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Abstract 

Background: Programmed death 1 (PDCD1), a negative T-cell regulator which induces 
peripheral tolerance, belongs to Ig super and CD28/CTLA-4 families. PD-1 gene induces negative 
signals in T-cells during interaction with its ligands. Thus the aim of this study was to investigate the 
relationship between PD-1 polymorphism and the risk of rheumatoid arthritis (RA) in Iranian patients 
and healthy controls.  

Materials and Methods: In this case-control study, genomic DNA was extracted from the 
whole blood samples using DNA purification kit (DNG-plus, Cinnagen, Iran). PD1.1G/A as a SNP 
located on promoter with position -536 were genotyped for 120 RA patients and 188 healthy controls 
through PCR-RFLP method. Association of genotypes and alleles frequency in the patients was 
compared with controls and analyzed using Chi-square test and 2×2 contingency table in SPSS 
software version 15.0. The diagnosis of RA patients and provision of their clinical information was 
done in Rheumatology Research Center of Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.  

Results: The A allele of the PD1.1 polymorphism located on the promoter of PD-1 gene was 
significantly more frequent in Iranian RA patients than the controls (p=0.04). There were no 
significant differences in PD1.1G/G genotype (p=0.08), PD1.1A/A genotype (p=0.39), and PD1.1G/A 
genotype (p=0.16) between RA cases and controls.  

Conclusion: The findings of this study showed the presence of a significant relationship 
between the A allele of the PD1.1 (-536) of the promoter and susceptibility to RA in Iranian patients.  
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 چکیده
، تنظـیم کننـده منفـی و القـا کننـده تـولرانس محیطـی در              )PD-1( 1 شده ریزي برنامه  مولکول مرگ  :هدفزمینه و   
ایـن ملکـول در طـول    . باشد  میCTLA4/CD28 است که متعلق به خانواده بزرگ ایمونوگلوبولینی و       Tهاي   لنفوسیت

هدف این مطالعه بررسی ارتباط بین چند شـکلی  . کند  القا میT هاي  میانکنش با لیگاندهاي خود سیگنال منفی به سلول
  .باشد ریزي شده و بیماري آرتریت روماتوئید در جمعیت ایرانی می ژن مولکول مرگ برنامه

-DNG ژنومیـک از خـون کامـل بـا اسـتفاده از کیـت       DNAدر این مطالعه مورد شاهدي استخراج     : ها مواد و روش  
PLUS    چند شکلی ژنی    .  شرکت سیناژن انجام گرفت)SNP  ،A/G 1.1PD         در -536 واقع در پروموتور بـا موقعیـت ، 

وابـستگی فراوانـی    آنـالیز .  تعیین ژنوتیپ شدندPCR-RFLP کنترل سالم با روش 188 بیمار آرتریت روماتوئید و 120
انجـام   15 نسخه SPSS ها با بیماري در مقایسه با کنترل با استفاده از تست کاي دو در نرم افزارآماري  ها و آلل ژنوتیپ

تشخیص بیماران آرتریت روماتوئید و اطلاعات بالینی آنها در مرکز تحقیقات روماتولوژي دانشگاه علوم پزشکی تهران  .شد
  .انجام گرفت

 با فراوانی بیشتر در بیماران ایرانی آرتریت روماتوئید در PD-1ر ژن  پروموتو-536 در موقعیتPD1.1 A آلل :هایافته 
، ژنوتیـپ   )08/0=p (PD1.1G/Gداري در ژنوتیـپ      اخـتلاف معنـی   ) =p 04/0(مقایسه با گـروه کنتـرل همـراه اسـت           

PD1.1A/A) 39/0p= ( و ژنوتیپPD1.1G/A) 16/0p= ( بین بیماران و کنترل وجود نداشت.  
با استعداد به آرتریت روماتوئید در PD1.1 )-536( پروموتور Aداري بین آلل  ین مطالعه ارتباط معنی نتایج ا:نتیجه گیري

  .بیماران ایرانی را نشان داد
  A، آرتریت روماتوئید، چند شکلی ژنی، پروموتور، آلل 1ریزي شده مولکول مرگ برنامه: واژگان کلیدي
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  مقدمه
 خـود ایمـن  آرتریت روماتوئید یک بیماري شـایع     

مـزمن و التهــابی اسـت کــه بــا التهـاب ســینوویوم و تخریــب    
 بـا نفـوذ و تجمـع        چنـین  هـم غضروف و استخوان مفاصـل و       

