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  مقاله پژوهشي

  

در مبتلايان به بيماري دژنراسيون  CCL2  ژنC-2518T پلي مورفيسم  يبررس
  شمال غرب ايران وابسته به سن ماكولا از منطقه ي

    
  ****بنياديجبارپور محمدحسين دكتر ، ***عليرضا جوادزادهدكتر ، **مرتضي بنياديدكتر  ،*طاهره محمديان

  
 21/2/94 : پذيرش   8/10/93  :دريافت

  

  :چكيده
  بيماريي است كه نواحي مركزي رتينـا و كروئيـد را تحـت تـاثير قـرار       (AMD) به سن ماكولا  دژنراسيون وابسته:مقدمه و هدف

يـك   AMD بيماري پيشنهاد مـي كنـد كـه    مطالعات در زمينه اتيولوژي اين. دهد و ميتواند منجر به از دست رفتن بينايي شود مي
مطالعـات بـسياري بـر    . شود ميانكنش هاي چندين ژن و عوامل محيطي ايجاد مي د كه در اثر واكنش ها وبيماري پيچيده مي باش

بـه   CCL2 خاصي مثـل  كموكاين هاي. سايتوكاين هاي كموتاكسيك كه كموكاين هم ناميده مي شود تمركز كرده است روي نقش
 CCL2 به منظور تعيين ارتباط بين واريانت هاي ژن. باشند نظر ميرسد كه در ايجاد دژنراسيون رتينا و رگ زايي كوروئيدي مهم

 در اين ژن پرداخته شد  T2518-C مطالعه ي پلي مورفيسم  بهAMD با بيماري

مبـتلا    بيمـار 60در  CCL2 در منطقه پروموتري ژن T2518- C شاهدي ارتباط پلي مورفيسم-مورد  در اين مطالعه ي:روش كار
بيمار تطابق داشتند مـورد بررسـي قـرار     ا گروهنترل كه از نظر جنس، سن و قوميت بان گروه ك فرد سالم به عنو50و  AMD به

ژنوتيپ آنها با واكنش زنجيـره اي پليمـراز و چندشـكلي    . شمال غرب ايران بودند هر دو گروه بيمار و كنترل از منطقه ي. گرفت
  .قطعات هضم شونده تعيين شد طول
در بيماران دژنراسيون وابسته به سن ماكولا را در مقايـسه بـا گـروه     T آلل و TT بالاي ژنوتيپ آناليزهاي آماري فركانس :نتايج

  .داد اگرچه تفاوت مشاهده شده از نظر آماري معني دار نبود كنترل نشان
  هـيچ گونـه ارتبـاط    CCL2 انـدكي كـه بـين گـروه شـاهد و كنتـرل بـود آناليزهـاي آمـاري در ژن           علي رغم تفاوت:نتيجه نهايي

  .نداد و بيماري دژنراسيون وابسته به سن ماكولا نشان  T2518-Cمعني داري بين پلي مورفيسم
 

 CCL2ژن / پلي مورفيسم / استحاله ماكولا  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
 Age-related(دژنراســيون وابــسته بــه ســن مــاكولا       

Macular Degeneration; AMD (    يكـي از علـل اخـتلال
مراحل اوليه بيمـاري  بـا       . ن پيري مي باشد   بينايي در دورا  

تشكيل رسوب هايي در زير شـبكيه بـه نـام دروزن همـراه      
آتروفي يا خشكي شديد در ناحيه مـاكولا        است كه به مرور     

همزمان با پيشرفت بيماري رگ زايي، ايجاد       ايجاد ميشود و  
. زخم و خونريزي در ناحيـه زيـر شـبكيه اتفـاق مـي افتـد               

  رحله پيـشرفته و رگ زايـي برسـد         به م  AMDدرصورتيكه  
  
  
  

مي تواند شديدا باعث تضعيف ديد مركزي بيمـار و نهايتـاً            
 ).1(كوري گردد 

     فاكتورهايي كه مي تواند در ايجاد بيماري دژنراسـيون         
سـن،  : وابسته به سن ماكولا نقش داشته باشند عبارتنـد از         

از آنجاييكـه   . نژاد، رژيم غذايي، مصرف دخانيـات و چـاقي        
قش دخالت شماري از ژن هـا در اسـتعداد ابـتلا بـه ايـن                ن

