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در بيماران مبتلا به آرتريت  4ژن پپتيديل آرژينين دايميناز  پلي مورفيسم
 مشهد) ع( مراجعه كننده به بيمارستان امام رضاروماتوييد

  
  4علي شيخياندكتر ، 3مريم راستين دكتر ، 2يحمود محمودم، دكتر *1مريم دلفان بيرانوند

  
  خرم آباد، ايراندانشگاه علوم پزشكي لرستان، ي، گروه ايمونولوژي، وژ  مربي، كارشناس ارشد ايمونول-1
   مشهد، ايران دانشگاه علوم پزشكي مشهد،ي، گروه ايمونولوژي ،وژ تخصصي ايمونولا دانشيار، دكتر-2
   مشهد ، ايران دانشگاه علوم پزشكي مشهد،ژي،وي، گروه ايمونولوژ استاديار، دكترا تخصصي ايمونول-3
  خرم آباد، ايراندانشگاه علوم پزشكي لرستان، ژي، وي، گروه ايمونولوژيار، دكترا تخصصي ايمونول استاد-4

  
 21/12/87  ، تاريخ پذيرش17/2/87تاريخ دريافت

  چكيده
هاي  هايي بر عليه پپتيدهاي سيترولين داري كه توسط آنزيم آنتي بادي  داراي اتو به آرتريت روماتوييد افراد مبتلا:مقدمه

اند،  تغيير ماهيت يافته) ين دايمينازنن آرژيپپتيدهاي  هاي مختلف ژن  شده توسط آللرمز(يديل آرژينين دايميناز پپت
را بررسي كردند و  4 و 3، 2، 1پپتيديل آرژينين دايميناز هاي  نژهاي تك نوكلئوتيدي  مورفيسم پليين محقق. باشند مي

 هدف اين مطالعه بررسي .گزارش نمودند 4پپتيديل آرژينين دايميناز لل ارتباطي را ميان بيماري آرتريت روماتوييد و آ
  .باشد و حساسيت ابتلابه آرتريت روماتوييد در نژاد خراساني مي 4پپتيديل آرژينين دايميناز هاي مختلف ژن   آللارتباط بين
براساس معيارهاي انجمن (  بيمار مبتلا به آرتريت روماتوييد50از نمونه خون   مقطعياين مطالعهدر  :روش كار

 DNA ،بودند نژاد خراساني كه از  فرد سالم50 و  مشهد)ع(كننده به بيمارستان امام رضا  مراجعه) يكاژي آمر روماتولو
 توالي پرايمرهاي -واكنش زنجيره پلي مرازژنومي به روش غير آنزيمي رسوب نمكي استخراج و با استفاده از تكنيك 

  .و تست دقيق فيشر تجزيه و تحليل شد  χ2هاي  ها با استفاده از آزمونداده. گرديد تعيين ژنوتيپ ،اختصاصي
  درصد2 و b1،2 داراي ژنوتيپ  درصد2 ؛4،1 داراي ژنوتيپ  درصد38 ص2،1داراي ژنوتيپ  درصد از بيماران 58 :نتايج

 6 ؛4،1 داراي ژنوتيپ  درصد22 ؛2،1 داراي ژنوتيپ  درصد 72كه در گروه كنترل  در حالي. باشند  مي4،2داراي ژنوتيپ 
  .را نداشتند 4،2ژنوتيپ كدام  هيچ .بودند b1،2 داراي ژنوتيپ درصد
 آرتريت  و بيماري4پپتيديل آرژينين دايميناز داري ميان وجود ژنوتايپ هاي مختلف  ي آماري معن ارتباط:يريگ نتيجه

  .در نژاد خراساني وجود ندارد روماتوييد
  4، پپتيديل آرژينين دايميناز پلي مورفيسم يت روماتوييد،  آرتر:واژگان كليدي

  
  
  
  
  
  

  لرستان، خرم آباد، دانشگاه علوم پزشكي ، دانشكده پزشكي، گروه ايمونولوژي :نويسنده مسئول* 
Email: Delfanmaryam@gmail.com 
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  مقدمه
 يالتهاب يماريب نيتر عيشا روماتوييد آرتريت

