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  به نام خدا

  
  اظهار نامه

  
دانشجوي رشته ي زیست شناسی ) 880555(اینحانب مریم خسروي 

مولکولی دانشکده علوم اظهار می کنم که این پایان نامه  –گرایش سلولی 
حاصل پژوهش خودم بوده و در جاهائی که از منابع دیگران استفاده کرده 

همچنین اظهار می کنم . م، نشانی دقیق و مشخصات کامل آن را نو شته اما
که تحقیق و موضوع پایان نامه ام تکراري نمی باشد و تعهد می نمایم که 
بدون مجوز دانشگاه دستاوردهاي آن را منتشر ننموده و یا در اختیار غیر 

ي و معنوي کلیه حقوق این اثر مطابق با آیین نامه مالکیت فکر. قرار ندهم
  .متعلق به دانشگاه شیراز است

  
  
  مریم خسروي: نام ونام خانوادکی
  29/10/1390: تاریخ و امضاء
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  ما در میان توده ي سازنده ایی قدم به عرصه هستی نهاده ایم
  

  که گرچه نان ندارد
  

  اما  به جاي آن
  

  ....میدان دید باز و وسیعی دارد
  
  

  

  ر عزیزم براي تمام مهربانی ها و صبوري هایشانتقدیم به پدر وماد
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  گزاريسپاس
  
  

و سپاس خدایی را سزاست که تیر  سپاس خدایی که مرا آفرید و به من فرصت آموختن داد
حتمی قضایش را هیچ سپري نمی شکند و لطف و محبت و هدایتش را هیچ مانعی باز نمی 

   .دارد
زرگوارم به جهت تمام دلسوزي ها و آموزش هایشان  دارم و کمال تشکر را از محضر اساتید ب

 همچنین از پدر و مادرم به خاطر تمام صبوري ها و مهربانی هاي بی دریغشان سپاس گزارم
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  چکیده 
  

  با خطر رد پیوند حاد کبد   GSTO2ارتباط چند شکلی ژنتیکی 
  بعد از پیوند مغز استخوان GVHDو بروز 

  
  به کوشش

  مریم خسروي
  

  ترانسفراز ها از ژن هاي فاز دوم سم زدایی هستند که در متابولیسم داروها و  -sخانواده گلوتاتیون 
امکان دارد پلی مورفیسم .یکی از اعضاي این خانواده است  GSTO2.زنوبیوتیک ها دخالت دارند

GSTO2(N142D) منی که براي جلوگیري از رد حاد  سرکوب کننده سیستم ای بتواند متابولیسم داروهاي
. در پیوند مغز استخوان مورد استفاده قرار می گیرند را تحت  تاثیر قرار دهد GVHDدر پیوند کبد و بروز 

همچنین این امکان وجود دارد که پلی مورفیسم در این ژن بتواند در ابتلا به بیماري هاي کبدي که منجر به 
در این . ی که منجر به پیوند مغز استخوان می شوند نقش داشته باشدپیوند کبد می شوند و بیماري های

بیمار پیوندي کبد بدون رد حاد به عنوان  182گیرنده پیوند کبد و همچنین  302فرد سالم با  330مطالعه
  .بیمار با بروز رد حاد پیوند کبد به عنوان گروه بیمار مورد  بررسی قرار گرفتند120گروه شاهد و 

و  GVHDبیمار مبتلا به  20گیرنده مغزاستخوان و همچنین  88فرد سالم و  100در مطالعه دیگر  به علاوه 
 PCR-RFLPبراي مشخص کردن ژنوتیپ از روش . مورد بررسی قرار گرفتند GVHDبیمار بدون بروز  68

یوند کبد می و مشکلات کبدي که منجر به پ NNارتباط معنی داري را بین ژنوتیپ  ،نتایج حاصل. استفاده شد
 028/0P=  ,939/0-339/0(و جنسیت افراد=OR)  556/0و02/0P=  ,119/0-339/0 CI= %95(شوند
CI= %95564/0و (OR= و همچنین رد حاد پیوند کبد نشان می دهد)007/0P=  ,444/5-179/1 CI= 