بيماري در افـراد مـشاهده شـده اسـت ايـن بيمـاري يـك                
  ).2(بيماري پلي ژنيك محسوب ميشود 

  AMD   بنظر ميرسد كه  التهاب در بيماري زايي بيماري          
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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نقش مهمي داشته و مطالعـات مختلـف در سـالهاي اخيـر             
. يشرفت ايـن بيمـاري اسـت      مويد نقش التهاب در بروز و پ      

تشكيل دروزن ها در اين بيماري كه حاوي اجزاي مربـوط           
به سيستم ايمني و التهابي بوده و همچنين مشاهده سلول          
هـاي التهـابي مـزمن در ســطح خـارجي غـشاي برونــژ در      
مواردي كه رگ زايي اتفاق مي افتد تـاثير التهـاب در ايـن              

 اساس ژن هاي    بر همين ). 3-6(بيماري را تاييد مي كنند      
مربوط به سيستم ايمنـي و التهـابي در رابطـه بـا بيمـاري               

AMD             بسيار مورد مطالعه قرار گرفته اند كـه از جملـه ي 
 و  H (FBكد كننـده ي فـاكتور كمپلمـان          (CFHژن  آنها  
C2  7(را ميتوان نام برد(.  

     كموكاين ها از جمله مولكول هايي هستند كـه نقـش           
ر بيماري هاي مختلف مـورد بررسـي        آنها در بروز التهاب د    
ــت  ــه اس ــرار گرفت ــانواده    . ق ــضوي از خ ــا ع ــاين ه كموك

باشند كه نقش هاي مهمي در رشد و نمو سايتوكاين ها مي
به علاوه  . جنين، ايجاد و بقاي ايمني ذاتي و اكتسابي دارند        

اين مولكول ها نقش مهمي را در التيـام زخـم و آنژيـوژنز،              
زايـي، متاسـتاز و بيمـاري هـاي         التهاب هاي مزمن، تومور     

  ).8(مربوط به سيستم ايمني بر عهده دارند 
    CCL2        عضوي از خانواده ي كموكاين هاي CC   همـراه 

ــود   ــپتور خ ــا رس ــاي  CCR2ب ــلول ه ــي را در س  رگ زاي
مطالعات نـشان داده اسـت      . اندوتليال ميانجيگري مي كند   

 ژن  -2518 در جايگـاه پرومـوتري       C/T پلي مورفيـسم     كه
CCL2) NC_000017 ( ميتوانــد ميــزان ايــن كموكــاين را

 ).9(تحت تاثير قرار دهد 

مقايسه فراوانـي پلـي مورفيـسم ژن            هدف اين مطالعه    
ــار و شــاهد و بررســي   ــروه بيم ــذكور در دو گ همراهــي م

 CCL2 ژن T2518-C احتمالي پلي مورفيـسم پرومـوتري  
بر استعداد ابتلا بـه بيمـاري دژنراسـيون وابـسته بـه سـن               

 .ماكولادر منطقه ي شمال غرب ايران مي باشد

  :روش كار
 نفر مورد بررسي    110  شاهدي - مورد دراين مطالعه ي        

 CCL2 در ژن    -2518ژنتيكي در جايگـاه پلـي مورفيـسم         
 AMD يماري   نفر مبتلا به ب60از اين تعداد . قرار گرفتند

يـك  نتبودند كه توسط متخصص چشم پزشكي به مركـز ژ         
 نفر بزرگسال بـدون     50گروه كنترل را    . معرفي شده بودند  

سابقه يا ابتلا به بيماري هاي التهابي، ايمنولوژيكي تشكيل         
هردوگروه كنترل و بيمار از جمعيت شمال غـرب         . ميدادند

  لـــ از تكمياز هر دو گروه بيمار و كنترل پس. ايران بودند

  
 .فرم رضايت، خونگيري شد

     DNA  ــا اســتفاده از پروتكــل  ژنــومي از خــون افــراد ب
 اسـتخراج گرديـد  ) نمك اشباع(DNA استاندارد استخراج 

)10 .(DNA   ــتفاده از روش ــا اس ــده ب ــتخراج ش  PCR اس
تكثير و بـا اسـتفاده از    )ABI 22500ترموسايكل دستگاه (

 تعيين  -2518ر جايگاه    ژنوتيپ افراد د   PCR-RFLPروش  
  پرايمرهاي مـورد اسـتفاده شـامل پرايمـر پيـشرو          . . گرديد