درصد  ك يمتوسط ورطه ب كه باشد مي در انسان مفصل
 يپزشك علوم يها شرفتيپ رغميعل .كند مي مبتلا را دافرا
 چه گر .است نشده شناخته يماريب نيا يواقع علت هنوز
 مفصل مزمن يريدرگ لبه دلي روماتوييد آرتريت تياهم
 توانند مي بدن يها ستميس اكثر مفاصل بر علاوه يول باشد مي
 نيامبتلا از يتوجه بلقا تعداد در علاوهه ب و گردند مبتلا
 انجام در تيمحدود سبب كه نموده جاديا مفصل بيتخر
 ني ا.گردد مي مبتلا شخص در يشغل و يشخص يها تيفعال
شود،  مي مشاهده مردان از شتريب برابر 2-3 زنان در يماريب

  .)1(دهد مي قرار ريتاث تحت شتريب را زنان نبنابراي
 كه است هشد اثبات مطالعاث  بسياري ازبراساس

 4  پپتيديل آرژينين دايمينازژن هاي خاصي از وجود آلل
)Peptidyl Arginine Deiminase4-PADI 4( مي 

تواند باعث افزايش استعداد ابتلا به بيماري آرتريت 
يا  و ژن بيان شيافزاروماتوييد شود به طوري كه 

ص سبب توليد آنزيم خا آلل آن محصول ترشدنداريپا
هاي حلقوي سيترولين  وليد بيشتر پروتئينبيشتر و در نتيجه ت

) Cyclic Cytrollinated Peptides- CCP(داري
هايي هستند  هاي خوبي براي آنتي بادي ژن شود كه آنتي مي

هاي اتوايميون بيماري آرتريت روماتوئيد  كه در واكنش
 پيژنوت وعيش در تفاوت به توجه با. )2-4(شوند توليد مي
PADI4منظور به حاضر مطالعه ،مختلف يها نژاد در 
 استعداد ابتلا به با PADI4م پلي مورفيس ارتباط بررسي
  . شده است انجام ايراني تيجمع در روماتوييد آرتريت

  روش كار
 نمونه از بين بيماران 50در اين مطالعه مقطعي 

) ع(كننده به بخش روماتولوژي بيمارستان امام رضا  مراجعه
-C واكنشي C پروتئينتست با فرد كنترل سالم 50مشهد و 

Reactive protein-CRPبه منفي و گرفتن شرح حال  
پس از كسب . گيري آسان انتخاب شدند روش نمونه

 سي سي خون گرفته شد كه 2رضايت از آنها از هر كدام 
 EDTA )Ethylene Diamineدر لوله هاي حاوي 

Tetra Cetic Acid ( گراد نگه   درجه سانتي- 70در دماي
 از خون تام، به DNAدر اين تحقيق استخراج .شدداري 

 و با (Salting out)آنزيمي رسوب نمكي  روش غير
در اين روش از . )5(استفاده از كيت بيوژن انجام گرديد

كردن  هاي نمكي اشباع براي رسوب و دهيدراته محلول
شود كه زدايي استفاده مي ها و در نهايت پروتئين پروتئين

در اين . باشد كم خطر و ارزان مي سريع، ،روشي ساده
 توالي – واكنش زنجيره پلير مراز تحقيق از روش

 -Polymerase Chain Reaction) پرايمرهاي اختصاصي
simple sequence specific primers- PCR-SPSS)  

توالي .  استفاده گرديدPADI4هاي  براي بررسي آلل
اه پلي در اين پرايمرها جهت شناسايي جايگ نوكلئوتيدها
براي هر آلل به طور اختصاصي طراحي شده  مورفيسم،

شوند كه توالي آن   است و بنابراين تنها به آللي متصل مي
در ناحيه داراي پلي مورفيسم، دقيقاً با توالي پرايمر مطابق 
باشد و به اين ترتيب با استفاده از جفت پرايمرهاي مختلف 

اي مختلف ه قادر به تفكيك آلل) 1جدول(مختص هر آلل
اتصال جفت پرايمر مورد  .باشيم و پلي مورفيسم ژن مي

 سبب تشكيل باند در الكتروفورز و در استفاده در هر مرحله
 به معناي مثبت بودن وجود آلل مربوطه در نمونه و نتيجه

در خصوص چگونگي تفكيك آللها با . باشد مي بالعكس
ورز تعدادي استفاده از پرايمرها دو نمونه از تصاوير الكتروف

 آمده 2 و 1از بيماران همراه با توضيحات كامل در تصاوير 
 و به منظور مشاهده PCRپس از اتمام واكنش .  است

هاي   نمونهPCR مقداري از محصول ،PCRمحصول 
، قرار  درصد5/1 ژل آگاروز مختلف در يك پليت داراي

