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مقدمه

بافت همبند بافتي است كه در ساختمان اعضاي بدن شركت دارد و مسئول فرم و شكل بدن حيوانات است (1).  كلاژن ‌ها كه فراوان ترين پروتئين بدن پستانداران هستند (2) ساختمان بافت همبند را مستحكم كرده و در شكل 
گيري، شيموتاكسي، چسبندگي سلولي، تجمع و پيوستگي پلاكت ها براي هموستاز و ترومبوژنز دخالت دارند (3،4،5). بافت همبند و جزء مهم آن كلاژن به علت توزيع فراوان بافتي اهميت خاصي دارد (2).

اختلال در هر يك از واكنش هاي شيميايي كه در ايجاد ساختمان كامل كلاژن نقش دارند ، سبب پيدايش خواص مكانيكي غير طبيعي مي شود (1،3). بيماري هاي ژنتيكي كلاژن به علت تظاهرات باليني متعدد و ايجاد اختلالات مهم در بدن توجه فراوان محققين را جلب كرده است. اين بيماري ‌ها يا به علت اختلال در واكنش هاي شيميايي بيوسنتز كلاژن و نقص در تكميل ساختماني كلاژن است و يا به علت كاهش در مقدار سنتز كلاژن و كمبود كلاژن هاي بافت همبند مي باشد (1،4). در بيماري ارثي استئوژنز ناقص1 در بافت هاي همبند (استخوان، پوست، تاندون، چشم، گوش و دندان) كلاژن نوع I كاهش مي يابد و فيبروبلاست هاي جدا شده از پوست نسبت به فيبرو بلاست هاي نرمال مقدار كلاژن نوع III بيشتري در invitro سنتز مي كنند (3،5). در حالي كه در سندرم اهلرز- دانلوس2 نوع IV ميزان سنتز كلاژن نوع III در بافت هاي همبند (پوست و سيستم عروقي) كاهش مي يابد. در نوزادان نارس به علت كمبود آنزيم هيدروكسي پرولين اكسيداز، دفع ادراري هيدروكسي پرولين زياد است و كلاژن استخوان از دست        مي‌رود. از جملـه تغييـرات آسيب شناختي همـراه با فرآيند پيـري، از دست رفتـن كلاژن و پروتئوگليكان ها است. در سندرم زودرس پيري، ظرفيت رشد فيبرو بلاست ها كاهش مي يابد.

 انواع مختلف كلاژن در invivo شناسايي شده است و در دهه اخير از بسياري از محققين جفت انسان به عنوان ماده اوليه جهت استخراج و مشخص كردن انواع مختلف كلاژن ورد استفاده كرده اند (10). جفت كه يك ارگان واسطه بين مادر و جنين است به علت غني بودن از كلاژن توجه پژوهشگران را به خود جلب كرده است (11،12). نظر به اينكه بعد از اولين هضم آنزيمي كلاژن نوع IV و بعد از دومين هضم آنزيمي كلاژن نوع I + III جفت انسان استحراج مي شود و حركت الكتروفورتيكي آن  در الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات3 (SDS-PAGE)3 قابل بررسي است (9)، كلاژن نوع IV و  كلاژن نوع I + III   تعدادي جفت كه از نظر علم مامايي بعد از زايمان طبيعي و 
ترم تشخيص داده شده استخراج و از نظر ميزان كلاژن خالص، ميزان پروتئين كل و حركت التروفورتيكي بررسي كرده تا بتوانيم همانند پروتئين هاي سرم در صد معيني را بطور نسبي بيان كنيم و يك ميزان استاندارد براي كلاژن هاي جفت گزارش نماييم.
مواد و روشها

مواد شيميايي:
اتانل 98%، اسيد فرميك99%، كوماسي بريليانت بلو 
G-250، اسيد سيتريك و سيترات سديم نوعDihydrat Crystalin، استاندارد پروتئين با وزن ملكولي بالا، پپسين با فعاليت  Fipunit /mg7/0، سود سوز آور و كلريد سديم از جمله موادي بود كه  همه از شركت سيگما4 تهيه شد .
شستشو و آماده نمودن بافت:

براي انجام هر گونه كار بر روي جفت لازم است ابتدا شستشوي كافي روي آن صورت گيرد تا خون آن كاملا" پاك شود. چون كلاژن پروتئين نامحلول و تقريبا" پايدار است 

بنابراين شستشو را مي توان در محيط 4 درجه سانتيگراد و در زمان طولاني انجام داد (9). خلاصه روش به شرح زير است:

ابتدا بند ناف، كيسه آمنيون و كوريون را از جفت جدا كرده و سپس آن را با يك بيستوري به قطعات بسيار كوچك تقسيم كرديم. جفت قطعه قطعه شده را براي شستشو به ترتيب در محلولهاي زير قرار داديم :

-  200 ميلي ليتر محلول مايع حاوي 8 درصد اتانل، نمك كلريد سديم به غلظت 6 گرم بر ليتر و مقداري سلولز

-   محلول سيترات سديم 05/0 مولار و 2/7 =PH 

 -   محلول اسيد سيتريك 05/0 مولار و 2/8=PH
 -   محلول اسيد فرميك 05/0 مولار 

بعد از انجام مراحل شستشو بافت هاي سفيد شده بدست آمد كه آماده هضم آنزيمي بودند.

استخراج كلاژن نوع IV از بافت جفت:

براي جداسازي اين نوع كلاژن، بافت جفت فقط يك بار تحت هضم آنزيمي قرار مي گيرد (9). خلاصه روش به شرح زير است:

01/0 گرم از پپسين نوع  Fipunit /mg7/0 در 20 ميلي ليتر اسيد سيتريك 05/0 مولار حل شد و بافت هاي شستشو داده شده براي هضم آنزيمي به مدت 24 ساعت در آن قرار گرفت، عمل هضم آنزيمي در محيط 10 درجه سانتيگراد و در حال تكان خوردن محلول انجام گرفت.  بعد از 24 ساعت، 20 ميلي ليتر آب مقطر براي خنثي كردن اثر پروتئازي پپسين به آن اضافه شد و محلول با اضافه كردن سود 4 نرمال از حالت اسيدي به 5/7= PH تغيير پيدا كرد و بعد از 24 ساعت سانتريفوژ گرديد. رسوب دور ريخته شد و محلول رويي كه حاوي كلاژن نوع  IVبود، نگه داشته شد. رسوب گيري پروتئين ‌ها با افزايش غلظت نمك به ترتيب در دو PH  خنثي و اسيدي انجام شد.  در 5/7= PH غلظت نمك به 2/1 مولار و در 8/2=   PHغلظت نمك به 6/0 مولار رسيد.  بعد از طي مراحل فوق رسوب حاصله كه حاوي كلاژن نوع IV بود با سانتريفوژ جدا گرديد و توتال پروتئين آن را به وسيله روش برادفورد1 اندازه گيري شد (10).

استخراج كلاژن نوع I+III از بافت جفت:

براي جداسازي كلاژن نوع I+III بافت جفت دو بار تحت هضم آنزيمي قرار مي گيرد (11). خلاصه روش به شرح زير است:

01/0 گرم از پپسين نوع Fipunit/gr 9000 در 70 ميلي ليتر اسيد فرميك 5/0 مولار حل شد و بافت مورد نظر براي اولين هضم آنزيمي به مدت 6 ساعت در آن قرار گرفت. سپس 01/0 گرم از همان آنزيم پپسين براي دوميـن هضـم آنزيمي به محلول اضافه شد. هر دو مرحـله هضم آنزيمي در محيط 4 درجـه سانتي گراد و در حال تكان خوردن مخلوط انجام گرفت. بعد از آن كه يك شب از دومين هضم آنزيمي  گذشت، مخلوط با دور g10000 به مدت يك ساعت سانتريفوژ شد.