5` G GGAACTTCCA AAGCTGCCT 3`  و پرايمـر 
باشد  مي `AG CTTTGCTGGC TGAGTGTT 3 `5پيرو

كــه پــس از طراحــي از شــركت ژن فــن آوران ســفارش و 
شركت فرمنتـاز،    (PvuIIآنزيم محدودگر   . خريداري گرديد 

راي هضم آنزيمي استفاده گرديد كه همـراه        ب) كشور آلمان 
بـه مـدت يـك    PCR با بافر مخصوص آنـزيم و محـصولات   

ــاي  ــبانه روز در دم ــاري  37ش ــانتيگراد  در بنم ــه س  درج
 بـر   PCRمحصولات هـضم آنزيمـي شـده        . نگهداري شدند 
پـس از رنـگ    درصد الكترو فورز شده و    5/1روي ژل آگارز    

آنزيم .  مشاهده شدند  UVآميزي با اتيديوم برومايد در نور       
PvuII     زماني كه آلل C         در اين جايگاه وجود دارد بـرش را 

 بـازي را  172 بـازي و  121دهـد و دو قطعـه ي         انجام مي 
 دو  CC در نمونه هاي بـا ژنوتيـپ  ،بنابراين. كند توليد مي

ــد و در ژنوتيــپ  ــد TC بان ــازي 172و121، 293ســه بان ب
  ). 1شكل(مشاهده شد 

  

  
  

   T 2518-Cيسم ف پلي مورRFLP-PCRت محصولا: 1شكل 
  CCL2ژن 

 باندي كـه نـشاندهنده ي هـضم         121و  172دو باند    (CTژنوتيپ  : 2ماركر   :1
 بازي هضم نـشده در      293مي باشد و باند      PvuIIيكي از رشته ها توسط آنزيم       

 بـرش  Cآنزيم هر دو رشته را در جايگاه آلـل  (CC ژنوتيپ  : 3) رشته ي ديگر
  )استهيچيك از رشته ها دچار هضم آنزيمي نشده (TTنوتيپ  ژ:4) داده است
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 براي اطمينان ازصحت نتايج بـه دسـت آمـده از روش                
RFLP تعــــدادي ازمحــــصولات بــــا اســــتفاده از روش 

sequencing ) تـوالي يـابي   ) شركت ماكروژن، كره جنوبي
 نتايج به دست آمده از توالي يـابي نتـايج           ).2شكل  (شدند  

 را تاييد نمود به طوريكه نمونه هايي كـه          RFLPمربوط به   
توسط آنزيم هضم شده بودند در جايگـاه مربـوط بـه پلـي              

  . را نشان مي دهدC آلل T2518-Cمورفيسم 
تفاوت هاي ژنوتيپي و آللي موجود در ميان گروه بيمار               

و كنترل با اسـتفاده از آزمـون فيـشر و مجـذوركاي مـورد               
 به صورت معني دار در 05/0  كمتر از P.بررسي قرار گرفت

  .نظر گرفته شده است
  :نتايج

 AMD،60در ژن   C-2518Tمورفيسمبراي بررسي پلي    
 نفر سالم به عنوان گروه      50 و   AMDفرد مبتلا به بيماري     

طيف سـني افـراد مبـتلا       . كنترل مورد مطالعه قرار گرفتند    
  نفر36نفر آن ها زن و  24ازميان بيماران.  سال بود 42/74

مرد بودند هيچ گونه ارتبـاط معنـي داري از لحـاظ سـن و               
 توزيـع ژنـوتيپي بـين       .جنس در بيماران مشاهده نگرديـد     

  گروه كنترل و بيمار بررسـي شـده و مـشاهده گرديـد كـه              
 در گروه بيماران در مقايسه با گروه كنترل بالا  TTفركانس

ولـي ايـن    )  درصـد  44 درصد در مقايسه بـا       55(مي باشد   
  فركـانس  ). P=079/0 (لحاظ آمار معني دار نبـود     ميزان از   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 درصد ميباشد درحاليكه 33/33  در گروه بيمارTCژنوتيپ 

  P  درصـد اسـت و ميـزان   22اين مقـدار در گـروه كنتـرل        
 ميباشد كـه معنـي      067/0محاسبه شده براي اين ژنوتيپ      