هاي حاوي ژل در داخل تانك  سپس پليت. گرفتند
 DCو دستگاه به جريان الكتريسيته شته شد گذاالكتروفورز 

وقتي رنگ حدود دو سوم طول ژل را . متصل گرديد
دست ه  جريان الكتريسيته قطع گرديد و ژل ب،مهاجرت كرد

 Gel( داكيومنتيشنل ژآمده در دستگاه

Documentation( بررسي شد و در صورت خوب بودن 
هاي   سپس تعداد نمونه.شد باندها از ژل عكس گرفته مي
هاي  يافته. ها شمارش گرديد مثبت و منفي براي همه نمونه
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 SPSSبا استفاده از نرم افزار  حاصل جهت تعيين ژنوتيپ
ها  تحت تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند و در تحليل داده

در  .استفاده گرديدχ2  و  تست دقيق فيشرهاي از آزمون
  .است مدنظر بوده 05/0داري  ها سطح معني همه آزمون

  
 نوع آللل در 4 جفت پرايمر با مشخصات زير جهت تفكيك  4بر طبق جدول زير در اين مطالعه،: جدول پرايمرها. 1جدول 
 برخي از پرايمرها قادر به تفكيك دو نوع آلل از هم نبوده و بنابر اين از دو جفت .هاي مختلف  مورد استفاده قرار گرفت نمونه

  .شده استپرايمر در دو مرحله استفاده 
) هاي(نوع آلل

  تفكيك شده
شماره جفت   پرايمرمستقيم  پرايمرمعكوس  )جفت باز(طول پرايمر

  پرايمر
2/4  217  EX2RP-90T  EX2FP  1  
2  200  EX4RP-95C  EX4FP  2  

1/1b  211  EX2RP  EX2FP-89A  3  
1  177  EX4RP-96T  EX4FP-104C  4  

 
 
  
  
  
  
  

 2RP-90T هـاي تعـدادي از بيمـاران بـا اسـتفاده ازپرايمرهـاي              نمونـه  نش زنجيره پلي واز   واكاي از طرح الكتروفورزي محصول       نمونه. 1شكل
EX،EX 2FP هـايي را  كـه    جفت پرايمر مورد استفاده قادر است تمامي نمونـه .ها  از ساير نمونه4و2هاي هاي داراي آلل جهت تفكيك نمونه

هـا دروجـود     تشكيل باند الكتروفورز در تصوير بيـانگر مثبـت بـودن نمونـه            .يك كند ها تفك   را دارند از ساير نمونه     4 يا   2هاي   حداقل يكي از آلل   
  بيـانگر  3 بيمـاران، رديـف      واكـنش زنجيـره پلـي مـراز       نتيجه   بيانگر   7 و   6،  5،  4،  2،  1هاي  رديف .باشد  يا هر دوي آنها مي     4و  2يكي از آللهاي    

 . است كنترل منفي بيانگر9ديف  ر و كنترل مثبت بيانگر8، رديف 100bpاستاندارد وزن مولكولي 
  
  
  
  
  
  

  

-EX 4RPبـا اسـتفاده از پرايمرهـاي    همان بيمـاران در مرحلـه بعـد     واكنش زنجيره پلي مرازاي از طرح الكتروفورزي محصول  نمونه. 2شكل

95C و EX 4FP مرحلـه قـادر اسـت    جفـت پرايمـر مـورد اسـتفاده در ايـن      .4هاي داراي آلل  از نمونه2 جهت تفكيك نمونه هاي داراي آلل
هاي فـوق   ها بيانگر اين است كه تمامي نمونه تشكيل باند الكتروفورز در نمونه   . تفكيك كند  4هاي داراي آلل      را از نمونه   2هاي داراي آلل     نمونه

تاندارد وزن مولكـولي    اس ـ بيـانگر    2 بيماران، رديـف      واكنش زنجيره پلي مراز     نتيجه  بيانگر 8 و   7،  6،  5،  4،  3هاي  رديف . مي باشند  2داراي آلل   
100 bp است كنترل منفي بيانگر9 رديف  و كنترل مثبت بيانگر1، رديف  .  
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  نتايج
  ).3و2جداول(هاي زير آمده استها در دو گروه افراد بيمار و سالم در جدولها و ژنوتيپتعداد و درصد آلل