 هــر دو .اه اســتهــا در مفاصــل همــر پاتولوژیــک لنفوســیت
ي ایمنی سـلولی و همـورال در ایجـاد ایـن ضـایعات              ها پاسخ
هـاي نفـوذ      نوع غالب سلولTي ها لنفوسیت اما  هستند دخیل
زایی  چه عوامل بیماري اگر .التهاب مفاصل هستند  در،کننده

هـایی کـه    آن هنوز نامـشخص اسـت ولـی یکـی از مکانیـسم       
د و دیگـــر آرتریـــت روماتوئیـــی زایـــ احتمـــالا در بیمـــاري

 فعـال شـدن لنفوسـیتی       نقـش دارد،   خـود ایمنـی   هاي   بیماري
ــلول      ــن س ــی ای ــل محیط ــست تحم ــشده و شک ــیم ن ــا تنظ  ه

ــی ــد مــ ــول . )1(باشــ ــان ( PD-1مولکــ ــا همــ -PDCDیــ

1,CD279,SLEB2(  يها لنفوسیتیک تنظیم کننده منفی 
 T کمـک هـاي   متعلـق بـه خـانواده گیرنـده    ، کـه  )3، 2(اسـت 

 و عـــضوي از ابـــر خـــانواده CD28 /CTLA4 محـــرك
 کیلـو  50 -55 ایمنوگلوبولین است کـه یـک گلیکـوپروتئین      

صورت  و به )4-8(کند  را کد می Iدالتون عبوري از غشا تیپ      
ــستئین   ــرا سی مونومریــک روي ســطح ســلول وجــود دارد زی
پروکسیمال غشایی که براي دایمریـزه شـدن دیگـر اعـضاي            

دومـین   .)8( نیـاز اسـت، وجـود نـدارد         مـورد  CD28خانواده  
 یک موتیـف گیرنـده ایمنـی مهـاري          PD-1سیتوپلاسمیک  

دارد که نقـش مهمـی در تنظـیم منفـی و     ) ITIM( تیروزینی
 و Tي هـا  لنفوسیتمهار عملکرد    ي ایمنی و  ها پاسخهموستاز  

B    3( و در نتیجه حفظ تحمل محیطـی آنهـا بـه عهـده دارد(. 

PD-1    نــی مهـاري، روي ســطح   ایمگیرنـده بـه عنـوان یــک
هاي میلوئیدي به محض فعـال       و سلول   T، Bهایی مثل    سلول

 يشـود و بـا اتـصال بـه لیگانـدها          ها بیـان مـی     شدن این سلول  
-PDL-2 (B7 وPDL-1(B7-H1) ، شــاملB7خــانواده

DC)     هـا مهـار    هـا را از ایـن سـلول     تکثیر و ترشح سـایتوکین
ــی ــد مـــ ــوش .)9، 7(کنـــ ــا مـــ ــص هـــ ــا نقـــ -PD ي بـــ

1)C57BL/6(،  ــت ــوس و آرتری ــت شــبیه لوپ گلومرولونفری
 که پیشنهاد دهنده ژن مستعد براي       دهند میپیشرونده را نشان    

. )10(تنظیم منفی سیستم ایمنـی در ایجـاد خـود ایمنـی اسـت      

 در مـدل حیـوانی کـه عملکـرد     هـا  یافتهبنابراین بر اساس این  
ي ایمنـی  هـا  پاسـخ صحیح این ژن در تنظیم منفی و هموستاز    

هــاي  چنــد شــکلی احتمــالا و تــاثیر گــذار دارد،نقــش ویــژه 
توانـد در بیـان     مـی )از جمله در پروموتور(آن   (SNPs)ژنی

ــا عملکــرد آن در ایجــاد بیمــاري  ــاي خــو ی ــل ده ایمن از قبی
مولتیپـل   ،وئید، لوپوس اریتروماتوزسیـستمیک   آرتریت رومات 

امـروزه   . در انـسان دخیـل باشـد       یـک اسکلروز و دیابت نوع     
 در ایـن ژن مـشخص   (SNPs) د شـکلی ژنـی     چن 30بیش از   

ي خـودایمن مختلـف    هـا  بیمـاري شده است و ارتباط آنها بـا        
در این مطالعه یـک چنـد شـکلی         . )11-14(ارزیابی شده است  

 )-PD) G/A 536 -1.1  به نـام PD-1ژنی در پروموتور ژن 
هاي مختلف ایـن   انتخاب کردیم و ارتباط بین ژنوتیپ و آلل     

SNP نی با آرتریـت روماتوئیـد بررسـی شـد      بیماران ایرا    در 
 از PD-1شـــــماره دســـــتیابی بـــــه تـــــوالی کامـــــل ژن(