 65 ميلي ليتر مايع رويي جدا شد و سپس پروتئين هاي موجود در محلول رويي با افزايش غلظت نمك رسوب داده شد. 62/4 گرم نمك در محيط 4 درجه سانتيگراد و در حال تكان خوردن اضافه گرديد تا غلظت نمك در محلول به 2/1 مولار برسد. بعد از 6 ساعت تكان خوردن، رسوب پروتئيني حاصله كه حاوي كلاژن نوع  I + III بود را با سانتريفوژ با دور g10000 و به مدت يك ساعت از محلول جدا گرديد و پروتئين كل آن به روش برادفورد اندازه گيري شد (10).  
الكتروفورز بر پايه ژل سديم دودسيل سولفات پلي آكريل آميد  (SDS-PAGE):

نمونه هاي مراحل مختلف استخراج و تخليص با الكتروفورز بر پايه ژل 5% پلي آكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات (SDS-PAGE) به روش Laemilli (11) كنترل شد. براي بررسي باند‌هاي پروتئيني، ژل هاي الكتروفورز شده در دستگاه دانسيومتر LKB-2202 در طول موج 
5/628  نانومتر اسكن گرديد.    

يافته ها

آنزيم پپسين باعث حل شدن كلاژن غشاي پايه و جدا شدن آن از بافت جفت مي شود. چون پپسين نواحي غير مار پيچ سه گانه كلاژن را پروتئوليز مي كند، زنجيره هاي α1 و α2 كلاژن نوع IV به قطعاتي با وزن ملكولي متفاوت شكسته مي شود. پپسين، پروتئين هاي ديگر جفت را حل مي كند و به سوپر ناتانت مي‌آورد. بنابراين پروتئين اندازه گيري شده بعد از هضم آنزيمي، مجموع پروتئين كلاژن و ساير پروتئين ها است (جدول 1). 

جدول 1 : وزن بافت جفت‌ها از ابتدا تا مرحله آخر تخليص

	فاصله اطمينان

95%
	انحراف

معيار
	ميانگين
	وزن بافت (گرم)
	مراحل مختلف پروسه استخراج و تخليص كلاژن نوع IV

	
	
	
	5
	4
	3
	2
	1
	

	10
	0
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	وزن اوليه جفت

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(86/8 و 13/7)


	69/0
	99/7
	58/8
	75/7
	77/8
	84/7
	04/7
	وزن جفت سفيد شده بعد از آخرين مرحله شستشو

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(63/8 و 59/7)
	42/0
	11/8
	72/8
	00/8
	23/8
	04/8
	56/7
	وزن جفت بعد از هضم آنزيمي

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(78/0 و 40/0)


	15/0
	59/0
	52/0
	57/0
	41/0
	62/0
	83/0
	وزن رسوب پروتئين حاصل از افزايش غلظت نمك تا  2/1 مولار

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(47/0 و 25/0)


	09/0
	36/0
	24/0
	32/0
	34/0
	46/0
	43/0
	وزن رسوب پروتئين حاصل از افزايش غلظت نمك تا 6 /0 مولار

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(42/0 و 22/0)
	08/0
	32/0
	20/0
	29/0
	31/0
	40/0
	39/0
	ميزان پروتئين توتال  بعد از افزايش غلضت نمك  تا 6 /0 مولار   mg / ml


بين محصول نهايي و مقدار پروتئين تام ضريب همبستگي برابر با (993/0 r =) بوده است كه نشانه ضريب همبستگي بالا است. نتايج درصد باند هاي پپتيدي كلاژن نوع 4، پنج جفت طبيعي و ترم در جدول 2 آمده است. 
جدول 2- درصد باند هاي پپتيدي كلاژن نوع IV پنج جفت طبيعي و ترم

	درصد باند هاي پپتيدي
	شماره نمونه

	باند سوم
	باند دوم
	باند اول
	

	03/38
	45/21
	51/40
	1

	50/58
	5/35
	96/5
	2

	21/82
	27/16
	51/1
	3

	89/15
	50/61
	59/22
	4

	96/48
	89/47
	132/3
	5


محاسبات آماري نتايج نشان داد كه در نمونه هاي بررسي شده بين ميزان كلاژن ها ( نوع 4 ) و در صد باند هاي پپتيدي رابطه اي وجود ندارد. براي بررسي زنجيره هاي كلاژني، كلاژن نوع 4 به دست آمده از 5 جفت طبيعي و ترم را روي ژل 5% آكريل آميد الكتروفورز SDS-PAGE كرديم و ژل‌ها را با كوماسي بريلانت بلو رنگ آميزي نموديم (شكل 1و2).