  
   در دو گروه افراد بيمار و سالمb1 و4 ،2، 1هاي  توزيع فراواني افراد تحت مطالعه بر حسب آلل.2جدول

  گروه   افراد سالم  افراد بيمار
  درصد  تعدا  درصد  تعداد  آلل
1  48  48%  47  47%  
2  31  31%  39  39%  
4  20  20%  11  11%  
b1  1  1%  3  3%  

  
   توزيع فراواني افراد تحت مطالعه بر حسب ژنوتيپ در دو گرو افراد بيمار وسالم.3جدول

  گروه  جمع كل  افراد سالم  رافراد بيما
  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  ژنوتيپ

2 ،1  29  58%  36  72%  62  65%  
4 ،1  19  38%  11  22%  30  30%  
2 ،b1  1  2%  3  6%  4  4%  

4 ،2  1  2%  0  0%  1  1%  
  %100  100  %100  50  %100  50  مجموع

  
  بحث

هاي  ترين بيماري آرتريت روماتوييد يكي از شايع
  درصد1 است كه در حدود سانياتوايميون سيستميك ان

  .)1(كند فراد را در سراسر دنيا مبتلا ميا
داري كه توسط دآمينه  هاي سيترولين پروتئين

ها توسط  هاي آرژينين در پروتئين شدن آنزيماتيك ريشه
توليد مي شوند در (PADI) پپتيديل آرژينين دايمينازها  

  . )6(ندپاتوژنز آرتريت روماتوييد مورد توجه ويژه اي هست
هاي  دار توسط آنتي بادي هاي سيترولين پروتئين

 كه اتوآنتي) Anti-CCP(دار ضد پپتيدهاي سيترولين
هايي با بيشترين اختصاصيت در آرتريت روماتوييد  اديب

، PADIشوند سرانجام بيان آنزيم  هستند شناسايي مي
ضد  هاي بادي آنتي توليد و پروتئين شدن سيترولينه
اين مطالب . افتد ترولينه در مفصل اتفاق ميهاي سي پروتئين

ها با تغيير  شدن پروتئين بيانگر ارتباط بسيار نزديك سيترولينه

آنتي ژنيسيته پپتيدها و پاتوژنيسيته خود ايمني در آرتريت 
  .)7(باشد روماتوييد مي

اي  مطالعه  در2003سوزوكي و همكاران در سال 
فصلي آرتريت هاي م  در بافتPADI4نشان دادند كه ژن 
شود و به عنوان يك  هاي خوني بيان مي روماتوييد و بافت

  .باشد لوكوس حساس در آرتريت روماتوييد مطرح مي
گزارش نهايي اين مطالعه بيانگر ارتباط قدرتمند 

 در رابطه با بيماري آرتريت PADI4پلي مورفيسم ژن 
در مطالعه بارتون و  .)4(باشد روماتوييد درنژاد ژاپني مي

 ارتباطي ميان پلي مورفيسم ژن 2004مكاران در سال ه
PADI4 و بيماري آرتريت رماتوييد در جمعيت انگلستان 

 2005درمطالعه هارني و همكاران در سال  .)8(به دست نيامد
و بروز بيماري در  PADI4 ارتباطي بين پلي مورفيسم ژن 

و همكاران در سال  كانگ .)9(اين جمعيت مشاهده نشد
 PADI4هاي ژن  اي تحت عنوان بررسي آلللعه مطا2004
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و ارتباط آن با افزايش حساسيت به بيماري آرتريت 
در اين مطالعه مشخص شد كه . رماتوييد در كره انجام دادند

 با حساسيت نسبت به آرتريت PADI4هاي برخي آلل
 ها ارتباط دارد بنابراين ارتباط  اي رماتوييد در جمعيت كره

PADI4 ممكن است به هتروژنيسيتي ژنتيكي ميان با بيماري 
  .)10(ها بستگي داشته باشد ها و اروپايي آسيايي

اي توسط مارتينز و همكاران در اسپانيا در  مطالعه
 ژن  طبق اين مطالعه پلي مورفيسم.  انجام شد2005سال 

PADI4 آرتريت  مارييدر حساسيت نسبت به ابتلا به ب
ندارد و اين نتيجه مورد رماتوييد در نژاد اروپايي نقشي 

اطميناني است كه طي مطالعات مختلفي كه در اروپا انجام 
 2005مطالعه ديگري در سال  .)11(شده، تاييد شده است

