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Abstract 

Background: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease with broad clinical 
manifestations, but unclear etiology. Extensive tissue damage occurs due to the production of auto-
antibody against nuclear and cytoplasmic antigens. Regarding the involvement of GADD45A gene in cell 
cycle control, T-cell proliferation suppression, and genome epigenetic regulation, this case-control study 
was done for the first time to evaluate the association of rs581000 polymorphism in 5’ near gene with the 
risk of SLE among patients in south of Iran. 

Materials and Methods: This study was performed on 102 patients with SLE in comparison with 
118 healthy controls. Genotyping of the GADD45A rs581000 polymorphism was performed using T-
ARMS PCR. 

Results: The T allele was significantly more frequent in the controls (0.13) than in the patients 
(0.01) with SLE (p<0.001). The frequency of genotypes carrying at least one C allele (CC+CG) was 
higher in control group (14.4%) compared to patient group (1%), and this allele showed protective effect 
against the risk of SLE (p<0.001, CI: 0.009-0.5, OR=0.06) 

Conclusion: It seems that GADD45A rs581000 polymorphism involved in the SLE pathogenesis. 
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  چکیده
ایمن با تظاهرات بالینی وسیع و اتیولوژي نامشخص است.  یک بیماري خود (SLE)لوپوس سیستمیک اریتماتوزیس زمینه و هدف:

دهد. با توجه به نقش  در سطح وسیع رخ می، و سیتوپلاسمهاي هسته  ژن بادي برعلیه آنتی تخریب بافتی در بیماران ناشی از تولید اتوآنتی
شاهدي براي  - ژنتیکی ژنوم، این مطالعه مورد و تنطیم اپی Tهاي  در کنترل چرخه سلولی، سرکوب تکثیر سلول GADD45Aژن 

  وب ایران پرداخته است. در بیماران جن SLEنزدیک ژن و ریسک بروز  5َدر منطقه  rs581000مورفیسم  اولین بار به بررسی ارتباط پلی
عنوان گروه کنترل انجام شد.  فرد سالم به 118در مقایسه با  SLEفرد مبتلا به  102روي بر مطالعه حاضر  ها: مواد و روش

  تعیین گردید.  T-ARMS PCRبا روش  rs581000مورفیسم  در موقعیت پلی GADD45Aهاي ژن  ژنوتیپ
هاي حامل  ). فراوانی ژنوتیپp>001/0تر بود ( داري شایع طور معنی ) به01/0سبت به گروه بیمار() ن13/0در گروه کنترل( Cآلل  ها: یافته

اثر یک ) بسیار بالاتر بود و این آلل درصد 1) در مقایسه با گروه بیمار (درصد 4/14در گروه کنترل ( C (CC+CG)حداقل یک آلل 
  ) نشان داد. 06/0=، نسبت شانس 009/0 – 5/0=ینان، فاصله اطمSLE )001/0<pدر برابر ریسک بروز را حفاظتی 

  نقش دارد.  SLEدر پاتوژنز بیماري  GADD45Aژن  rs581000مورفیسم  رسد پلی نظر میه ب گیري: نتیجه
  GADD45Aمورفیسم، لوپوس سیستمیک اریتماتوزیس،  ایران، پلی کلیدي: واژگان
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  مقدمه
بیماري لوپوس سیستمیک اریتماتوزیس یک 

سیستمی با طیف وسیعی از تظاهرات  ایمنی چند اختلال خود
بدن از جمله هاي  ها و اندام باشد که تقریباً تمام بافت بالینی می

هاي خونی، مغز و  مفاصل، پوست و غشاي موکوزي، سلول
ترین شیوع بیماري در  ). بیش2، 1نماید( ها را درگیر می کلیه

 1به  9سالگی است و نسبت ابتلاي زنان به مردان  20-40سنین 
 تجمع خانوادگی و ضریب انطباق بالاتر در دو ).3باشد( می