AF363458:GeneBank.(  
  

  مواد و روش ها
  مبـتلا بـه   بیمـار  120در این مطالعه مورد شـاهدي،       

مرکز تحقیقات رومـاتولوژي دانـشگاه       آرتریت روماتوئید از  
ها و تشخیص  علوم پزشکی تهران با همکاري روماتولوژیست   

لینی بیماران بر طبق معیارهاي بالینی دانـشکده رومـاتولوژي    با
 نفـر   188چنین   ، هم )15(آمریکا در این مطالعه شرکت کردند     

هـاي خـود ایمنـی از     اي از بیماري بدون هیچ سابقه(فرد سالم   
نیـز بـه عنـوان      ) در خود و خـانواده    روماتوئید  جمله آرتریت   

ــدند   ــه ش ــر گرفت ــرل در نظ ــروه کنت ــام . گ ــراي تم ــاران ب بیم
 و  )RF(فـاکتور روماتوئیـد    هاي آزمایشگاهی از قبیل تست

رضایت  . شدانجام )  (ESRهاي قرمز سرعت رسوب گلبول
آگاهانه از افراد جهت شرکت در مطالعه در هر دو گـروه در        

کمیتـه اخـلاق پزشـکی دانـشگاه      .هاي مربوطه گرفته شد  فرم
ا صـادر  علوم پزشکی تهران گواهی مربوط بـه ایـن مطالعـه ر        

هـاي   کنتـرل در لولـه  گـروه  خـون کامـل از بیمـاران و     .کـرد 
در ابتدا این خـون   . گرفته شدEDTAحاوي ماده ضد انعقاد  

کامل با بافر لیـز کننـده حـاوي آمونیـوم کلرایـد جهـت لیـز                 
سـپس   .شستشو انجام شـد   هاي قرمز مجاور و تا سه بار       گلبول
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 ــه از رسـوب لکوســیتی ب ـ  راي دســت آمــده از مرحلـه قبلــی ب
ــت اســــتخراج    DNAاســــتخراج  ــا اســــتفاده از کیــ  بــ

DNA)DNG-PLUS  بر طبـق دسـتور کیـت    ) سیناژن ایران
 اسـتفاده شـده بـه عنـوان         DNAحداقل غلظـت     .استفاده شد 

 نـانوگرم در میکرولیتـر     30اي پلیمراز    الگوي واکنش زنجیره  
 درجـه  20منهـاي   و در دمـاي  Tris-EDTAبود که در بـافر    

شکلی واقع در پروموتـور     چند .شد می نگهداري   سانتی گراد 
ــه   PD-1ژن   از( -536 بــا موقعیــت PD1.1G/Aمعــروف ب

 و  PCR-RFLPدر این مطالعه با روش      ) محل شروع ترجمه  
ــزیم محــــــدودگر  ــتفاده از آنــــ ــا اســــ   MspI بــــ

(Fermentase,England)   در این روش    .تعیین ژنوتیپ شد

ــصول ــدودگر   PCR  مح ــزیم مح ــا آن ــاورت ب ــس از مج پ
 مورد نظر در دمـاي بهینـه عملکـرد آنـزیم            SNPی  اختصاص

هضم شده و با توجه بـه ژنوتیـپ، طـول متفـاوتی از قطعـات            
ــد  ــده را بع ــضم ش ــه   ه ــارز نتیج ــورز روي ژل آگ از الکتروف

بـر اسـاس تـوالی کامـل ژن     ، جفت پرایمر مورد نیاز   .دهد می
PD-1 )ــابی و ) AF363458:GeneBank بـــا شـــماره بازیـ

چند شـکلی و ارزیـابی آن توسـط نـرم        مقالات مرتبط با این     
اطلاعـات مربـوط بـه    . )16(دست آمـد ه  بOLIGO V6افزار

آورده شده  1توالی پرایمر و چند شکلی مورد نظر در جدول   
   .است

  
  .شکلی ژنی مورد مطالعه ، پرایمر و آنزیم محدودگر استفاده شد  چند.1جدول

 PCR پرایمرهاي استفاده شده جهت 
آنزیم 

 محدودگر
 SNP محل  کارروش

 SNP  موقعیت

Forward: TTCTAGCCTCGCTTCGGTTA 
Reverse: CTCAACCCCACTCCCATTCT Msp I PCR-RFLP 536- پروموتورG/A PD1.1 

چند شکلی نوکلئوتیدي:  SNP  
  

به منظور تکثیر قطعـه ژن  PCR شرایط بهینه براي 
 95 حاوي چند شکلی مورد نظر شامل دناتوراسـیون اولیـه در      

