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Extended Abstract

Introduction

y increase of mechanized life and re-
duction in mobility, there has been an 
increase in some diseases such as Car-
diovascular Diseases (CVDs), which 
is directly related to inactivity and poor 

B
nutrition (use of unhealthy foods). Major CVDs include 
atherosclerosis and its complications [1]. Atherosclerosis 
is the inflammation of coronary arteries, and occurs due 
to the accumulation of macrophage foam cells and the in-
ability to remove the excess of cholesterol. Macrophage 
foam cells are enlarged cells in the artery wall consist-
ing of macrophages rich in Low Density Lipoproteins 
(LDL), and are the cause of vascular occlusion. increase 
of cholestrol can jeopardize cell function, although it is 
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Aims Cardiovascular diseases are the most prevalent diseases and one of the leading causes of 
death in the world. The present study aims to evaluate the effect of a combined exercise program 
on expression of ATP-Binding Cassette Transporter A5 (ABCA5) in middle-aged men after Coronary 
Artery Bypass Graft (CABG) surgery.
Methods & Materials In this quasi-experimental study, 26 middle-aged men participated who had under-
went CABG surgery and were randomly divided into two groups of exercise and control. The combined 
exercise program included resistance and aerobic exercises for eight weeks (three sessions per week). 
During this period, the control group had no physical activity. Fasting blood samples were taken for 10-12 
hours in two stages before and 48 hours after the study and anthropometric characteristics were also 
recorded. Dependent t-test was used to examine intra-group differences and independent t-test was 
used to examine extra-group changes. The analyses were conducted in SPSS software v. 21, considering 
a significance level of P<0.05.
Findings The results showed no significant difference in the ABCA5 gene expression between the 
two groups at baseline, but after eight weeks of combined exercises, its expression increased sig-
nificantly compared to pretest scores (P=0.001). A significant difference was observed between the 
two group (P=0.001).
Conclusion It seems that the combined exercise program can reduce cholesterol levels by increasing the 
expression of ABCA5 gene, leading to an increase in endothelial cell health-related factors. It can be used 
as an appropriate exercise program to improve physiological status in patients with CABG.
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useful for continuity of some vital cell processes. When 
the level of cell cholesterol exceeds compared to phos-
pholipids in the membrane or the cholesterol is converted 
to cholesterol ester, the excess of cholesterol inside the 
cell causes toxicity and destroys the endothelial cells [2]. 
In other words, Reverse Cholesterol Transport (RCT) is 
an anti-atherosclerotic process when excess cholesterol 
is removed from surrounding tissues, including arterial 
wall macrophages, and is returned back to the liver by the 
formation of High Density Lipoproteins (HDL) [3]. Reg-
ulation of the genes from ATP-Binding Cassette (ABC) 
family by the Liver X Receptor (LXR) is one of the im-
portant components of RCT. There are 49 different genes 
encoding ABC transporters in humans. All ABC genes 
are divided into seven subfamilies named ABCA-ABCG 
according to the Cytochrome p450 enzyme gene (CYP) 
nomenclature system. In vascular diseases like athero-
sclerosis, factors such as ABC transporters play a signifi-
cant role due to involvement in cholesterol homeostasis, 
blood pressure regulation, endothelial function, vascular 
inflammation, and platelet production and accumulation. 
ABCC9, ABCC6, ABCC1, ABCB6, ABCG4, ABCG1 are 
among ABC transporters that directly or indirectly affect 
cellular cholesterol excretion, inflammatory response in 
macrophages, megakaryocyte proliferation and thrombus 
formation, which may affect vascular function and blood 
pressure and play a role in CVDs and their complications. 

Studies have indicated that exercise increases the expres-
sion of some families of ABC genes including ABCA1, 
ABCG5, ABCG4, ABCG1, ABCG5 /8 and ABCA5 [4-8]
and, thus, improves some key steps in the RCT process 
like the increase and synthesis of HDL and the increase 
of cholesterol transport out of the cell. Therefore, exer-
cise is important for cardiovascular rehabilitation and 
reduces cardiovascular complications and mortality from 
CVDs. Ray et al. reported that the increased ABCA5 
gene expression in patients with dyslipidemia decreased 
cholesterol levels [9]. Ye et al. reported that the ABCA5 
knockout was associated with an increase in LDL level 
[10]. Although, studies have reported that the ABCA5 
is involved in the removal of fat from cells, its role as a 
transporter is unclear for atherosclerosis [9]. Many stud-
ies are needed to determine the role of ABCA5 in high 
cholesterol-related diseases such as CVDs. Few studies 
have been conducted on the rehabilitation phase of CVD 
patients and the hybrid effects on ABCA5 gene expres-
sion. This study aims to answer the question that whether 
eight weeks of combined exercises affect the expression 
of ABCA5 gene of white blood cells in middle-aged men 
after Coronary Artery Bypass Graft (CABG) surgery. 
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Materials and Methods 

This is a quasi-experimental study with a pre-test/post-test 
design. The statistical population consists of all male patients 
aged 50-65 years referred to Javad Al-Aemeh Cardiovascu-
lar Hospital in Mashhad, Iran. The sample size was deter-
mined according to previous studies and patient availability. 
In this regard, 26 men who underwent CABG surgery were 
selected using a convenience sampling method and accord-
ing to the inclusion criteria (no cognitive, vision and hearing 
problems, no blood pressure level higher than 160 mmHg, 
and diastolic above 100 mmHg, no drug use, no use of assis-
tive devices such as walkers). They were randomly divided 
into exercise and control groups. Exclusion criteria were: 
Absence from more than three consecutive sessions and 
four non-consecutive sessions, unwillingness to continue 
participation, injury or clinical symptoms, participation in 
other sports activities simultaneously, and not allowed for at-
tending the study according to the physician. Anthropomet-
ric variables include age (year), height (cm) measured by a 
digital scale (SEKA, Germany) with an accuracy of 0.1 Kg, 
body fat percentage, and body mass index (kg/m2) measured 
by a digital scale (Inbody720, South Korea), heart rate (per 
minute) measured by a heart rate monitor (F1tm Polar, Fin-
land), blood pressure, measure by a blood pressure monitor 
(ALPK2-500, Japan), as well as training times measured by 
a digital timer with an accuracy of 0.01 seconds. 