تخمکی،  قلوهاي دو وقلوهاي تک تخمکی در مقایسه با د
). 5، 4کنند( عاملی بیماري لوپوس را منعکس می ماهیت چند

 عنوان دو عامل غیر نقش نور خورشید و جنس مؤنث به
ژنتیکی در بروز بیماري در مطالعات زیادي مورد توجه قرار 

). 7، 6باشد( گرفته است، اما ژنتیک بیماري هنوز ناشناخته می
تولید مقادیر بسیار زیاد مشکل عمده در بیماري لوپوس 

هاي خودي در هسته و سیتوپلاسم  ژن بادي برعلیه آنتی اتوآنتی
اساس مطالعات آنالیز پیوستگی کل  بر ).8است(
علاوه ه ژنتیک ژنوم، ب )، تغییرات اپیGWASژنوم(

هاي   ها که در آپوپتوز، پاسخ ها و مولکول از سلولاي  مجموعه
ترین علل  ، محتملایمنی ذاتی و اکتسابی نقش دارند

  ).10، 9باشند( می SLEپاتولوژیک براي 
 GADD45A (Growth arrest andژن 

DNA damage- inducible gene GADD45 
alpha; NC_000001.11)  که با نامDDIT1 (DNA 

damage- inducible transcript) شود،  نیز مشخص می
باشد و  ها می داراي بیان بالا در قلب، ماهیچه اسکلتی و کلیه

است که در موقعیت  GADD45عضوي از خانواده ژن 
). این ژن در تمام 11قرار گرفته است( 1p31.1سیتوژنتیکی 

شدت محافظت شده است و تولید یک محصول ه ها ب گونه
هاي این  ). پروتئین12کند( اسیدآمینه می 165پروتئینی با 

یک خانواده ژنی عمدتاً در هسته سلول قرار دارند و در تحر
در نهایت  Sها به فاز  ، مهار ورود سلولDNAمسیر ترمیم 

 GADD45Aطور اختصاصی، ه ). ب13آپوپتوز نقش دارند(
، مهار رشد سلول و DNAدر پایداري ژنومی، ترمیم 

). از آنجایی که تغییر 14فعالیت دارد( DNAدمتیلاسیون 

در مطالعات  SLEالگوي بیان این ژن در بیماران مبتلا به 
GWAS )در این مطالعه براي اولین بار 15تأیید شده است ،(

 rs581000 (c.-907مورفیسم  به بررسی ارتباط پلی

C>G)  ژنGADD45A  نزدیک ژن در  5َدر موقعیت
  در جنوب ایران پرداخته شد. SLEبیماران 

  
  ها مواد و روش

  جمعیت مورد مطالعه
نگر  شاهدي گذشته -در مطالعه مورد

(retrospective case-control)  ،نمونه  220حاضر
فرد مبتلا به لوپوس سیستمیک اریتماتوزیس  102شامل؛ 
(SLE)  56/8سال و میانگین سنی  13-50با دامنه سنی ± 

که از  55/32 ± 46/9فرد سالم با میانگین سنی  118و  36/32
سازي شده بودند، شرکت  نظر سن، جنس و قومیت همسان

س معیارهاي کالج داده شدند. تشخیص بیماري براسا
و توسط متخصصین  (ACR)روماتولوژي آمریکا

روماتولوژي در بیمارستان خاتم الانبیاء بندرعباس انجام 
نامه شرکت آگاهانه در  گرفت. پس از تکمیل فرم رضایت

 5نظر کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی ارسنجان،  تحقیق زیر
هاي  د و نمونهسی نمونه خون محیطی از کلیه افراد گرفته ش سی

تا  EDTAانعقاد  هاي حاوي ماده ضد ریخته شده در لوله
داري  درجه نگه -20شروع مراحل کار آزمایشگاهی در فریزر 

طور ه نامه حضوري تمام افراد ب . به منظور تکمیل پرسششدند
حضوري مصاحبه شدند و اطلاعاتی مانند سن، جنس، قومیت، 