توسط ايكاري و همكاران مجدداً در ژاپن انجام شد كه 
نتيجه آن تاييد و تكرار مشاهدات مطالعه اوليه بود و اين به 

به عنوان يك ژن واقعي PADI4 معناي ارتباط قدرتمند 
حساسيت براي ابتلا به آرتريت رماتوييد در نژاد ژاپني 

  .)12(باشد مي
در اين مطالعه به بررسي ارتباط ميان پلي مورفيسم 

 با افزايش استعداد ابتلا به بيماري در جمعيت PADI4ژن 
براساس نتايج به دست آمده اختلاف . ايراني پرداختيم

 گروه افراد سالم و بيمار از لحاظ داري بين دوآماري معني
و بدين   وجود نداردPADI4 هاي مختلف ژن وقوع آلل

 و ابتلا به بيماري PADI4ترتيب بين پلي مورفيسم ژن 
  .آرتريت روماتوييد درنژاد خراساني ارتباطي وجود ندارد

هاي ژنتيكي در نژادهاي مختلف  فراواني آلل
هايي كه به  ه ژنشود ك اين تفاوت باعث مي. متفاوت است 

هاي التهابي   استعداد ابتلا به برخي از بيمارينشانگرعنوان 
هاي مختلف به يك ميزان قابل  پيشنهاد شده اند در جمعيت

  .استفاده نباشند
عوامل ژنتيك و عوامل خطر ساز محيطي به 
عنوان دو عامل ايجاد كننده حساسيت و همچنين شدت 

لاً يك عامل خطر ساز مث. بيماري به هم گره زده مي شوند
محيطي نظير عامل هورموني مي توانند در يك زمينه مساعد 

هاي حساس باعث ايجاد بيماري شوند و  از نظر وجود آلل
شايد اين مساله توجيه كننده تفاوتها در دو جنس مذكر و 

كه آلل حساس با اثر  طوريه ب. مونث در اين مطالعه باشد
تر  محصول آنزيمي فعالعوامل محيطي رونوشت پايدارتر و 

دار بيشتري به عنوان محصول اتوآنتي  و پپتيدهاي سيترولين
كند كه منجر به خطر افزايش يافته توسعه  ژن توليد مي
هاي ژنتيكي متفاوت در  وجود زمينه. شود بيماري مي

هاي مختلف مي تواند يكي از دلايل تنوع ژنتيكي  جمعيت
  . در ارتباط با آرتريت روماتوييد باشد

  
  نتيجه گيري

در اين مطالعه ارتباط معني داري بين ژنوتايپ 
 و بيماري آرتربيت 4هاي مختلف پپتيدين آرژنين دايميناز 
نياز به مطالعات بيشتر  .روماتوييد در نژاد خراساني ديده نشد

 روماتوييد در تو بيماري آرتري PADI4 هاي بر روي آلل
گردد در  نهاد ميهمچنين پيش. رسد آينده ضروري به نظر مي

هاي اين ژن، اثر  هاي آينده همزمان با بررسي آلل پژوهش
 و نيز HLA-DRB1هاي  چند ژن به خصوص ژن

ها به صورت تركيب در ارتباط با بيماري  سايتوكاين
  .آرتريت رماتوييد مورد بررسي قرار گيرد
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Abstract 

 
Background:  There are citrullin peptides in Rheumatoid Arthritis (RA) patients that are 

changed by Peptidyl Arginine Deiminase enzymes (encoded by PADI genes). An association between 
RA and PADI-4 haplotypes has been reported by researchers. The aim of this study is evaluation of 
PADI-4 Gene polymorphism in patient with Rheumatoid Arthritis referring. 

Methods and Materials: In this cross-sectional study we extracted the genomic DNAs from 
the whole blood samples of 50 patients with RA ( on the basis of ACR criteria) referring to Imam 
Reza hospital in Mashhad and a control group involving 50 healthy khorrasanian participants. DNA 
genom was extracted with nonenzymatic salting out method. Genotypes were determined by PCR 
simple sequence specific primers (PCR-SSP). Data were analyzed with Chi-Square and Fisherexact 
Test. 

Results: 58% of the patients had genotypes of 1and 2; 38%: 1,4, 2%: 1b,2 ,and 2%: 2,4. In the 
control group, 72% had genotype 1,2;  22%: 1 and 4, 6%: 1b,2 while none of them had genotype 2,4. 

Conclusion: There was not any significant relationship between the presence of different 
PADI-4 genotypes and RA in Khorrasanian population.  
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