همچنین نشان  =ND:OR) 533/2و002/0P=  ,149/8-627/1 CI= %95( =NN:OR) 642/3و%95
شد که میزان بالاي آنزیم آلانین ترانسفراز در روز سوم بعد از پیوند میتواند شاخص خوبی براي پیش بینی داده 

نتایج حاصل از آنالیز =OR) 165/5و036/0P=  ,052/24-1098/1 CI= %95. (رد حاد پیوند کبد باشد
  .ادرابطه معنی داري را نشان ند GVHDبیماران پیوندي مغز استخوان و همچنین بروز 
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  مقدمه
  
  

سالانه تعداد زیادي از انسان ها به دلیل نقص در برخی از ارگان ها و بافت هاي بدن دچار مرگ 
ست که با ساخت و جایگزین کردن اندام نتیک و علم پیوند در تلاش اژمهندسی  .شوند می

در حال حاضر پیوند اعضا از بدن افراد دچار مرگ مغزي  .هاي بدن از این امر جلوگیري کند
شده یا افراد زنده تنها راه نجات آن دسته از بیمارانی است که دچار اختلال در برخی از اندام 

مل محدود کننده این پروسه مانع اما رد پیوند به عنوان مهمترین عا .هاي بدن خود هستند
تلاش براي کاهش رد پیوند باعث انجام مطالعات گوناگونی  .باشد موفقیت کامل پیوند اعضا می

  .شده است تا جنبه هاي بیشتري از این پروسه شناسایی و برطرف شود
  
  
  ترانسفرازها - sي گلوتاتیون مقدمه اي بر خانواده 1-1
  

نیسمی براي سم زدایی و مقابله با ترکیبات مضر خارجی و تمام موجودات زنده داراي مکا
 GSTs  1خانواده,استرس هاي اکسیداتیو هستند یکی از مهمترین مکانیسم هاي آنتی اکسیدان 

  .باشد می
GSTs ي آنزیمی هستند که با اتصال گلوتاتیون به سوبسترا در فاز اعضاي یک ابر خانواده
 Yang et)شوند ها میفظت سلول در مقابل زنوبیوتیکزدایی و محازدایی باعث سمدوم سم

al.,2006) و  مواد سرطان زازدایی بسیاري از داروها، اتصال گلوتاتیون نقش مهمی در سم
زدایی و باعث تنوع در سمGSTهاي تنوع ژنتیکی در خانواده. کندترکیبات خارجی بازي می

هاي سیتوزولی GST. (Bardelli et al., 2003)شود چنین تنوع در خطر ابتلا به سرطان میهم
. باشدمی  alpha (A) ،mu (M)، omega (O) ،pi (P) ،sigma (S) ،theta (T) ،zeta (Z): شامل

(Board et al; 2000).  
  
  

                                     
1 Glotathion S- Transfrase 
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  GSTO2ژن -1-2
  

  شده هستند که شامل اي هاي شناخته جدیدترین آنزیم GST ،GSTOي از بین خانواده
هاي باقیمانده که داراي  GSTsبر خلاف سایر . می باشند GSTO2 و GSTO1       ي دسته

جایگاه فعال خود هستند این دسته داراي سیستئین در جایگاه فعال خود و سرین و تیروزین در
خود هستند که کار آنان هنوز مشخص  آمیناي در قسمت انتهاي اسید آمینه 19ي یک دنباله

قرار دارد که  10q24.3در جایگاه  GSTO2ي کدکننده ژن. (Brodde et al., 2005)نشده است 
. فاصله دارد GSTO1با  kbp 7.5و حدود  شتهدا kbp 24.5اگزون است و طولی معادل  6داراي 

وجود آرسنیک در . شباهت دارد GSTO1حاصل از ژن با پروتئین % 60حدود  GSTO2پروتئین 
در  GSTO2  .شودکلیه، کبد و شش می باعث ایجاد سرطانهاي پوست، مثانه،) آب(رژیم غذایی 