ایمن،  هاي خود بیماريسابقه خانوادگی براي لوپوس و سایر 
نوع شغل ثبت گردید. جهت بررسی تأثیر نور خورشید بر روي 

اساس نوع شغل به دو گروه  ریسک بروز بیماري، افراد بر
تقسیم شدند؛ افراد داراي مشاغل در معرض نور خورشید 
(کشاورزان، مأموران پلیس، رانندگان، ...) و افراد داراي 

  زنان خانه دار و ...). مشاغل با برخورد کم (معلمین، 
 بررسی ژنوتیپ

ژنومی با روش استاندارد  DNAدر این مطالعه 
ها براي  ). تعیین ژنوتیپ نمونه16نمک اشباع استخراج گردید(

 GADD45Aژن  rs581000مورفیسم  جایگاه مارکر پلی
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 Tetra-primer amplification refractoryبا روش 

mutation system  (T-ARMS PCR) انجام شد. در
زمان از چهار  طور همه ب PCRاین روش در هر واکنش 

 شود که شامل دو پرایمر خارجی غیر پرایمر استفاده می
کنترل داخلی  PCRاختصاصی آلل هستند و تولید محصول 

کنند و یک جفت پرایمر اختصاصی آلل که هر کدام  می
توانایی تکثیر محصول در حضور تنها یک نوع آلل را در 

مورفیسم دارند. توالی پرایمرهاي طراحی شده براي  جایگاه پلی
آورده شده است.  1هاي این جایگاه در جدول  ر آللتکثی

 13در حجم نهایی  T-ARMS PCRواکنش نهایی 
میکرولیتر  75/2ژنومی،  DNAمیکرولیتر  1میکرولیتر، شامل 

میکرولیتر از جفت پرایمرهاي  5/0آب مقطراستریل، 
 میکرولیتر از جفت پرایمرهاي 1، (OF, OR)خارجی

(شرکت  Master mixیترمیکرول 25/6و  (IF, IR)داخلی
آزما، ایران) انجام شد. شرایط دمایی دستگاه  تجهیز یکتا

درجه  95سازي اولیه در دماي  ترموسایکلر شامل واسرشت
سازي در رسیکل (واسرشت 35دقیقه،  5گراد به مدت  سانتی
 63ثانیه، اتصال پرایمر در دماي  45درجه به مدت  94دماي 

 30درجه به مدت  72در دماي  ثانیه و تکثیر 45درجه به مدت 
درجه به  72بود که با یک سیکل تکثیر نهایی در دماي  )ثانیه

اساس  ها بر دقیقه تکمیل گردید. خوانش ژنوتیپ 10مدت 
درصد و با استفاده  2طول باندهاي تکثیر شده روي ژل آگارز 

انجام  DNA safe stainآمیزي با رنگ ایمن  از رنگ
-Tتایج تعیین ژنوتیپ با روش ید نیأ. به منظور تگرفت

ARMS PCR  .از هر ژنوتیپ دو نمونه تعیین توالی گردید  

  
  T-ARMS PCR. توالی پرایمرهاي مورد استفاده در تکنیک 1جدول 

  
  آنالیز آماري

 SPSS 19افزار  آنالیزهاي آماري با استفاده از نرم
انحراف  ± انجام گرفت. متغیرهاي پیوسته به صورت میانگین

بندي شده به صورت فراوانی(درصد)  معیار و متغیرهاي طبقه
بیان شدند. براي مقایسه مقادیر ژنوتیپی مشاهده شده با مقادیر 

واینبرگ در -به منظور بررسی تعادل هارديانتظار  مورد
ده شد. جمعیت مورد مطالعه از آزمون مربع کاي استفا

هاي ژنوتیپی و آللی در هر دو گروه سالم و بیمار  فراوانی
ها روي  ها و آلل محاسبه شدند و سپس تأثیر هر یک از ژنوتیپ