ــان  ــه س ــراد تیدرج ــرايگ ــه4 ب ــا  ،  دقیق ــپس ب ــیکل 30س  س
دمـاي   ثانیـه و     40 براي   گراد  درجه سانتی  95 دناتوراسیون در 

بهینه شـده بـر اسـاس دمـاي       (گراد  درجه سانتی  60 در   اتصال
 گـراد  درجه سانتی 72  درتکثیر ثانیه و    50براي  ) ذوب پرایمر 

 بـراي   PCRمحـصول نهـایی      .شـود   ثانیه دنبـال مـی     40براي  
1.1- PD   جفـت بـاز پـس از هـضم بـا آنـزیم       552به طـول 

قطعــاتی بــه طــول    )MspI)Fermentase  محــدودگر
 A جفـت بـاز بـراي آلـل    282 و Gجفت بـاز بـراي آلـل     227

ــت ــصول   . اس ــی مح ــضم آنزیم ــط PCRه ــا MspI توس  ب
 و گـراد   درجـه سـانتی   37انکوباسیون در طول شـب در دمـاي   
تیدیوم  حاوي ا   درصد 5/2سپس الکتروفورز روي ژل آگارز      

نتیجـه ژنوتیـپ    ، طول قطعات و در    الگوي شکستگی  بروماید
فراوانی ژنوتیپ و آلل گـروه      .فرد مورد نظر را مشخص کرد     
 مقایـسه  کاي دو آماري آزمونبیماران و کنترل  با استفاده از    

 . در نظــر گرفتــه شــد05/0 کمتــر از داري ســطح معنــی .شــد

 15 نـسخه  SPSS  با استفاده از نرم افـزار هاي آماري  تحلیل
   . شدانجام

  
  یافته ها

 مثبت و میانگین بـراي RF  درصد از بیماران 3/68
ESR  ،6/16±5/29 زن بـا   104مـرد و  16در گروه مورد .  بود

 123مـرد و   65در گروه کنترل و  سال  76تا   17 محدوده سنی 
  .  سال قرار داشتند63 تا 17دوده سنی زن با مح

 در موقعیـت    A PD1.1 کـه آلـل    نشان دادند نتایج  
تریـت   در بیمـاران بـا آر  PD-1 واقع در پروموتـور ژن      -536

 نـسبت بـه گـروه کنتـرل بـالاتر           داري روماتوئید به طور معنی   
 در درصــد 7/0بیمـاران در مقایــسه بـا     در درصــد9/2(اسـت  

ژنوتیپ هـاي مـرتبط    .) =042/0P=  ، 7/3OR،  گروه کنترل 
با این چند شکلی ژنی درمقایسه فراوانی بین گروه بیمـاران و   

ــی  ــاوت معن ــرل تف ــداد کنت ــشان ن ــل و . داري را ن ــی آل فراوان
 . آورده شده است2ژنوتیپ و نتایج آماري در جدول 
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  گروه کنترل با کنترل  بیماران با آرتریت روماتوئید در مقایسه PD1.1فراوانی آلل و ژنوتیپ مقایسه  .2دولج

SNP بیماران آرتریت روماتوئید   آلل  ژنوتیپ
)120( n=      کنترل)188 (n=   OR  p  

  PD1.1AA    1( 83/0 ) 0(0) 58/2  390/0 
  PD1.1GA    5( 16/4 ) 3( 59/1 ) 691/2  167/0 

PD1.1  PD1.1GG   114(95) 185( 4/98 ) 308/0  084/0 
    PD1.1A  7( 91/2 ) 3( 97/0 ) 735/3 * 042/0*  
    PD1.1G  233( 08/97 ) 373( 20/99 )     

   
  بحث

هاي مثبت و منفی     به وسیله سیگنال   فعال شدن لنفوسیتی دقیقاً   
هـاي تنظیمـی    ها از طریق گیرنـده    این سیگنال  .شود تنظیم می 

یـک نقـص در سـیگنال        .)17(شود ایمنی مختلف دریافت می   
هاي ایمنی مهاري ممکن اسـت آسـتانه فعـال        منفی از گیرنده  

گر را کـاهش دهـد و منجـر بـه      نفوسیتی خود واکنششدن ل 
این ادعا با بیان فنوتیپ خـود      .ایجاد بیماري خود ایمن گردد    

هـاي دسـتکاري    ایمن و یا افزایش فعالیت لنفوسیتی در موش      
هـاي ایمنـی مهـاري        و دیگر گیرنده    PD-1شده ژنتیکی در    

-22(اثبات شده است CTLA-4 و  FCγRIIB ، CD22مثل  
ــابرا،)18 ــیگنال بن ــیله     ین س ــه وس ــده ب ــروع ش ــی ش ــاي منف ه

