2578 در ناحيـه C/A مورفيسم پلي فراواني ژنوتيپ

 شــده ســنجيدهCAD-و CAD+ افــراد درVEGFژناز

 نشان داده شـده اسـت فراوانـي2كه در جدول همان طور

- در مقايـسه بـا CAD+ندر بيمـارا CCو ژنوتيـپC آلل

CADراســتا افــراد مبــتلا بــهدر ايــن. بيــشتر اســتCAD 

)+CAD(داراي ژنوتيـپ بيشترCC بودنـد.)بيمـاران%30 
+CAD بيماران%18 در مقابل -CAD(از ، اما ايـن تفـاوت

).2جدول()=1/0P( دار نيست معنيلحاظ آماري
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 هـاي با ژنوتيپ VEGFژن mRNA تطابق بيان

C/A 2578در ناحيه-

در CC ما در مطالعه خود دريافتيم كـه افـراد هموزيگـوت

از-2578ناحيه  را نسبت VEGF ژن mRNA بيان كمتري

در ايـن ناحيـه AAهـاي هموزيگوتياها وزيگوتترهبه

نت  و اين با به دست آمده كـه نـشان داد در افـراد دارند يجه
+CAD ژن است مطابقت CAD- كمتر از افراد VEGF بيان

 نـشان داده2در اين راستا همان طـور كـه در شـكل. دارد

ژن VEGF شده است ميزان بيان ژن  وتيـپ در افـراد حامـل

AA در مقايسه با افراد ACوCCبالاتر است .

در مقايسه برخي از عوامل-1جدول  در يك جمعيت ايراني  CADموثر
-CADبيماران+CADبيماران متغير

5/68)37(4/60)32()درصد(مردان
55±6311±5/8)سال(سن

2/13)7(9/25)14( سيگار كشيدن
9/50)27(9/75)41( فشار خون بالا
6/22)12(7/53)29( ديابت مليتوس
5/24)13(50)27( چربي خون بالا
 175±38 188± 47 كلسترول كل
 165±80 188± 84 تري گليسريد

LDL 41 ±116 37±118 
HDL 17 ±4412±43

7/5)3(9/51)28( سابقه سكته قلبي

ژن-2جدول و ژنوتيپ  CAD+و CAD- در بيماران-2578در موقعيت VEGF ميزان بروز آلل
Pارزش نفر50) درصد( تعداد+CAD نفر50) درصد( تعداد-VEGF CADژنوتيپ

CC )18(%9)30(%151/0
AC )54(%27)56(%268/0
AA )28(%14)18(%92/0
 آلل

C)45(%45)56(%56
A)44(%44)55(%55

1/0

و ژنوتيپ وجو دهد كه تفاوت معني مربع كاي نشان مي د نداردداري بين ميزان بروز آلل

 بيماران

ژن-1شكل -CAD در مقايسه با بيماران+CADدر بيماران VEGF كاهش بيان
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-2578در ناحيه VEGFژنوتيپ

 در مقايسه با بيمارانCدر بيماران حامل آلل VEGFژن mRNAكاهش بيان-2شكل
.A(AA va CC, P=0.4, 95%CI=-3.9-1.7)حامل آلل