با آزمون مربع کاي و رگرسیون لجستیک  SLEریسک بروز 
) مورد CI(درصد 95و فاصله اطمینال  (OR)با نسبت شانس

به لحاظ آماري  05/0تر از  کم pارزیابی قرار گرفت. مقادیر 
 دار فرض شده است. معنی

  
  ها یافته

هاي  تصویر ژل الکتروفورز آگارز تعدادي از نمونه
 PCRنشان داده شده است. محصول  1بررسی شده در شکل 

باشد و  جفت باز مربوط به پرایمرهاي خارجی می 583به طول 
 Cجفت بازي به ترتیب مربوط به آلل  360و  265محصولات 

  ).1شند (شکل با می Gو 

  محصولات (جفت باز)  3َبه  5َتوالی   پرایمرها
  پرایمرهاي خارجی
Outer forward (OF) 

Outer reverse (OR) 

 

AGGCTCTCTGTGGAAGGTAACG 

TCATGTCTTTTGTTTTAAGGGGTGG  

 

OF-OR: 583bp 

OF-IR: 360bp 

IF-OR; 265bp  پرایمرهاي اختصاصی  
Inner forward (IF; C allele) 

Inner reverse (IR; G allele)  

 

AACGGGTTGGTTTTTCTTTTATC 

GCTGCAAGGGTTGGAAGGTC 
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. از سمت راست به ترتیب ژنوتیپ هتروزیگوت T-ARMS PCRهاي مختلف با روش  . محصول حاصل از تکثیر ژنوم افراد با ژنوتیپ1شکل 

CG  جفت باز، ژنوتیپ هموزیگوت  583و  360، 265شامل سه محصولCC )265  و ژنوتیپ هموزیگوت 583و (GG )360  583و (
  باشد. جفت بازي می 100اول از سمت چپ مربوط به سایز مارکر  شود. چاهک مشاهده می

  
آورده  2مشخصات عمومی جمعیت مورد مطالعه در جدول 

شود، نسبت جنسی زن:  طور که مشاهده می شده است. همان
مرد، افزایش قابل توجهی را در فراوانی بروز بیماري به سمت 

چون  دهد. تأثیر فاکتورهاي خطر هم جنس مؤنث نشان می
لوپوس در خویشاوندان درجه اول سابقه خانوادگی مثبت براي 

بررسی  SLEدر ریسک بروز بیماري و تماس با نور خورشید 

طور قابل ه ). سابقه خانوادگی بیماري لوپوس ب3شد(جدول 
تر از افراد گروه کنترل بود،  توجهی در افراد گروه بیمار بیش

ک عضو مبتلا در که نشان داده شد وجود حداقل ی طوريه ب
. دهد یمبرابر افزایش  3/2خانواده خطر بروز لوپوس را حدود 

 8/4تماس با نور خورشید ریسک بروز بیماري را تا حدود 
  برابر افزایش داد. 

  
  مطالعه . خصوصیات عمومی جمعیت مورد2جدول 

  بیمار  کنترل  خصوصیات
  102  118  تعداد کل

انحراف ± میانگین سن 
  معیار(سال)

46/9 ± 55/32  56/8  ±36/32  

  13-59  13-59  دامنه سنی

  98:4  113:5  نسبت جنسی زن:مرد
  

  SLE. نقش فاکتورهاي سابقه خانوادگی و نور خورشید در ریسک ابتلا به 3جدول 
  )102بیمار (  )118کنترل (  ریسک فاکتور

n (%)  n (%)  *P  فاصله اطمینان  نسبت شانس  

    سابقه خانوادگی

  28/1- 41/4  38/2  006/0*  36) 3/35(  21) 6/18(  بلی

  رفرنس  1  -  66) 7/64(  96) 4/81(  خیر

    تماس با نور خورشید

  4/2 -5/9  8/4  >001/0 *  40) 2/39(  14) 9/11(  بلی

  رفرنس  1  -  62) 8/60(  104) 1/88(  خیر

  از نظر آماري معنی دار است.    05/0کم تر از  pمقدار 

583 
bp 360 

 265 
bp 
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  SLE و GADD45Aژن  rs581000مورفیسم  پلی
هاي ژنوتیپی مشاهده شده براي جایگاه  فراوانی