شكل 1- الگوي الكتروفورزي كلاژن نوع IV از جفت هاي طبيعي و ترم روي ژل 5% با رنگ آميزي كوماسي بريلانت بلو

     HMW        كلاژن استاندارد

شكل 2- مقايسه كلاژن نوع IV  استخراج شده و كلاژن نوعIV  استاندارد و پروتئين با وزن ملكولي بالا(HMW)  

شكل3 - الگوي الكتروفورزي كلاژن نوع I + III   از جفت هاي طبيعي و ترم روي ژل 5%  با رنگ آميزي كوماسي بريلانت بلو

ژل‌ هاي الكتروفورز شده را اسكن و درصد زنجيره هاي پپتيدي را به دست آورديم (جدول 3).

نتايج حاصل از استخراج كلاژن نوع I + III  در جدول 3 آمده است. نتايج نشان مي دهد بين وزن بافت بعد از آخرين مرحله شستشو و محصول نهايي ضريب همبستگي برابر با 
77 /0 بوده است. 

زنجيره هاي كلاژن‌ هاي به دست آمده را به صورت ذكر شده فوق الكتروفورز و رنگ آميزي نموديم (شكل 3و4)
بعد از اسكن نمودن ژل‌ ها در صد باند‌ ها را به دست آورديم (جدول 4). محاسبات آماري نتايج نشان داد كه در نمونه هاي بررسي شده ميزان زنجيره α1 (III)  حدود 23 درصد كلاژن تام است.

  HMW                                         I + III
شكل 4- مقايسه كلاژن نوع I + III  استخراج شده با كلاژن
I + III  استاندارد و پروتئين با وزن ملكولي بالا (HMW)
جدول 4-  درصد باند هاي پپتيدي كلاژن نوع I + III  پنج جفت طبيعي و ترم
	درصد باندهاي پپتيدي
	شماره نمونه

باندهاي پپتيدي

	α2 (I)
	α1 (I)
	β12 (I)
	β11 (I)
	α1 (III)
	

	39/12
	43/20
	81/12
	84/13
	45/40
	1

	36/19
	87/35
	85/10
	70/12
	20/21
	2

	40/17
	99/50
	70/5
	78/5
	11/20
	3

	18/24
	92/53
	18/2
	26/ 2
	43/17
	4

	58/18
	78/42
	80/12
	29/ 9
	52/16
	5


بحث

تغييرات در شكل كلاژن هاي بافتي همراه با بعضي اختلالات ژنتيكي و متابوليكي گزارش شده است كه اين تغييرات با اندازه گيري زنجيره هاي كلاژن از طريق  الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات  (SDS-PAGE) به طور كمي تخمين پذير است (12). سال هاي زيادي است كه الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد مناسب‌ترين و عملي‌ترين شيوه براي جدا كردن و تعيين كميت زنجيره هاي آلفا كلاژن به حساب مي آيد (13).  البته گزارشات جديد تر نشان داده اند كه ممكن است HPLC جانشين مناسبي براي اين كار باشد (14،15،16). مدتهاست كه از اندازه گيري زنجيره هاي كلاژن به دست آمده درالكتروفورز SDS-PAGE و رنگ آميزي شده با كوماسي بريلانت بلو براي مقايسه انواع كلاژن در حالت طبيعي و غير طبيعي استفاده مي شود. در  مطالعات تغييرات نسبت مقدار كلاژن نوع I به III در نمونه هاي كوچك بيوپسي تاندون، عروق خوني و پلاگ هاي آترواسكلروز (17)، مزيت اندازه گيري انواع كلاژن در تعيين مراحل بعضي از بيماري ها مثل التهاب آلوئولي (18)، افزايش قابل توجه ميزان كلاژن نوع 1 و 4 در بافت هاي غير طبيعي كليوي (19) و هم چنين تعيين نسبت زنجيره هاي α1(III) به   α1(I) + α1(II) در نمونه هاي بسيار كوچك بيوپسي شده در بررسي غضروف (20) بحث شده است. در بعضي از گزارشات، براي تحليل كلاژن نوع 3، روش الكتروفورز SDS-PAGE و رنگ‌آميزي كوماسي بريلانت بلو  با روش ايمونو بلاتينگ تركيب شده است. در اين روش تركيبي تغييرات در شكل كلاژن نوع III بافت ها همراه با افزايش سن بررسي شده است (21).  
در مطالعه حاضر به منظور يافتن ارتباط بين كلاژن هاي جفت و تعيين ميزان استاندارد براي كلاژن‌ هاي جفتي،  ميزان كلاژن، پروتئين كل، درصد زنجيره‌ هاي كلاژن‌ ها و حركت الكتروفورتيكي تعدادي جفت طبيعي و ترم ايراني را بررسي كرديم. در ده نمونه بررسي شده انتظار داشتيم نسبتي بين كلاژن‌ ها وجود داشته باشد و بتوانيم همانند پروتئين هاي سرم درصد معيني را بطور نسبي بيان نماييم، محاسبات آماري نتايج نشان داد كه در نمونه هاي بررسي شده بين ميزان كلاژن‌ ها (نوع 4) و در صد باند هاي پپتيدي رابطه اي وجود ندارد؛ ولي ميزان زنجيره α1 (III)  حدود 23 درصد كلاژن تام است و بين وزن بافت بعد از آخرين مرحله شستشو و محصول نهايي (كلاژن نوع I + III) ضريب همبستگي برابر با 77 /0 است. با اين حال به نظر مي رسد بايد نمونه هاي بيشتري را بررسي كنيم تا بتوانيم يك ميزان استاندارد براي كلاژن هاي جفتي معلوم نماييم و يا ميزان متفاوت انواع كلاژن‌ ها را نتيجه گيري كنيم و با مطالعه حالات فيزيولوژيكي كودك در سال هاي رشد اهميت هر يك از آنها را در بافت همبند بررسي و رابطه اي بين افزايش يا كاهش انواع كلاژن‌ ها و تظاهرات باليني نتيجه گيري كنيم 
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چكيده