Before starting the combined exercises, 5 cc of blood 
sampling was collected from brachial vein at the begin-
ning and after 10-12 hours of fasting (between 8 and 9 
a.m) and put in experimental tubes containing ethylenedi-
amine tetraacetic acid as an anticoagulant. Lymphocytes 
were isolated at this stage. Real-time Polymerase Chain 
Reaction (PCR) method was used to evaluate the ex-
pression of ABCA5 gene. Subjects then participated in a 
combined exercise programs for eight weeks. After eight 
weeks, blood sampling was done again during fasting and 
the changes were re-evaluated. Blood sampling time in 
the pre-test phase was 24 hours before the start of the first 
exercise session, while in the post-test stage, it was 48 
hours after the end of the last exercise session (to prevent 
the acute effect of exercise on study variables). 

Combined exercise program

Patients in the exercise group performed combined exer-
cises (aerobic and resistance exercises) at in the rehabilita-
tion ward of Javad Al-Aemeh Hospital at 24 sessions, three 
days a week, as well cardiac rehabilitation at each session 
according to the assessment results (cardiopulmonary status, 
exercise tolerance, etc.) for 1-1.5 hour. In each exercise ses-
sion, stretching exercises were performed to warm up and 
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there was a time for cooling down at the end of session. The 
exercises included: walking on a treadmill (20-30 minutes), 
riding a stationary bike (10-12 minutes), and using cycle 
ergometer (10 minutes). All patients in the exercise group 
performed the above exercises during each rehabilitation 
session. The intensity and duration of exercises gradually 
increased based on the ability of individuals. In the last 7-10 
sessions, the intensity reached 80% of their maximum Heart 
Rate (HR). Before and after aerobic exercise and once during 
cooling down, the HR was measured and then the target HR 
was calculated using the Karvonen formula: 

Resting HR+[(55, 75%)×(Resting HR-maximum 
HR)]=Target HR

Each week, the target HR increased approximately by 
5% through increasing the intensity of exercise. The resis-
tance exercise was performed at 8 repetitions in the initial 
sessions and increased to 15 repetitions in the next ses-
sions in three sets. The movements included: squat with a 
physio ball, shoulder flexion, hip flexion, shoulder abduc-
tion, hip abduction, elbow flexion, ankle plantar and ankle 
dorsiflexion. The movements were initially performed 
using a weak thera band at 8 repetitions and by adding 
two more repetitions in each session, the number of rep-
etitions increased to 15. Then, the resistance of thera band 
increased where the movements initially performed at 8 
repetitions and gradually increased to 15 repetitions in 
subsequent sessions. There was no specific arrangement 
for aerobic and resistance exercises; patients performed 
resistance exercises during an interval between aerobic 
exercises or separately after aerobic exercises. At the end 

of each session, for cooling down, stretching movements 
were performed for 5-10 minutes and relaxation move-
ments for 5-10 minutes. Fluctuations in the patient’s HR 
during exercises were controlled by a monitoring system, 
the researcher and a cardiologist. Blood pressure was 
measured and recorded by the rehabilitation nurses after 
using each device. The control group did not participate 
in postoperative combined exercises and had no regular 
physical activity. 

Measurement of gene expression 

For mRNA purification, peripheral blood mono-
nuclear cells were immersed in liquid nitrogen and 
completely shredded by mortar & pestle. To obtain 
mRNA, degraded tissue was homogenized in RLT buf-
fer and then tissue powder and liquid nitrogen were 
poured into a 2-mL Rnase-free microcentrifuge tube. 
The liquid nitrogen was let to be evaporated, but not 
let the lymphocytes got out of the frozen state. RLT buffer 
was added sufficiently. Lysate was transferred direct-
ly into a QIAshredder column placed in the tube and 
centrifuged at high speed for two minutes. For cDNA 
synthesis, 200 ng mRNA was evaluated using oligo dT 
primer and a special kit. Real-time PCR method was 
used to assess the gene expression. Finally, after ob-
taining the results using a UV-single device and ob-
taining beta-actin values for each sample, the obtained 
numbers were divided by the beta-actin values for each 
sample and then multiplied by 100 to mRNA values re-
lated to gene expression for each sample to be obtained 
by percentage (Table 2). The PCR was performed us-

Table 1. Oligonucleotide sequences of primers

Gene Type Sequence of Primers

ABCA5
Forth F. ACCCAAAGCAAGGAACGGGAA

Back R. CAGCGTTCAGCATGCCTGTGT

Table 2. Thermal cycling protocol of real-time PCR 

Steps Time Temperature

Initial stage of PCR 5 min 95°C

Denaturation 10 sec 95°C

45 cycles, annealing/extension 30 sec 60°C

Melting 6.5 min 55-95°C
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ing BIO RAD (C1000TM Thermal Cycler) in 96-well 
plates. Table 3 presents the thermal cycle of PCR. The 
Pfaffl method was used to measure the copy number of 
target and reference genes. 

Statistical analysis 

Descriptive statistics including mean and Standard De-
viation (SD) were used to describe data. The normality of 
data distribution was examined using Shapiro-Wilk test, and 
parametric paired sample t-test was used for data analysis in 
SPSS v.21 software at a significance level of P<0.05. 

Results 

According to the results in Table 4, the pre-test results showed 
no significant difference in the ABCA5 gene expression be-
tween the groups (P=0.457). The expression of ABCA5 gene 
from pre-test to post-test phases increased significantly in the 
combined group (P=0.001) and showed an insignificant in the 
control group (P=0.60). A significant difference was observed 
between the two groups (P=0.001) (Figure 1). 

Discussion

The results of this study showed that eight weeks of 
combined exercises increased the expression of ABCA5 
gene in patients with CABG surgery. There are few stud-
ies that have examined the effects of combined exercises 
on the level or expression of ABCA5 gene in patients with 

CABG surgery. Our results are consistent with the results 
of Ray et al. [9] and Fu et al. [3]. No disagreement between 
our results and the results of other studies was found. 