نسبت به مقادیر مورد انتظار تعادل  rs581000مورفیسم  پلی
، p>05/0داري نشان داد ( واینبرگ اختلاف معنی-هاردي

مورفیسم  =درجه آزادي). توزیع ژنوتیپی و آللی پلی1
rs581000  ژنGADD45A  نشان داده شده  4در جدول

در افراد مبتلا به لوپوس  Cمورف  آلل پلیاست. فراوانی 
بود که این اختلاف از نظر  01/0و در افراد گروه کنترل  13/0

دار بود و اثر محافظتی روي میزان بروز بیماري  آماري معنی
نیز مشخص  Cنشان داد. تحت مدل ژنتیک غالب براي آلل 

ریسک بروز  Cهاي حامل حداقل یک آلل  شد ژنوتیپ
= فاصله p  ،5/0-009/0>001/0دهند ( هش میبیماري را کا

ها، نتایج  نتیجه تعیین توالی نمونه=سبت شانس). 06/0اطمینال ، 
را تأیید  T-ARMS PCRحاصل از تعیین ژنوتیپ با روش 

 نمود. 

  
  در دو گروه بیمار و کنترل GADD45Aژن  rs581000مورفیسم  . توزیع ژنوتیپی و آللی پلی4جدول 

  )102بیمار (  )118ترل (کن  مورفیسم پلی
  n (%) n (%) P bفاصله اطمینان نسبت شانس 

   ژنوتیپ

GG  )6/85 (101  )0/99 (101        

CG  )4/3 (4  )0/0 (0  a 001/0      

CC )0/11 (13  )0/1 (1        

CC+CG )4/14 (17  )0/1 (1  001/0<  06/0  )5/0- 009/0(  

    آلل

G  )87/0 (206  )99/0 (202  -  1  رفرنس  

C  )13/0( 30  )01/0 (2  001/0<  07/0  32/0 - 02/0  

 
.aآزمون مربع کاي پیرسون؛ 
b  رگرسیون لجستیک؛ 

     دار است. از نظر آماري معنی 05/0تر از  کم pمقدار 
  

  بحث
 rs581000مورفیسم  در مطالعه حاضر ارتباط پلی

با بیماري لوپوس  GADD45Aنزدیک ژن  5َدر ناحیه 
از بیماران جنوب کشور  سیستمیک اریتماتوزیس در گروهی

یک  SLEمورد بررسی قرار گرفته است. بیماري لوپوس 
نتیجه افزایش تولید  ایمن است که در بیماري خود

هاي خودي با واسطه نقص در هر  ژن بادي برعلیه آنتی اتوآنتی
دنبال ه ). در این بیماران ب9کند( بروز می Tو  Bدو رده سلولی 

توکسیک، خطر عفونت سیتو Tهاي  کاهش فعالیت سلول
هاي  چنین کاهش وقوع آپوپتوز در سلول یابد و هم افزایش می

T ها و در واکنشی منجر به افزایش طول عمر این سلول خود 
هاي هسته و  ژن علیه آنتی بادي بر نتیجه افزایش تولید اتوآنتی
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عنوان عضوي  به GADD45A). ژن 17شود( سیتوپلاسم می
 DNAنقش مهمی در ترمیم  که GADD45از خانواده ژنی 

)، یک تنظیم کننده رشد 18و تنظیم چرخه سلولی دارد(
باشد و فقدان آن منجر به ایجاد سندرم  نیز می Tهاي  سلول