باشد می Asn (142) Aspشامل  چندشکلی هاي این ژن یکی از. سم زدایی آرسنیک نقش دارد
به میزان  2GSTO. (Mukherjee 2006) .شودسه ژنوتیپ مشاهده می آنبنابراین در هر 

 .گرددماهیچه هاي اسکلتی و پروستات بیان می   ،کلیه  ،زیادي در بافت هاي کبد
(Whitbread, 2005 )  

  
  
  پیوند مغز استخوان -1-3
  

شود که در ها استفاده میهاي خونی و برخی سرطانهاي بنیادي خونی در بیماريپیوند سلول
هاي بنیادي چند ظرفیتی خون از مغز استخوان یا خون بند ناف یا جفت و یا خون آن سلول

این عمل با ریسک بالا و تنها در مواردي  .شوند محیطی برداشت و به فرد بیمار منتقل می
پیوند مغز استخوان به دو صورت  .انجام می شود که بیماري  به مرحله خطرناکی رسیده باشد

خود بیمار استفاده سالم در روش اتولوگ از سلول هاي بنیادي  .شود آلوژن و اتولوگ انجام می
از  ی که بیشترین شباهت ژنتیکی ران سلول هاي بنیادي از فرد سالمژکنند و در روش آلو می

هایی بیماري  مانندهاي بیماري.می شودبا بیمار دارد به فرد بیمار منتقل  HLAنظر 
پیوند مغز استخوان  ناموفق بودنها از عوامل مهم در و عفونت VOD 3 ، بیماري 2GVHDمثل

   (Imad et al.,2000).هستند 
  
  
  

                                     
2 graft versus host disease 
3 veno- occlusive disease 
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  بیماري پیوند علیه میزبان-1-4
  

مهمترین مشکل در پیوند مغز استخوان آلوژن است که به دو شکل حاد و  GVHDي بیمار
فعال شده و به بافت  ،در این بیماري سلول هاي تزریق شده از فرد دهنده. کند مزمن بروز می

در این بیماري  .مقدار آسیب بستگی به شدت بیماري دارد .زنند آسیب می گیرندههاي فرد 
پوست اولین و شایع ترین  .شوند و گاهی شش ها دچار آسیب میکبد  ،لوله گوارش ،پوست

بیند و شدت آسیب  آن  با توجه به نوع دانه ها و سطح درگیري  اندامی است که آسیب می
 50تا 25در درجه متوسط  ،درصد 25در درجات خفیف بیماري  .شود پوست مشخص می

ورت دانه هاي عفونی همراه به درصد و در نوع کشنده به ص 75در نوع شدید بیش از  ،درصد
شود  بافت دیگري که در این بیماري دچار آسیب می .خونریزي تمام سطح بدن را می پوشاند

اندام در طی شیمی درمانی یا پرتو درمانی آسیب سلول هاي اندوتلیال این . لوله گوارش است
علایم درگیري . کننددیده و باکتري ها و محصولات آن ها می توانند به جریان خون راه پیدا 

درد شدید شکمی و بی اشتهایی است که در درجات مختلف  ،این بافت در این بیماري اسهال
افزایش مقدار بیلی روبین کل  نشان دهنده درگیري . نوع و شدت آن متفاوت است ،این بیماري

عفونت هاي  ، VODبافت کبد در این بیماري است و تشخیص آن از بیماري هایی مثل 
براي درمان یا پیشگیري بیماري از داروهاي . روسی و مشکلات خاص کبدي مشکل استوی

 ,.Reddy et al)تاکرولیموس استفاده می کنند ، سرکوب کننده ایمنی مانند سیکلوسپورین

مرحله است که در آن سلول هاي ایمنی فرد دهنده به  3مکانیسم این بیماري شامل  .(2003
فعال می شوند و به اندام هاي فرد گیرنده , ه آنتی ژن فرد گیرندهوسیله سلول هاي عرضه کنند