The ABC proteins, which are a superfamily of mem-
brane proteins and use ATP energy to transport various 
substances across membranes, play a prominent role 
in the mechanism of RCT [11]. ABCs are divided into 
separate A-G categories. All of them except G2 play 
an important role in the RCT process. One of the ABC 
subfamilies is the ABCA complex, which is respon-
sible for removing cholesterol from cells [13]. One of 
the members of this complex is ABCA5 which plays an 
important role in RCT and is expressed in cardiomyo-
cytes, oligodendrocytes, astrocytes, and Leydig cells 
[9]. Moreover, ABCA5 is found on endosomes and ly-
sosomes, the Golgi apparatus, and plasma membranes. 
Studies have indicated that the lack of ABCA5 impairs 
lysosomal function in the heart, decreases HDL level, 
and increases cholesterol flow to ApoA-1. Decreased 
ABCA5 level is associated with increased neurodegen-
erative diseases such as Alzheimer and Parkinson [14]. 
According to a study, mice with ABCA5 knockout suf-
fered from cardiopathy and lysozyme problems after 
10 weeks [14]. Studies have indicated that ABCA5 is 
associated with ABCA1 in lowering cholesterol, and 
mice with low ABCA5 level suffered from atheroscle-
rosis and hyperlipidemia [15]. ABCA5 stimulates the 
peroxisome proliferator-activated receptors PPARy 
and PPARa to reduce the cholesterol level and lipoly-

Table 4. Between-group and within-group comparison of the study variable

Variables Independent t-test Levene’s Test for 
Equality of Variances Dependent t-test Pretest Results P

ABCG5 gene expression

T

F=12.903
P=0.001*

T=13. 687
P=0.001∗ 0.457

Significance

Control 0.540

Combined 10/16 0.001*

* Significance at P<0.05 

Table 3. Anthropometric characteristics of the participants

Mean±SD
Groups

BMI (kg/m2)Weight (kg)Height (cm)Age (Y)

2.33±1.3376.16±5.231.73±0.0358.08±3.60Control

25±2.2374.13±6.441.72±0.0355.57±3.61Exercise

BMI= Body mass index
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the reasons for increasing expression of the ABCA5 gene. 
Lack of peroxisomes’ level measurement, individual dif-
ferences, and the differences in diet and motivation of pa-
tients were the limitations of the present study; therefore, 
it is recommended to design exercises protocols for this 
group of patients by considering these factors. 

Conclusionon 

Eight weeks of combined exercise program (aerobic and 
resistance exercises) can improve the RCT status by in-
creasing the expression of ABCA5 gene in middle-aged 
men after CABG surgery. 
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sis. In fact, the increase in cholesterol level by 100 μM 
increases the expression of ABCA1 and ABCA5, and 
when the cholesterol level increases by 150 μM, the 
ABCA1 level decreases; however, the ABCA5 level 
continues to increase [9, 15]. ABCA1 has been speci-
fied as the major regulator of RCT, but when ABCA1 
is blocked due to high cholesterol, ABCA5 is consid-
ered as the main regulator of RCT. This cholesterol ex-
cretion by ABCA5 is done by facilitating the diffusion. 
It has also been suggested that the cholesterol transport 
to HDL is mediated by ABCA5 [9]. On the other hand, 
increasing endothelial cell apoptosis is very evident in 
patients with atherosclerosis and CABG surgery [15]. 
Libby et al. reported that the increase in ABCA5 level 
reduced apoptosis in endothelial cells; this reduction 
plays a vital role in the viability of these cells [16]. 
According to a study, increased ABCA5 level is asso-
ciated with decreased apoptotic factors (such as Bax 
and BCL), and increased LDL [18]. Increasing level 
of ABCA5 is very effective for CABG patients since 
it lowers cholesterol, increases HDL, reduces apop-
tosis, and stimulates lipolysis by activating PPARa 
and PPARy. Probably, the reason for the increase in 
ABCA5 gene expression following combined exer-
cises in the present study is the increase in peroxisome 
proliferator-activating receptors that play an important 
role in regulating the expression of genes involved in 
RCT [19, 20]. Moreover, ABCA5 has been introduced 
as an inhibitor of atherosclerosis that can increase LXR 
expression. Due to the fact that transcription of some 
genes in the ABC family (including ABCA5 involved 
in RCT) is regulated by heterodimer system named 
LXR/Retinoid X Receptor (RXR) [21-23], it is pos-
sible that the expression of the ABCA5 gene can be 
increased by regulating these receptors following com-
bined exercise. As a result, PPARa seems to activate 
LXR and positively regulate transporters of ABC fam-
ily, including ABCA5 by the LXR. 

The results of this study confirmed the increase of 
ABCA5 gene expression in patients with CABG. The 
increase in the levels of peroxisomes family was one of 

Figure 1. Changes in the ABCG5 gene expression before and after intervention
* Significance= P<0.05 

دقیقه 5/6 منحنی ذوب درجه سانتی گراد 95تا  55   
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اهداف بیماری های قلبی عروقی، یکی از بیماری های در حال گسترش و یکی از دلایل مرگ و میر در جهان شناخته شده اند که باید برای 
درمان آن چاره ای اندیشید. از این رو هدف از مطالعه حاضر، بررسی تأثیر یک دوره تمرینات ترکیبی بر بیان ژن ABCA5 در مردان 

میانسال پس از بای پس عروق کرونری بود.

مواد و روش ها در مطالعه نیمه تجربی حاضر، 26 مرد میانسال، پس از عمل بای پس عروق کرونری شرکت کردند و به  طور تصادفی به دو 
گروه تمرین ترکیبی و کنترل تقسیم شدند. برنامه  تمرینات ترکیبی شامل تمرینات مقاومتی هوازی به مدت هشت هفته )سه جلسه در 
هفته( اجرا شد. در این مدت گروه کنترل هیچ گونه فعالیتی نداشتند. نمونه های خونی و اندازه گیری های آنتروپومتریک قبل و 48 ساعت 
پس از اتمام پروتکل پژوهشی به صورت 10-12 ساعت حالت ناشتایی، طی دو مرحله خون گیری از گروه های پژوهشی انجام شد. از 
آزمون آماری تی وابسته جهت بررسی تغییرات درون گروهی و آزمون تی مستقل جهت بررسی تغییرات برون گروهی استفاده شد. مقادیر 

به وسیله  نرم افزار SPSS نسخه 21 با سطح معناداری کوچک تر از 0/05 تجزیه وتحلیل شد.