 غییرت). مطالعات محدودي در زمینه 19شود( شبه لوپوس می
 SLEدر بیماران مبتلا به  GADD45Aالگوي بیان ژن 

پروفایل  2004در سال  وجود دارد، از جمله مندل و همکاران
 (PBMCs)اي خون محیطی هاي تک هسته بیان ژن سلول

را با  SLEبیماران مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس و لوپوس 
کمی مقایسه کردند، در  PCRهاي میکرواري، الایزا و  روش

تنها در بیماران  GADD45Aاین مطالعه کاهش بیان ژن 
). با توجه به 15د(با هر سه روش نشان داده ش SLEمبتلا به 

 که دمتیلاسیون برخی مناطق ژنومی در افزایش خود این
بادي نقش دارد، لی و  واکنشی و تولید اتوآنتی

نظر گرفتن  ) با در2015همکاران(و )، و چنو 2010همکارن(
در دمتیلاسیون ژنوم سطح بیان  GADD45Aنقش 

mRNA هاي  این ژن را در سلولPBMCs هاي  و سلول
CD4+4T ز پرتودهی با اشعه پس اUVB گیري  اندازه

و  GADD45Aکردند. در هر دو مطالعه افزایش بیان ژن 
). لی و همکاران 21، 20کاهش الگوي متیلاسیون مشاهده شد(

کننده کوچک  غیرکد RNAبا ترانسفکت کردن سلول با 
هاي  را مهار و واکنش GADD45Aتداخلی توانستند ژن 

  ). 20دهند(علیه خود را در بیماران کاهش 
کننده  هاي تک نوکلئوتیدي متعددي در ژن کد مورفیسم پلی

GADD45A اساس مرور  اند که بر شناسایی شده
اي در زمینه  رسد تاکنون مطالعه نظر می هاي پیشین به پژوهش

ایمن انجام نشده  هاي خود ها با ریسک بروز بیماري ارتباط آن
فیسم مور است. در مطالعه حاضر بررسی ارتباط پلی

rs581000  در بیمارانSLE  نشان داد که حضور آللC 
دهد. مکانیسم دقیق تأثیر  ریسک بروز بیماري را کاهش می

باشد، اما  نامشخص می SLEمورفیسم در اتیولوژي  این پلی
این فرض باشد  تواند مبتنی بر هاي ممکن می یکی از مکانیسم

د یاب کاهش می GADD45A، بیان ژن Cکه در حضور آلل 
نتیجه کاهش  هاي متیل و در که نتیجه آن کاهش حذف گروه

تر  مطالعات بیش ).22باشد( هاي علیه خود در سلول می واکنش
تر همراه با بررسی الگوي بیان دو  با اندازه نمونه بزرگ

مورفیسم روي  ژن لازم است تا نقش این پلی للیآواریانت 
  ز بیماري بهتر مشخص گردد. سطح بیان ژن و در نتیجه پاتوژن

مورفیسم  هاي پژوهش حاضر نشان داد که پلی نتیجه یافته در
rs581000  ژنGADD45A  با ریسک ابتلا به بیماري

SLE  است و اثر محافظتی روي ریسک بروز در ارتباط
SLE عنوان یک بیومارکر در  بهتواند  این، می دارد. بنابر

  د.استفاده شو SLEتشخیص افراد مستعد 
  

  تشکر و قدردانی
نامه  پژوهش حاصل نتایج بخشی از پایاناین 

بررسی ارتباط مستقل "کارشناسی ارشد با عنوان 
و  GADD45Aدر ژن  rs581000هاي  مورفیسم پلی

rs1151607146  در ژنTOPBP1  و خطر بروز
اسلامی دانشگاه آزاد  "سیستمیک لوپوس اریتماتوزیس

باشد. نویسندگان مراتب قدردانی و تشکر خود را  ارسنجان می
ها جعفري و نوروزي در سمت کارشناس  نسبت به خانم

  دارند.  آزمایشگاه ژنتیک مولکولی ابراز می
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