هستند که با  Tمهترین سلول هایی که در این مکانیسم نقش دارند سلول هاي . آسیب می زند
 .    ترشح سیتوکاین یا خاصیت کشندگی خود باعث مرگ سلول هاي فرد بیمار می شوند

(Reddy et al., 2003)  
  
  
  :GVHDعوامل خطر -1-5
  

  افزایش سن بیمار و ،HLAعدم تطابق لوکوس هاي , از مهمترین عوامل خطر این بیماري
  (Imad. et al., 2002) . دهنده و عفونت هاي ویروسی می باشد
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  حاد GVHDاپیدمیولوژي بروز -1-6
  

ارانی هفته بعد از پیوند مغز استخوان بروز می کند و مقدار بروز آن در بیم 10تا  2این بیماري 
  درصد است 80تا 50متفاوت  HLAدرصد و در بیمارانی با  50تا  20مشابه HLAبا 

  .(Imad. et al., 2002)  
  
  
 کبد-1-7
  

 بدن است که بسیاري از فعالیت هاي حیاتی در آن انجام می اعضايپرکارترین یکی از کبد 
حلول را به مواد بی کبد مواد نام ،در سم زدایی. از کارهاي مهم آن سم زدایی استیکی  شود

  .Liska et al., 1998)(می کند خطر و محلول در آب تبدیل و به ادرار یا صفرا منتقل 
  :سم زدایی شامل دو مرحله است

نقش بسیار مهمی را بازي می کنند که اولین دفاع  P450سیتوکروم  خانوادهدر مرحله اول 
 ،NADHاستفاده از اکسیژن و کوفاکتور این آنزیم ها با . آنزیمی در برابر ترکیبات خارجی است

می شوند که امکان دارد از  قطبی را به مواد اضافه کرده و باعث تولید مواد OHگروه فعالی مثل 
اگر این مولکول ها توسط مرحله دوم خنثی نشوند . حالت اولیه خود بسیار خطرناك تر باشند

در این مرحله رادیکال هاي . نندسلول ها آسیب بز RNAیا  DNA ,امکان دارد به پروتین ها
  . Liska et al., 1998 ( Vermeulen et al 1994,(    آزاد نیز تشکیل می شوند

مطالعات بسیاري رابطه بین فاصله زمانی بین این دو فاز با ابتلا به بیماري هایی مثل 
اد باشد یا این دو فاز زیزمانی اگر فاصله (Meyer. et al 1990).  سرطان را بررسی کرده اند

 کبدآنزیم هاي فاز دو به علت افزایش بیش از حد مواد اشباع باشند صدمات جبران ناپذیري به 
  .Liska et al., 1998)(  وارد می شود

سولفور و اسید آمینه را به مواد  ,در مرحله دوم سلول هاي کبد موادي مانند گلوتاتیون
گلوتاتیون از .نها در آب یا صفرا می شوند حاصل از مرحله یک اضافه و باعث افزایش حلالیت آ
حاصل از مرحله یک می شود و  و مواد موادي است که باعث خنثی شدن رادیکال هاي آزاد

حاصل مرحله یک به حدي زیاد باشند که  متابولیت هاياگر . حضور آن براي بدن ضروري است
یم هاي مهم زاز آن. می بیند کبد آسیب، مقدار گلوتاتیون ها براي خنثی سازي آنها کافی نباشد

ترانسفرازها هستند که اتصال گلوتاتیون به محصول مرحله یک را کاتالیز  - s این فاز گلوتاتیون
  .Liska et al., 1998)( می کنند

بیماري هاي متفاوتی مانند  .شود آسیب به کبد گاهی باعث از دست رفتن بافت کبد می
از  و می گویند کبدسیروز  به التهاب شدید  .تواند باعث این امر شود یم ...و  هپاتیت، سیروز
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بیماري  و الکلیسم توان به آن میاز دلایل عمده معینی دارد که  مشخصات پاتولوژينظر 
    با پیوند کبد است بیماري هاي کبدي درمان در موارد پیشرفته. اشاره کرد C هپاتیت