هــاي ایمنــی مهــاري نقــش مهمــی در حفــظ تحمــل   گیرنــده
هـاي   در انـسان سـهم گیرنـده       .کنند یموش ایفا م   محیطی در 

ــاري ومولکــول  ــی مه ــاد   ایمن ــراي ایج ــا ب ــاي ســیگنال آنه ه
 بـا ایـن   بـاقی مانـده اسـت،    هاي خود ایمن نامـشخص   بیماري

کاندیـد   هاي به عنوان ژن دهذکر ش هاي مهاري  وجود گیرنده 
ــا   SNPsدر مطالعــات  ــا ب ــاط آنه ــراي بررســی امکــان ارتب  ب

 و آرتریـت روماتوئیـد  ي خود ایمن انسانی از قبیـل      ها بیماري
 بـر اسـاس     .شـوند  استفاده مـی  لوپوس اریتروماتوزسیستمیک   

 تـوان فـرض کـرد کـه     دست آمده در این مطالعه می     ه  نتایج ب 
SNP  1ژندر پروموتـور    بررسی شـده-PD)PD1.1G    یـا

ممکن است منجـر   )یا آلل موتانتPD1.1A آلل وحشی به 
 تحمـل به عدم عملکـرد صـحیح ایـن ژن در ایجـاد و حفـظ               

ي خـود ایمـن از جملـه       هـا  بیمـاري محیطی و در نتیجه ایجاد      
ــردد   ــد گ ــت روماتوئی ــاران ارتبــاط  کونــگ.آرتری  و همک

ــل ــري از پــیش  وPD1.1Aآل ــد گی  را در آرتریــت روماتوئی
ماران چینی نشان دادند که بـه طـور مخـالف در مطالعـه مـا         بی

در واقـع  . به عنوان آلل خطر در نظر گرفته شده استA  آلل
گـروه بیمـاران    درA  نتایج ما حاکی از افزایش فراوانی آلـل 

 بـا  Aکونـگ و همکـاران آلـل     که در مطالعه است در حالی
گیـري   بیماران و به عنوان آلـل پـیش   فراوانی کاهش یافته در  

از مطالعـه مـا    . تاس شناخته شده  آرتریت روماتوئید  کننده از 
 به عنوان آلـل شـایع   PD1.1Gتوان نتیجه گرفت که آلل   می

که از لحـاظ فراوانـی      ) درصد 99(باشد میدر جمعیت ایرانی    
سـت و بـه طـور    ا و افریقـایی  یی مـشابه جمعیـت اروپـا      تقریباً

هـا   يهنـد -هـا و مکزیکـی    در جمعیت چینی Aمعکوس آلل   
 مهـم دیگـر   SNPاز جملـه   .)12(شود آلل غالب محسوب می   

 PD1.3G/A ، که در مطالعات بررسی شده اسـت   PD-1ژن  
در چهارمین اینترون و بـه عنـوان افزاینـده      +7146با موقعیت   

 تنظیمـی و محـل اتـصال فـاکتور          SNPایـن یـک      .باشـد  می
 آن منجــر بــه مهــار A اســت کــه آلــل RUNX1رونویــسی 

-PDتور رونویسی و در نتیجه کاهش بیان ژن     اتصال این فاک  

بنابراین ارتباط آن با بیماران آرتریت روماتوئید     می شود و   1
  .)23، 11(در جمعیت ایران قابل بررسی خواهد بود

  
  نتیجه گیري

ــل ــت PD1.1 A آلـ ــع در -536 در موقعیـ  واقـ
 بــه  در بیمــاران بــا آرتریــت روماتوئیــدPD-1پروموتـور ژن  

با افـزایش اسـتعداد ابـتلا بـه ایـن بیمـاري         عنوان آلل خطر و     
  .شناخته شد

  
  تشکر و قدردانی

مطالعـه از پایــان نامـه کارشناسـی ارشــد و در     ایـن 
ــت مــدرس بــا همکــاري مرکــز تحقیقــات        دانــشگاه تربی
روماتولوژي دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام گرفتـه اسـت     
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لذا از زحمات دانشجویان وکارشناسان گروه ایمنـی شناسـی          
 مرکـز تحقیقـات رومـاتولوژي دانـشگاه         چنـین  همشکی و   پز

 ازچنـین     هم .نماییم علوم پزشکی تهران تشکر و قدردانی می      
تمام افرادي که در این مطالعه به عنوان بیمار و یـا فـرد سـالم        

  .میاند صمیمانه سپاسگذار شرکت کرده
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