 در گـروه كنتـرل و   CCمقدار فركانس ژنوتيـپ   . دار نيست 
 درصد در گـروه     66/11( يمار تقريبا يكساني به دست آمد     ب

كه مقدار معني داري از )  درصد در گروه كنترل   12بيمار و   
نتايج حاصـل از بررسـي هـاي        . نظر آماري نشان نمي دهد    
   را در گــروه بيمــار نــشان داد Tآللــي ميــزان بــالاي آلــل 

كه ايـن مقـدار نيـز از        )  درصد 66 درصد در مقايسه با      86(
نتـايج بـه دسـت    ) P =238/0( آماري معني دار نبود لحاظ

 . آورده شده است1آمده از آناليزهاي آماري در جدول 

  
  T2518- Cتوزيع ژنوتيپي و آللي پلي مورفيسم: 1جدول 

 بين گروه كنترل و بيمار
  

    )n=500( كنترل  )n=60(بيمار 
  درصد  تعداد  درصد  تعداد

درصد 
  شانس

  
Pارزش

              ژنوتيپ
TT 33  85  22  44  556/1  079/0  

TC 20  33/33  22  44  636/0  067/0  

CC 7  66/11  6  12  968/0  4/0  

           آلل ها

T 86  67/71  66  66  303/1  238/0  

C 34  33/28  34  34  767/0  208/0  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  -2518 در جايگاه CCL2نتايج حاصل از توالي يابي ژن : 2شكل

سكانس از افراد ) الف.  به رنگ سبز مشخص شده استA به رنگ مشكي و نوكلئوتيد G به رنگ قرمز، نوكلئوتيد T با پيك به رنگ آبي ، نوكلئوتيد Cنوكلئوتيد 
 TTژنوتيپ ) جو ) مشاهده ميشودپCو هم آلل Tهم آلل  (TCژنوتيپ )   بCCحامل ژنوتيپ 
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  :بحث
تحليل ماكولاي وابسته بـه سـن  يكـي از علـل شـايع                    

باشد كه علت اصلي بروز بيماري      نابينايي در افراد مسن مي    
نقـش تنوعـات ژنتيكـي در       . تاكنون مشخص نـشده اسـت     

به طور گسترده مورد مطالعـه قـرار گرفتـه      AMD بيماري
است اگرچه ارتباط مستقيم بين بروز بيماري و موتاسـيون          
در ژن هاي مسئول ديستروفي هاي ماكولا تنهـا در مـوارد            

 ).11،12(كمي گزارش شده است 

سيـستم   H در فـاكتور     Y402H پلـي مورفيـسم      يرا     اخ
به .  گزارش شده است   AMDكمپلمان در ارتباط با بيماري      

 در  B/C2علاوه هاپلوتايپ هاي مخـصوصي در فاكتورهـاي         
  ).13(ارتباط با اين بيماري ديده شده است 

     نقش ژن هاي  پيش التهابي از جمله سايتوكاين هـا و            
ري بـه طـور گـسترده مـورد         كموكاين ها نيز در اين بيمـا      

سايتو كـاين هـا و كموكـاين هـا           . بررسي قرار گرفته است   
ولي هستند كه بسياري از پروسـه هـاي         لپروتئين هاي مح  

بيولوژيكي را از جمله پاسخ هاي ايمنولوژيكي و التهـابي را           
تنظيم ميكنند از اين رو تنظيم نادرست سـايتوكاين هـاي           

د منجر به بيمـاري هـاي       پيش التهابي و ضد التهابي ميتوان     
  ).14(التهابي شود 

ز ميان ژنهاي مربوط به سايتو كاين ها پلـي مورفيـسم                ا
 گــزارش AMDدر ارتبــاط بــا بيمــاري  IL-8در ژن + 781

در مطالعـه اي كـه در جمعيـت تـايوان           ). 13(شده اسـت    
 TNF-α ژن   -1031صورت گرفتـه اسـت پلـي مورفيـسم          

 بـه بيمـاري نـشان داده        ارتباط معني داري با ريسك ابـتلا      
  مطالعه اي كه در ارتباط با پلي مورفيسم هـاي   ).15(است 

-308G/A   1031 وT/C      در ژن TNF-α    شمال  در جمعيت
شرق ايران انجام شد هيج گونـه همراهـي بـين ايـن پلـي               

  ).16( مشاهده نشد AMDمورفيسم ها و بيماري 
هاي      مطالعات گذشته نشان مي دهد كه پلي مورفيسم         