یافته ها نتایج پیش آزمون نشان داد که تفاوتی بین گروه ها وجود نداشت، اما نتایج تحقیق نشان داد که پس از هشت هفته 
تمرینات ترکیبی در گروه آزمایش، بیان ژن ABCA5 افزایش معناداری نسبت به قبل از تمرین داشت )P=0/001(. همچنین 

.)P=0/001( بین گروه آزمایش و کنترل تفاوت معناداری مشاهده شد

نتیجه گیری بر اساس نتایج، این گونه به نظر می رسد که تمرینات ترکیبی به عنوان یک عامل محرک جهت کاهش سطوح کلسترول به 
واسطه افزایش بیان ژن ABCA5، به افزایش فاکتورهای مرتبط با سلامت سلول های اندوتلیال منجر می شود که می تواند به عنوان یک 

برنامه تمرینی مناسب برای بهبود وضعیت فیزیولوژیک در بیماران بای پس عروق کرونری استفاده شود.

کلیدواژه ها: 
تمرینات ترکیبی، بیان 

ژن ABCA5، عمل 
بای پس عروق کرونری

تاریخ دریافت: 23 فروردین 1400
تاریخ پذیرش: 19 خرداد 1400

تاریخ انتشار: 11 دی 1400

مقدمه

تحرک،  کاهش  و  ماشینی  زندگی  شیوه  افزایش  با  امروزه 
شاهد افزایش برخی بیماری ها، مانند بیماری های قلبی عروقی 
هستیم که با بی تحرکی و تغذیه نامناسب، مانند افزایش استفاده 
ازمنابع غذایی بی کیفیت و ناسالم ارتباط مستقیم دارد. در این 
میان بیماری های قلبی عروقی روزبه روز رو به افزایش است. عمده 
بیماری های قلبی عروقی شامل آترواسکلروزیس یا عوارض جانبی 

آن است ]1[. 

عروق  دیواره  کرونری  التهاب  بیماری  یک  آترواسکلروزیس 
است و زمانی رخ می دهد که به دلیل عدم توانایی برای خارج 

کردن، کلسترول اضافی در سلول های فوم ماکروفاژ تجمع می یابد. 
عروق  دیواره  در  متورمی  سلول های  ماکروفاژ  فوم  سلول های 
هستند که عمدتاً از ماکروفاژهای غنی از لیپوپروتئین با چگالی 

کم1 تشکیل شده اند و عامل فیزیکی انسداد عروقی هستند. 

علی رغم مفید بودن کلسترول برای تداوم تعدادی از فرایندهای 
حیاتی سلول، ازدیاد آن می تواند عملکرد سلول را به مخاطره 
اندازد. هنگامی که سطح کلسترول سلول نسبت به فسفولیپیدهای 
موجود در غشا فراتر رود یا اینکه کلسترول به کلسترول استر2 

1. Low-Density Lipoprotein (LDL)
2. Cholesterol Ester

1. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده تربیت بدنی،  واحد نیشابور، دانشگاه آزاد اسلامی، نیشابور، ایران.
2. گروه فیزیولوژی ورزشی، دانشکده علوم ورزشی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران.
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تبدیل شود، کلسترول اضافی داخل سلول حالت سمیت3 ایجاد 
می کند و سبب تخریب سلول های اندوتلیال می شود ]2[. 

از طرفی انتقال معکوس کلسترول، یک فرایند ضدآترواسکلروزیس 
است و به جمع آوری کلسترول اضافی از بافت های پیرامونی، از  
جمله ماکروفاژهای دیواره سرخرگی و بازگرداندن آن ها به کبد 
همراه با شکل گیری لیپوپروتئین با چگالی بالا4 گفته می شود ]3[. 
یکی از اجزای مهم انتقال معکوس کلسترول 5، تنظیم ژن های 
 X خانواده گیرنده پروتئینی آدنوزین تری فسفات6 توسط گیرنده
کبدی7 است. 49 ژن متفاوت رمزگذاری کننده انتقال دهنده های 

ABC در انسان شناخته شده است. 

بر طبق سیستم اصطلاحات ژن آنزیم سیتوکرومP450 8، تمام 
 ABCA-ABCG به هفت زیر مجموعه تقسیم شده که ABC ژن های
نامیده می شوند. در بیماری های عروقی، مانند آترواسکلروزیس، 
عواملی چون پروتئین های انتقال دهنده غشایی )ATP )ABCs به 
علت دخالت در هموستاز کلسترول، تنظیم فشار خون، عملکرد 
اندوتلیال، التهاب عروقی و تولید و تجمع پلاکت نقش مهمی را 

بازی می کنند. 

بر  غیر مستقیم  یا  مستقیم  طور  به   که  ABC ها  جمله  از 
تکثیر   ماکروفاژها،  در  التهابی  پاسخ  سلولی،  کلسترول  خروج 
 ABCC9 ،ABCC6  مؤثرند ترومبوز  تشکیل  و  مگاکاریوسیت ها 
ممکن  که  هستند   ،ABCC1  و ABCB6  ،ABCG4 ،ABCG1
است بر عملکرد عروقی و فشار خون مؤثر بوده و در بیماری های 

قلبی عروقی و عوارض آن نقش ایفا کنند. 

مطالعات نشان داده اند که فعالیت بدنی می تواند به افزایش 
 ABCA1 ،ABCG5  مانند  ABC ژن های  خانوده  از  بعضی  بیان 
ABCG4  ،ABCG1 ،ABCG5/8،  و ABCA5 منجر شود ]4-8[

که درنتیجه سبب بهبود برخی مراحل کلیدی در فرایند انتقال 
معکوس کلسترول، مانند افزایش و ترکیب لیپوپروتئین با چگالی 
بالا و افزایش خروج کلسترول از سلول می شود. بنابراین تمرین 
جزء اصلی توان بخشی قلبی است و عوارض جانبی قلبی عروقی 
و مرگ و میر ناشی از بیماری های قلبی عروقی را کاهش می دهد. 