.(Mazzeferro V. et al.,1996)         
زمانی که به هر دلیلی عملکرد کبد دچار اختلال شود و این اختلال برگشت پذیر نباشد 

ر مرگ مغزي شده، شخصی که دچا در اغلب موارد کبد پیوندي از. پیوند کبد مطرح می شود
  . تامین می شود

  
  
  رد حاد پیوند کبد-1-8
  

رد پیوند یک پروسه ایمنی است که در آن سلول هاي ایمنی فعال شده و با بیگانه تلقی کردن 
رد حاد پیوند کبد شامل . شوند حمله به بافت باعث از دست رفتن آن می بافت پیوندي و

م شباهت کامل ژنتیکی بین فرد گیرنده و التهاب شدید بافت پیوندي است که به علت عد
سیاهرگ پورتال و رگ  ،سلول هاي اندوتلیال ،دهنده رخ می دهد که ابتدا روي مجاري صفراوي

 .گذارد که گاهی شامل سرخرگ کبدي و انشعابات آن نیز می شود هاي کوچک کبدي اثر می
کلینیکی که چند روز تا نوع . رد پیوند حاد به دو صورت کلینیکی و بافتی قابل تشخیص است

. استیرقان و گاهی بزرگ شدن شکم همراه  ،چند هفته اول بروز می کند با علائمی مثل تب
 ،آسپارتات آمینوترانسفراز، در این زمان میزان آنزیم هاي کبدي مانند آلانین آمینو ترانسفراز

اول تا  ی که چند روزدر نوع بافت. دچار تغییر می شوند ،مستقیم بیلی روبینکل و  بیلی روبین
انجام بیوپسی از بافت تایید کننده رد پیوند است که ، بروز می کند اول بعد پیوندشش  ماه 

افزایش تعداد لنفوسیت هاي ,تخریب و التهاب سیاهرگ پورتال - 1علائم آن عبارت است از 
یر اندوتلیال التهاب بافت ز- 3تخریب و التهاب مجاري صفراوي - 2نوتروفیل و ائوزینوفیل و,فعال

  .سیاهرگ پورتال
با بروز علائم رد . حداقل دو مورد از سه ویژگی بالا براي تایید ردحاد پیوند مورد نیاز است

   .(Banff.1996)کنند  حاد پیوند از داروهاي سرکوب کننده بیشتري استفاده می
  
  

  کبد رد حاد پیوند عوامل خطر -1-9
  

 ،نوع رژیم درمانیر، سن بیما ،به نوع بیماي زمینه اي این نوع رد پیوند میتوان عوامل خطراز 
  .دهنده اشاره کرد گیرنده وژنتیکی بین  تفاوت زیادنوع بافت پیوندي و  ،انجام پیوندهاي قبلی
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  اپیدمیولوژي رد حاد پیوند کبد-1-10
  

 دي پیون با ساخت و کشف داروها و روش هاي متفاوت و کارآمد در پیوند کبد میزان بقا بیماران
درصد  80تا  40در حالی که بروز اولیه رد حادپیوند  .درصد در یک سال رسیده است 80به 

       (CristinaA. et al.,1999 ). است 
  
  
  هدف-1-11
  

- زدایی باعث تفاوت در مقدار و کیفیت سمهاي دخیل در سمهاي ایجاد شده در ژنموتاسیون
هاي دخیل در بعد از پیوند اعضاء توسط آنزیمداروهاي استفاده شده . شوندزدایی در کبد می

هدف  .است GSTO2زدایی هاي مهم در فاز دوم سمیکی از آنزیم .شوندمی زدایی متابولیزه سم
پیوند کبد و بروز حاد با رد  GSTO2(N142D) از این مطالعه ارتباط بین چند شکلی ژنتیکی

  .در پیوند مغز استخوان است GVHDبیماري 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  