 ميتوانند ميزان اين كموكاين را تحت تاثير قرار         CCL2ژن  
   C و همكارانش آلل  راوينبا توجه به نتايج مطالعات دهند

  
 ترشـح  MCP1  باعـث افـزايش سـطح    -2518  در جايگاه

از طـرف ديگـر در    . )9(شـده از مونوسـيت هـا مـي شـود      
 CCL2 اتفاق مي افتـد ميـزان        AMDالتهاب حادي كه در     

و آنانـد  آكـشاي  . افزايش مـي يابـد  RPE ه رتينا و در ناحي
بـا   در ايـن ژن را rs4586  همكارانش ارتباط پلي مورفيسم

در ) 17( مـشاهده كردنـد   AMD خطر ابـتلا بـه بيمـاري    
و همكارانش هيچ گونه ارتباطي     دسپريت  حاليكه دامينيك   

  ).18(را در اين زمينه مشاهده نكردند 
ال غرب ايران  نيز هيچ      ي حاضر در جمعيت شم    مطالعه    

  ژن   -2518گونه ارتباط معني داري را بين پلي مورفيسم         
CCL2    تحليل ماكولاي وابـسته بـه سـن نـشان           و بيماري

 اين يافته نشان دهنده ي اين است كه پلي مورفيسم           .نداد
 نقش مستقيمي در استعداد ابتلا به       CCL2 در ژن    -2518

 دخالـت   ندارد كـه ممكـن اسـت بـه دليـل           AMDبيماري  
تغيرات ژنتيكي ديگر در اين ژن و يا نقش ژن هـاي ديگـر              

البته با مطالعه در جمعيت هاي با نژاد متفـاوت و يـا         . باشد
مطالعه در سطح گسترده تر شايد بتوان نتـايج متفـاوتي را            

  .به دست آورد
   : نهايينتيجه
  ارتبــــاط  CCL2 ژن T2518-Cپلــــي مورفيــــسم       

تحليـل مـاكولاي    بتلا بـه بيمـاري      معني داري با استعداد ا    
بنابراين پيشنهاد ميشود بررسي هاي     . وابسته به سن ندارد   

مربوط به  نقش اين ژن در بيماري تحليل ماكولاي وابسته           
به سن در سطح گسترده تري انجـام شـده و همـين طـور               
نقش پلي مورفيسم هـاي ديگـر و سـاير ژن هـايي كـه در                

  .بررسي گردد هستند CCL2ارتباط متقابل با ژن 
   

   :سپاسگزاري
علمي تنوع   قطب مصوب تحقيقاتي طرح از   منتج مقالهاين   

بدينوسيله از كليه بيماران     .مي باشد تبريز  زيستي دانشگاه   
نتـايج ايـن    ضمناً   .و خانواده هاي ايشان قدرداني مي گردد      

   .مطالعه با منافع شخصي نويسندگان در تعارض نمي باشد
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Age-related macular degeneration (AMD) is a disease affecting the 
central regions of the retina and choroid, which can lead to loss of central vision. Etiological 
research suggests that AMD is a complex disease, caused by the actions and interactions of 
multiple genes and environmental factors. Numerous studies have focused on the role of 
chemotactic cytokines, also known as chemokines. Certain chemokines, such as CCL2 appear 
to be crucial in development of retinal degeneration and choroidal neovascularization. To de-
termine whether variants in the CCL2 gene are associated with age-related macular degenera-
tion we studied C-2518T polymorphism of this gene in AMD patients from Northwest of Iran. 
Materials & Methods: In this case-control study, the association of C-2518T polymorphism in 
the promoter region of CCL2 gene was investigated in 60 patients suffering from AMD and 
50 healthy age, sex and ethnicity matched unrelated people as control group. Both of the case 
and control groups were originated from Northwest of Iran. Genotypes of both groups were 
determined by polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymor-
phism (RFLP). 
Results: Statistical analysis shows high frequency of TT genotype and T allele in AMD pa-
tients compared to those of control group though the observed difference was not statistically 
significant. 
Conclusion: Despite the existence of small differences between case and control groups statis-
tical analysis of single nucleotide polymorphism (SNPs) in the CCL2 gene did not show a 
significant association between C-2518T polymorphism and age-related macular degenera-
tion. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2015; 22 (2): 108-113) 
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