 ABCA5 ری و همکاران گزارش کردند که افزایش بیان ژن
در بیماران دیس لیپیدمی سبب کاهش سطوح کلسترول شد 
 ABCA5 9[. یه و همکاران نیز گزارش کردند که حذف کردن[
با افزایش سطوح لیپوپروتئین با چگالی کم همراه است ]10[. 
هرچند مطالعات گزارش کردند که ABCA5 در خروج چربی از 

3. Toxicity Mode
4. High-Density Lipoprotein (HDL)
5. Reverse Cholestrol Transport (RCT)  
 6. ATP Binding Cassett e (ABCs)
 7. Liver X Recepto r (LXR)
8. Cytochrome P450 (CYP)

سلول دخالت دارد، اما نقش آن به عنوان انتقال دهنده، در بیماری 
در   ABCA5 نقش   .]9[ است  ابهام  پرده  در  آترواسکلروزیس 
بیماری های وابسته به کلسترول، مانند بیماری های قلبی عروقی 
به مطالعات بسیاری نیاز دارد و همچنین مطالعات اندکی روی 
مرحله بازتوانی بیماران قلبی عروقی و اثرات تمرینات ترکیبی بر 
تظاهر ژن ABCA5 انجام شده است. پژوهش حاضر در نظر دارد 
به این سؤال پاسخ دهد که آیا هشت هفته تمرین ترکیبی بر بیان 
ژن ABCA5 گلبول های سفید خون در مردان میانسال پس از 

عمل بای پس قلبی تأثیر دارد؟

مواد و روش ها

پیش آزمون  طرح  با  و  نیمه تجربی  حاضر،  پژوهش  روش 
بیماران  همه  پژوهش  این  آماری  جامعه  است.  پس آزمون 
بیمارستان تخصصی قلب و عروق جوادالائمه مشهد با )محدوده 
سنی 50-65 سال( بودند. نمونه آماری از میان جامعه آماری و با 
توجه به شرایط ورود به تحقیق به صورت داوطلبانه انتخاب شدند. 
حجم نمونه با توجه به مطالعات قبلی و میزان در دسترس بودن 

بیمار انتخاب شد. 

بدین طریق 26 نفر از مردان که تحت عمل جراحی بای پس 
عروق قرار گرفته بودند با شیوه نمونه گیری دردسترس انتخاب 
شده و با توجه به معیارهای ورود به پژوهش )سلامت فرد از لحاظ 
شناختی، بینایی و شنوایی، نداشتن فشار خون بیشتر از 160 
میلی متر جیوه و دیاستولیک بالاتر از 100 میلی متر جیوه، عدم 
استفاده از داروها، عدم استفاده از وسایل کمکی نظیر واکر( به  طور 

تصادفی به دو گروه آزمایش و کنترل تقسیم شدند. 

معیارهای خروج از پژوهش شامل غیبت بیش از سه جلسه 
متوالی و چهار جلسه غیرمتناوب، عدم تمایل به ادامه شرکت 
در پژوهش، بروز آسیب یا علائم بالینی، شرکت در فعالیت های 
ورزشی دیگر به صورت هم زمان و تشخیص پزشک متخصص 

برای ادامه شرکت در پژوهش بود. 

متغیرهای آنتروپومتریک شامل سن )سال(، قد )سانتی متر(  
 0/1 دقت  با  آلمان  ساخت  دیجیتالی   SEKA دستگاه  توسط 
کیلوگرم، درصد چربی بدن و شاخص توده بدنی )کیلوگرم بر 
مترمربع( توسط دستگاه دیجیتالی )Inbody 720 ساخت کره 
جنوبی(، ضربان قلب )ضربان در دقیقه( توسط دستگاه ضربان 
سنج پولار مدل F1tm ساخت کشور فنلاند، فشار خون استراحتی 
)میلی متر جیوه( با دستگاه فشارسنج عقربه ای ALPK-2 مدل 
-500 و همچنین زمان های تمرین آزمودنی ها توسط زمان سنج 
دیجیتال با دقت 0/01 ثانیه اندازه گیری شد )جدول شماره 1(. 

قبل از شروع تمرینات ترکیبی، از شرکت کنندگان در ابتدای کار 
و پس از 10-12 ساعت ناشتایی بین ساعت هشت تا نُه صبح به 
میزان پنج سی سی از سیاهرگ بازویی نمونه گیری خونی به عمل 

محبوبه سازگار و همکاران. تأثیر یک دوره تمرین ترکیبی بر بیان ژن ABCA5 گلبول های سفید خون در مردان میانسال پس از عمل بای پس قلبی

http://imtj.gmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


93

زمستان 1400. دوره 28. شماره 1

آمد و در لوله های آزمایشی با ماده ضدانعقاد EDTA جمع آوری 
شد. جداسازی لنفوسیت ها در این مرحله انجام شد. برای بررسی 

بیان ژن  ABCA5 از روش Real-Time-PCR 9 استفاده شد. 

سپس آزمودنی ها به مدت هشت هفته در برنامه های تمرینات 
ترکیبی شرکت کردند. پس از هشت هفته نیز از آزمودنی ها در 
ناشتا خون گیری به عمل آمد و میزان تغییرات مجدداً  حالت 
ارزیابی شد. زمان خون گیری در مرحله پیش آزمون، 24 ساعت 
اولین جلسه تمرین و در مرحله پس آزمون 48  از شروع  قبل 
ساعت پس از پایان آخرین جلسه تمرین )جهت پیشگیری از اثر 

حاد تمرین بر متغیرهای تحقیق( بود. 

در این پژوهش بیماران تمرینات ترکیبی )هوازی و مقاومتی( 
را به  طور هم زمان در محل بیمارستان جوادالائمه بخش بازتوانی، 
انجام دادند. بیماران در یک دوره 24 جلسه ای، تمرینات ورزشی 
را به صورت سه روز در هفته و در هر جلسه بازتوانی قلبی را با 
توجه به ارزیابی ها )وضعیت قلبی ـ ریوی، تست تحمل ورزش 
و...( به مدت یک الی یک ساعت و نیم انجام دادند. در هر جلسه 
درمانی، برای گرم کردن در ابتدا و سرد کردن تدریجی در انتهای 
برنامه ورزشی از تمرینات کششی استفاده شد. در جدول شماره 

1 مشخصات فردی آزمودنی ها آمده است.