مقدمه: تغييرات در شكل كلاژن هاي بافتي همراه با بعضي اختلالات ژنتيكي و متابوليكي گزارش شده است. اين تغييرات با اندازه گيري زنجيره هاي كلاژن از طريق الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات�(SDS-PAGE) به طور كمي تخمين پذير است. اين مطالعه به منظور يافتن ارتباط بين كلاژن هاي جفت انساني طبيعي و ترم ايراني و تعيين ميزان استاندارد براي كلاژن هاي جفتي ميزان كلاژن، توتال پروتئين، درصد زنجيره هاي كلاژن ها و حركت الكتروفورتيكي صورت گرفته است.�
�
مواد و روشها: بدين منظور براي استخراج كلاژن نوع IV تعداد پنج جفت طبيعي و ترم (38 هفته اي) فقط يك بار و براي استخراج كلاژن نوع  I+III تعداد پنج جفت طبيعي و ترم (38 هفته اي)  دو بار تحت هضم آنزيمي قرار گرفتند. مراحل استخراج كلاژن ها با الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد در حضور سديم دو دسيل سولفات كنترل شد.�
�
يافته ها: در اين بررسي معلوم شد بين ميزان كلاژن نوع IV جفت و پروتئين توتال، مقدار ضريب همبستگي 0.993) = (r و بين وزن جفت بعد از شستشوي كامل با ميزان كلاژن نوع I + III   ضريب همبستگي  0.77) (r =   دارد .�
�
نتيجه گيري: نتايج حاصل از مطالعه نشان داد كه ميزان زنجيره α1  كلاژن نوع III حدود 23درصد كلاژن تام است.�
�
واژه هاي كليدي: كلاژن نوع IV ، كلاژن نوع I + III، الكتروفورز بر پايه ژل پلي آكريل آميد، جفت انسان�
�















1- عضو هيئت علمي گروه بيوشيمي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي همدان


2- عضو هيئت علمي گروه آمار زيستي دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكي همدان
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جدول 3 : وزن بافت جفت‌ها از ابتدا تا مرحله آخر تخليص


فاصله اطمينان


95%�
انحراف


معيار�
ميانگين�
وزن بافت (گرم)�
مراحل مختلف فرآيند استخراج و تخليص كلاژن نوع I+III�
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3-Sodium Dodesyl Poly Acryl amid Gel Electrophoresis
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