 بحث
ــشا ــه م ــن مطالع ــان ژن در اي ــه بي ــرديم ك  در VEGFهده ك

نسبت CAD+اي خون محيطي در افراد هاي تك هسته سلول

مي CAD- به افراد  تـوان يابـد، ايـن يافتـه بـه مفهـوم كاهش

 آترواسـكلروزيس منجر به سازوكار در پيشبرد VEGF بالقوه

 در بيمـاران VEGFژن mRNAتـر است، همچنين بيان پايين

شد- 2578در ناحيه CC ژنوتيپ با آنو مشاهده  به همـراه

 CAD+ در افـراد CCو ژنوتيپC روند افزايش فراواني آلل

 هــا از دخالــت همــه ايــن يافتــه. مــورد توجــه قــرار گرفــت

ژن- 2578 مورفيـسم پلي و پيـشرفت VEGF در  در توسـعه

CAD مي  را VEGFبسياري از مطالعات نقـش. كند پشتيباني

ن تنظيم كننده ضـخامت هاي شرياني به عنوا در ايجاد بيماري

 عروق كرونر كه عامـل محافظـت كننـده در برابـر اندوتليال

و عامـل مهـم رگزايـيپگرفتگي عروق كرونر، تشكيل لاك

.]18،17[ اند است را تاييد كرده

كه در مطالعـه حاضـر نـشان داده شـده اسـت، همان طور

 VEGFژن mRNAكه بيـان اند مشخص كردهمطالعات قبل 

 بـالاتر اسـتA در افراد حامل آللاي حظهملاطور قابلهب

به اين،]8[  انـد كـه هـا نـشان داده، بررسي موضوع با توجه

 CCي بيماران بـا ژنوتيـپ در مايع دياليز صفاق VEGF بيان

 AAو ACطـور قابـل تـوجهي در مقايـسه بـا ژنوتيـپهب

 در ناحيـهA، همچنين بيماران حامل آلل]4[ تر است پايين

شــانس بيــشتري بــراي داشــتن عــروق VEGFژن-2578

.]19[ دارندي سالمركرون

ــده در ــام ش ــراً انج ــه اخي ــه ك ــك مطالع ــين،ي ــاط ب  ارتب

 با پيشرفت VEGFژن-2578 در ناحيه C/A مورفيسم پلي

، مطـابق]20[ قرار گرفته است ييد مورد تأ زخم پاي ديابتي

 اثر محـافظتي درA وجود آلل مطالعه پيش رو، هاي با داده

مي آسيبر براب .كند هاي عروقي ايجاد

 در برخي موارد ممكن اسـت عواقـب VEGFافزايش بيان

دار خطرناكي داشته باشد، در اين راستا يـك ارتبـاط معنـي

ر-2578 در ناحيـهA بين وجود آلل  پـاتي تينوو پيـشرفت

.]13[ ديابتي در جمعيت ژاپن ديده شده است

پـاتي ديـابتي بـه رتينودر VEGF با وجود اينكه بيان بالاي

 زيان بار به همراه دارد امـا اثريA علت افزايش توليد آلل 

و مفيد در بيماران  ديـابتي قلمـداد نفروپاتييك عامل موثر

 VEGFژن-2578 در ناحيهA بنابراين وجود آلل.شود مي

.ارتباط مستقيم با توسعه رگزايي دارد

درممحدوديت بالقوه در مطالعه ايـن تحقيـقا تعداد بيماران

 نفر در اين مطالعه مـورد آزمـايش 100بود، با توجه به اينكه 

در افـراد حامـل VEGF قرار گرفتند، روند كاهشي در توليد

بـا. دار نيست از لحاظ آماري معني CAD+ در بيمارانCآلل 

 هـا همچـون مطالعـات پيـشين تـاثير عملـي اين حال نتـايج 

درر- 2578 در ناحيـــــه VEGFژن مورفيـــــسم پلـــــي ا



بVEGF ژن mRNAانيب:همكارانو البرزي 434 عروق كرونري مبتلا به گرفتگماراني در

و سازوكار خـوبيهبآترواسكلروزيس هاي مرتبط با رگزايي

.روشن ساخته است

هـاي همراه با بررسي،طبق نتايج به دست آمده از اين مطالعه

 را در VEGF توسـط هـاي درمـاني توان امكان راه پيشين مي 

و بررسـي قـرار داد عروقيهاي بيماري  در ايـن، مورد بحث

و نتـايج نـشان به عنوان يك مـاد VEGF راستا ه رگـزا بـوده

ق  بهبودي قابـل.]21،19[ي استلبدهنده بهبودي در عملكرد

و موثر در علائم آنژين بيمـاراني كـه سـطح بـالايي از توجه

VEGF22،19[ را دارند نشان داده شده است[.

به آنچه گفته شد ماها، يافته با توجه  از اين لحـاظ حـائزي

كه بيان ژن را بـه CAD پيـشرفتدر VEGF اهميت است

ي  با ايـن. تاييد كرده استي دهنده آگه عامل پيشكعنوان

هـاي حال، مطالعات بيشتر همراه با تعداد بيشتري از نمونـه 

.رسد بيمار براي تاييد نتايج به دست آمده لازم به نظر مي

 سپاسگزاري

و متابوليـسم پژوهشكده علوم غدد توسط بودجه اين طرح

نويـسندگان.شده اسـت تهران تامين دانشگاه علوم پزشكي

و آزمايـشگاهو متابوليـسم غـدد پژوهشكده علـوم مقاله از 

و پرسـنل آن بـه جهـت همكـاري در انجـام  ژنتيك مركـز
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