برنامه تمرینی عبارت بود از راه رفتن روی تردمیل )بیست 
تا سی دقیقه(، رکاب زدن دوچرخه ثابت )ده تا دوازده دقیقه( 
گروه  این  افراد  همه  دقیقه(.  )ده  ارگومتر دستی  از  استفاده  و 
تمرینات مذکور را طی هر جلسه بازتوانی انجام دادند. شدت و 
و اصول  افراد  توانایی  اساس  بر  و  به تدریج  تمرینات  مدت زمان 
تمرین افزایش یافت. به نحوی که در هفت الی ده جلسه آخر به 
80 درصد حداکثر ضربان قلب بیماران رسید. ضربان قلب، قبل و 
بعد از تمرینات هوازی و یک باردر زمان سرد کردن با استفاده از 
ضربان سنج پولار اندازه گیری و از طریق فرمول کارونن10 محاسبه 

شد )فرمول شماره 1(

قلب  درصد(×)ضربان   75، استراحت+])55  قلب  ضربان   .1
استراحت-ضربان قلب بیشینه([=ضربان قلب ذخیره 

میزان اضافه بار تمرین: هر هفته با افزایش شدت تمرین، تقریباً 
به میزان پنج درصد به ضربان قلب هدف افزوده شد. تمرین و 
برنامه تمرینی مقاومتی مورد نظر مشخص شده برای آن ها با هشت 
تکرار در جلسات اولیه و افزایش تعداد تکرار حرکات تا پانزده تکرار 
در جلسات بعدی در سه سِت انجام شد که حرکات شامل اسکات 
آبداکشن   ،12 هیپ  فلکشن  شانه11،  فلکشن  فیزیوبال،  توپ  با 

9. Real Time Polymerase Chain Reaction
10. Karunen
     11. Shoulder Flection
12. Hip Flection

شانه13 ، آبداکشن هیپ14 ، فلکشن آرنج15 ، پلانتار فلکشن مچ پا16 
و دورسی فلکشن مچ17 بود.

تراباند ضعیف  از  استفاده  با  تکرار  با هشت  ابتدا  حرکات در 
)زردرنگ( انجام شد. سپس در هر جلسه به هر حرکت، دو تکرار 
افزوده شد تا تعداد تکرارهای هر حرکت به پانزده تکرار برسد. 
سپس قدرت تراباند )صورتی رنگ( افزایش یافت و به همین خاطر 
مجدداً حرکات در ابتدا با هشت تکرار و به مرور تا پانزده تکرار در 

جلسات بعدی افزایش یافت. 

برای انجام تمرینات هوازی و مقاومتی ترتیب خاصی وجود 
نداشت و بیماران در فاصله زمانی بین تمرینات هوازی، تمرینات 
مقاومتی انجام می دادند یا اینکه به  طور مجزا بعد از تمرینات 
هوازی، تمرینات مقاومتی انجام دادند. در انتهای هر جلسه، تمرین 
سرد کردن با حرکات کششی و حرکات آرام سازی به مدت پنج 
تا ده دقیقه انجام شد. نوسانات ضربان قلب بیمار در تمام مراحل 
تمرین توسط سیستم مانیتورینگ، محقق و متخصص قلب کنترل 
می شد. میزان فشار خون بعد از استفاده از هر دستگاه توسط 
پرستاران بازتوانی اندازه گیری و ثبت می شد. گروه کنترل شامل 
افرادی بود که در دوره تمرینات ترکیبی پس از عمل جراحی 

شرکت نکردند و هیچ گونه فعالیت منظم فیزیکی نداشتند.

اندازه گیری بیان ژن

برای تخلیص mRNA، سلول های PBMC در نیتروژن مایع 
قرار داده شدند و به صورت کامل توسط mortal&pestle خرد 
شدند. برای به دست آوردن mRNA، بافت تخریب شده در بافر 
RLT هموژنیزه شد و سپس پودر بافت و نیتروژن مایع در تیوب 
اجازه  و  ریخته  میلی لیتر  دو   RNase free میکروسانتریفیوژ 
داده شد تا نیتروژن مایع تبخیر شود. ولی لنفوسیت ها از حالت 
Ly- .اضافه شد RLT  یخ زدگی خارج نشود. به میزان کافی بافر

sate مستقیماً به ستون QIAshredder که در تیوب قرار داشت، 
منتقل شد و به مدت دو دقیقه و با سرعت بالا سانتریفیوژ شد. 
برای سنتز cDNA، دویست نانوگرم mRNA با استفاده از پرایمر 

اولیگو )dT( و کیت مخصوص ارزیابی شد. 

برای بررسی بیان ژن از روش  Real-Time-PCR  استفاده شد. 
در انتها، پس از به دست آمدن نتایج با استفاده از دستگاه یووی 
تک و به دست آوردن مقادیر بتااکتین برای هر نمونه، عددهای 
به دست آمده ، بر مقادیر بتااکتین برای هریک، تقسیم و حاصل در 
صد ضرب شد تا مقادیر mRNA مربوط به بیان ژن برای هر نمونه 

بر اساس درصد به دست آید )جدول شماره 2(.

13. Shoulder Abduction
14. Hip Abduction
15. Elbow Flection
16. Ankel Plantal
17. Ankel Dorsi Flection
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واکنش زنجیره ای پلیمراز با دستگاه BIO RAD و در پلیت های 
96 چاهکی انجام شد. برنامه زمانی گرمایی مراحل PCR در جدول 
شماره 3 آمده است. جهت سنجش تعداد کپی های ژن هدف و 

مرجع از روش Pfaffle استفاده شد.

به دلیل استفاده از مدل خون گیری در پژوهش حاضر، ابتدا به 
تمام آزمودنی ها توضیحات کامل اخلاقی داده شد. همچنین به 
آن ها اطمینان خاطر داده شد که اطلاعات شخصی آن ها محفوظ 

می ماند.

تحلیل آماری

جهت نشان دادن میانگین و انحراف معیار از آمار توصیفی 
استفاده شد. نرمال بودن داده ها با استفاده از آزمون شاپیرو ویلک 
بررسی شد. پس از حصول اطمینان برای استفاده از آزمون های 
پارامتریک تی همبسته و تی وابسته از نرم افزار SPSS نسخه 21 
در سطح معناداری P≥0/05 برای تجزیه و تحلیل داده ها استفاده 

شد.

یافته ها

با توجه به نتایج جدول شماره 4 نتایج پیش آزمون نشان داد 
که بین گروه ها تفاوت معناداری وجود ندارد و احتمالًا تفاوت های 
مستقل  متغیر  تأثیر  نتیجه  در  پس آزمون  در  مشاهده شده 
است )P=0/457(. نتایج نشان داد بیان ژن ABCA5 از مرحله 
پیش آزمون تا مرحله پس آزمون در گروه ترکیبی افزایش معناداری 
داشت )P=0/001( و در گروه کنترل افزایش غیرمعناداری داشت 
)P=0/60(. همچنین بین دو گروه تفاوت معناداری مشاهده شد 

)P=0/001( )تصویر شماره 1(.

بحث

نتایج پژوهش حاضر نشان داد که هشت هفته تمرینات ترکیبی 
سبب افزایش بیان ژن ABCA5 در بیماران بای پس عروق کرونری 
شد. پژوهش های اندکی وجود دارد که به بررسی اثرات تمرینات 
ترکیبی بر سطوح یا بیان ژن ABCA5 در بیماران بای پس عروق 
کرونری به  طور اختصاصی پرداخته است، اما نتایج پژوهش حاضر 
با نتایج برخی پژوهش ها، مانند ری و همکاران ]9[ و فو و همکاران 

]3[ همسو بود، اما نتایج ناهمسویی یافت نشد.

پروتئین های ناقل جعبه ای وصل شده به ATP )پروتئین های
  ABC ( که یک ابََرخانواده از پروتئین های غشایی هستند و از 
استفاده  غشا  طول  در  مختلف  مواد  انتقال  برای   ATP انرژی 
معکوس  انتقال  سازوکار  در  برجسته ای  نقش  می کنند، 

کلسترول دارند ]11[.

 G-A جداگانه  دسته های  به  توالی  حسب  بر  ABC ها   
در  مهمی  نقش   G2 به جز  آن ها  همه  می شوند.  تقسیم بندی 
فرایند انتقال معکوس کلسترول ایفا می کنند. همچنین یکی 
مسئول  که  است   ABCA مجموعه   ،ABC زیرخانواده های  از 
از  یکی   .]12-13[ سلول هاست  از  کلسترول  کردن  خارج 
مهمی  نقش   RCT در  که  است   ABCA5 زیرخانواده ها،  این 
الیگودندروسیت ها19،  کاردیوسیت ها18،  سلول های  در  و  دارد 

آستروسیت ها20 و سلول های لیدیگ21 بیان می شود ]9[. 

18. Cardiomyocytes
19. Oligodendrocytes
20. Astrocytes
21. Leydig Cells

جدول 2. توالی الیگونوکلئوتیدی پرایمرها

نام ژن نوع توالی پرایمرها

ABCA5
رفت F. ACCCAAAGCAAGGAACGGGAA

برگشت R. CAGCGTTCAGCATGCCTGTGT

جدول 1. مشخصات فردی آزمودنی ها 

سن )سال(گروه ها
میانگین±انحراف معیار

شاخص توده بدن )کیلوگرم/مترمربع2(وزن )کیلوگرم(قد )سانتی متر(

1/33 ± 5/232/33 ± 0/0376/16 ± 3/601/73 ± 58/08کنترل

2/23 ± 6/4425 ± 0/0374/13 ± 3/611/72 ± 55/57 ترکیبی
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همچنین ABCA5 روی اندوزوم ها و لیزوزوم ها، دستگاه گلژی 
حذف  که  دادند  نشان  پژوهش ها  دارد.  قرار  پلاسما  غشای  و 
ABCA5 سبب تخریب عملکرد لیزوزمی در قلب، کاهش سطوح 
HDL و افزایش جریان کلسترول به  ApoA-1می شود. همچنین 
کاهش سطوح ABCA5  با افزایش بیماری نوروپاتی مانند آلزایمر 

و پارکینسون همراه است ]14[. 

در پژوهشی نشان داده شد در موش هایی که ABCA5 حذف22 
شده بود، بعد از ده هفته بیماری کاردیوپاتی و مشکلات لیزوزمی 
 ABCA5 ایجاد شد ]15[. همچنین پژوهش ها نشان دادند که
در کاهش کلسترول با ABCA1 همکار هستند و موش هایی که 
و  آترواسکلروزیس  دچار  داشتند،  کاهش   ABCA5 سطوح  در 

19. Knockout

 PPARa و PPARy با تحریک ABCA5 .هایپرلیپدمی شده بودند
سبب کاهش سطوح کلسترول و لیپولیز می شود. در واقع افزایش 
 ABCA1 سطوح کلسترول )صد میکرومولار( سبب افزایش بیان
و ABCA5 می شود و هنگامی که سطوح کلسترول بالاتر می رود 
 ABCA5 کاهش می یابد، اما ABCA1 150 میکرومولار(، سطوح(

همچنان افزایش نشان می دهد ]15 ،9[. 

RCT مشخص  تنظیم کننده  اصلی ترین  عنوان  به   ABCA1
زیاد  افزایش  اثر  بر   ABCA1 مواقعی که سطوح  در  اما  شده، 
تنظیم کننده  عنوان  به   ABCA5 می شود،  بلاک  کلسترول 
اصلی خروج کلسترول بیان می شود. این خروج کلسترول توسط 
انجام  تسهیل شده  دیفوزیون  انتشار  افزایش  واسطه  ABCA5  به 
 HDL می گیرد. همچنین پیشنهاد می شود که انتقال کلسترول به

Real – Time PCR جدول 3. برنامه زمانی گرمایی

دمازمانگامه ها

PCR 95 درجه سانتی گراد5 دقیقهمرحله فعالیت آغازی

چرخه های گامه دوم

95 درجه سانتی گراد10 ثانیهواسرشت

60 درجه سانتی گراد30 ثانیه45 چرخه / ترکیب اتصال و طویل شدن

55 تا 95 درجه سانتی گراد6/5 دقیقهمنحنی ذوب

 جدول 4. تغییرات قبل و بعد متغیر پژوهشی درون گروهی و مقایسه بین گروهی

گروهمتغیر
آزمون لون برای برابری آزمون تی همبسته 

نتایج پیش آزمونآزمون تی مستقلواریانس ها

معناداریمعناداریمقدار تیمقدار Pمقدار Fمعناداریمقدار تی

بیان ژن
ABCA5

0/5400/600/457کنترل

0/001 ∗0/00113/687 ∗0/00112/903 ∗16/10ترکیبی

P≥ ۰/ ۰5= معناداری

تصویر 1. تغییرات قبل و بعد از آزمایش پژوهشی

P≥ ۰/۰5   معناداری

دقیقه 5/6 منحنی ذوب درجه سانتی گراد 95تا  55   
 

 آن هد ها توضیحات کامل اخلاقای داده شاد. همچناین باه  گیری در پژوهش حاضر، ابتدا به تمام آزمودنی به دلیل استفاده از مدل خون
 محفوظ بماند.ها  اطمینان خاطر داده شد که اطلاعات شخصی آن

 
 تحلیل آماری:

ها بااستفاده از آزمون شاپیروویلک بررسی شد و پس  نرمال بودن دادهجهت نشان دادن میانگین و انحراف معیار از آمار توصیفی استفاده شد. 
داری  درسطح معنی 21ی نسخهSPSS وابسته با استفاده از نرم افزار و تی  همبسته های پارامتریک تی ازحصول اطمینان برای استفاده از آزمون

05/0≥P .تجزیه و تحلیل شد 
 

 ((M±SDمعیار انحراف  ±میانگین  ; اه آزمودنی فردی مشخصات :آماری توصیز .1 جدول
 (   2)کیلوگرم/مترمربعشاخص توده بدن             وزن)کیلوگرم(                     قد)سانتیمتر(                        سن)سال(         ها   گروه

 33/2 ± 33/1                               16/76 ± 23/5                     73/1 ± 03/0              08/58 ± 60/3     کنترل

 25 ± 23/2                                 13/74 ± 44/6                     72/1 ± 03/0              57/55 ± 61/3   ترکیبی 

 ی بین گروهی . تغییرات قبل و بعد متغیر پژوهشی درون گروهی و مقایسه2جدول  

 متغیر
 

بیان 
 ABCA5ژن

   همبسته  Tآزمون
 داری         معنی      Tمقدار         

 60/0        540/0    کنترل 
 ∗ 001/0      10/16  ترکیبی 

 ها لونبرایبرابری واریانس آزمون
 Pمقدار               Fمقدار   
 
  903/12              001/0 ∗  

 مستقل Tآزمون        
 داری معنی                  Tمقدار 

 
687/13                   001/0 ∗ 

 نتایج پیش آزمون
 داری معنی  

        457/0 

 P≤ 05/0داری =  معنی∗

 

 تغییرات قبل و بعد مداخله پژوهشی: 1نمودار 

 

 P≤ 05/0داری =  معنی∗

 ها: یافته

1

4.59

1 1.05

-2
0
2
4
6
8

پیش آزمون پس آزمون

تغییرات بیان ژن

گروه تمرین ترکیبی گروه کنترل 
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توسط ABCA5 انجام شود ]9[. 

از طرف دیگر افزایش آپوپتوز سلول های اندوتلیال در بیماران 
آترواسکلروزیس و بای پس عروق کرونری بسیار مشهود است 
سطوح  افزایش  که  کردند  گزارش  همکاران  و  لیبی   .]16[
ABCA5 سبب کاهش آپوپتوز در سلول های اندوتلیال می شود 
که این کاهش، در زنده بودن این سلول ها نقش حیاتی دارد 
سطوح  افزایش  که  شد  بیان  پژوهشی  در  همچنین   .]10[
و   Bax   ،Bcl مانند  آپوپتوزی  فاکتورهای  کاهش  با   ABCA5

افزایش LDL همراه است ]17-18[. 

سطوح  افزایش  که  می دهد  نشان  تحقیقات  نتایج  بررسی 
کاهش   ،HDL افزایش  کلسترول،  کاهش  واسطه  به   ABCA5
و   PPARa مانند  لیپولیزی  محرک های  تحریک  و  آپوپتوز 
احتمالًا  تأثیرگذار است.  CABG بسیار  بیماران  برای   PPARy
دلیل افزایش بیان ژن ABCA5 متعاقب انجام تمرینات ترکیبی 
در پژوهش حاضر، افزایش گیرنده های فعال کننده پراکسیزوم 
است که نقش مهمی در تنظیم بیان ژن های درگیر در انتقال 

کلسترول دارند ]20 ،19[. 

بازدارنده  و  کاهنده  عوامل  از  یکی   ABCA5 همچنین 
 X آترواسکلروزیس معرفی شده است که می تواند بیان گیرنده
کبدی را افزایش دهد. همچنین رونویسی برخی ژن های خانواده 
انتقال  فرایند  در  که   ABCA5 جمله  از    ،ABC انتقال دهنده 
LXR/ کلسترول نقش دارد، توسط سیستم هترودیمری به نام

RXR تنظیم می شود ]21-22[. 

احتمالًا بیان ژن ABCA5 می تواند به واسطه تنظیم این گیرنده ها 
متعاقب تمرینات ترکیبی افزایش یابد. درنتیجه به نظر می رسد 
PPARa با فعال سازی LXL، باعث تنظیم مثبت انتقال دهنده های 
خانواده ABC ، از  جمله ABCA5 توسط گیرنده X کبدی می شود. 
نتایج پژوهش حاضر نیز افزایش بیان ژن ABCA5 را در بیماران 

CABG تأیید کرد.

نتیجه گیری

بر اساس نتایج پژوهش حاضر، می توان بیان کرد هشت هفته 
تمرینات ترکیبی )مقاومتی هوازی( باعث بهبود وضعیت انتقال 
معکوس کلسترول به وسیله افزایش بیان ژن ABCA5 در مردان 
میانسال پس از انجام عمل عروق کرونری شده است. احتمالًا این 
تمرینات با افزایش بیان این ژن نقش مهمی در بهبود وضعیت 
 ،ABCA5 فیزیولوژیکی آن ها دارد. یکی از دلایل افزایش بیان ژن

افزایش سطوح خانواده پراکسیزوم هاست.

از محدودیت های پژوهش حاضر، می توان به عدم اندازه گیری 
سطوح خانواده پراکسیزوم ها، تفاوت های فردی، رژیم غذایی و 
بنابراین به متخصصین و مربیان  انگیزه آزمودنی ها اشاره کرد. 
این  موارد،  این  دادن  قرار  نظر  مد  ضمن  که  می شود  توصیه 

پروتکل های تمرینی را برای این دسته از افراد طراحی کنند.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

IR.IAU.NEYSHABUR. اخلاق  کد  با  پژوهش  این 
 REC.1400.001 در کمیته اخلاق دانشگاه آزاد واحد نیشابور و 

برگرفته از رساله دکتری محبوبه سازگار انجام شده است.

حامی مالی

این پژوهش با حمایت بیمارستان تخصصی قلب جوادالائمه 
مشهد و دانشگاه آزاد اسلامی واحد نیشابور انجام شده است.

مشارکت نویسندگان

نوشتن نسخه اولیه و ایده اصلی: محبوبه سازگار؛ تأیید و بررسی 
نهایی: امیررشید لمیر؛ روش آماری و پژوهشگر کمکی: رامبد 

خواجه ای؛ بحث و نتیجه گیری: آمنه برجسته یزدی.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.
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