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ها در بروز ایــن سایتوکین .بیماري خودایمن سیستم اعصاب مرکزي است ترینشایع اسکلروزیسمولتیپل :زمینه و هدف

ضــدالتهابی در پــاتوژنز  التهابی وبا داشتن دو خاصیت پیش (IL-33) 33ها نقش بسزایی دارند. ازجمله اینترلوکین بیماري

در ناحیــه  IL-33 مورفیســم ژناین مطالعــه بــا هــدف بررســی ارتبــاط بــین پلی د.هاي خودایمن نقش داربرخی بیماري

rs1929992 اسکلروزیس انجام گردید.مولتیپلاستعداد ابتلا به  با  

انجــام گرفــت، نمونــه  1396تــا بهمــن  1395در فاصله زمانی فروردین شاهدي که -مورداین مطالعه  در :روش بررسی

کننــده افراد مراجعهفرد سالم ( 140) و پور کرمانبیماران بیمارستان افضلیاسکلروزیس (لبیمار مبتلا به مولتیپ 140خون 

عیــین تکنترل که از نظــر ســن و جــنس همســان بودنــد، انتخــاب گردیــد. جهــت عنوان گروه به سازمان انتقال خون) به

بــا  rs1929992 ناحیــه یــن ژن درا مورفیسمپلیاستفاده شد. سپس  Salting outروش استخراج شده به DNAژنوتایپ از 

  گردید.بررسی  Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)تکنیک 

کــه فراوانــی طوريه، ببر اساس نتایج اختلاف معنـاـداري بــین دو گــروه بیمــار و ســالم در فراوانــی ژنوتایــپ وجــود داشــت ها:یافته

در ). =03/0Pد (وروه کنتــرل بــگــ بیشـتـر از (PP-MS) هیــاول- شروندهینوع پو   (SP-MS)هیثانو- شروندهینوع پ اراندر بیم AAژنوتایپ 

بیمــاران ). همچنــین در =01/0Pکمتر از گروه کنتــرل بــود ( AGایپ ، فراوانی ژنوت(RR-MS) ابندهیبهبود- عودکنندهنوع بیماران 

RRMS ،PPMS  وSPMS فراوانی آلل A 03/0ترتیب (بــه ،دووه کنترل ببالاتر از گرP=، 01/0P=  001/0وP= ،(مــا ا

  ).=001/0Pو  =03/0P=، 01/0Pترتیب (به مشاهده شدگروه کنترل  در این الگوهاي بیماري کمتر از Gآلل 

گوهــاي مختلــف بیمــاري و استعداد ابــتلا بــه ال rs1929992 مورفیسمنتایج این مطالعه نشان داد که بین پلیگیري: نتیجه

  دارد. ارتباط معناداري وجوداسکلروزیس مولتیپل

  .مورفیسمپلی اسکلروزیس،مولتیپل ،33 اینترلوکین :لیديک لماتک

 

  
یک بیماري  (Multiple sclerosis, MS)اسکلروزیس مولتیپل

است  (Central nervous system, CNS)التهابی سیستم عصبی مرکزي 

کننده در انسان شناخته شده ترین بیماري دمیلینهنوان شایععکه به

 )TH(کننده کمک Tهاي هاي ایمونولوژیک لنفوسیتدر پاسخ 1.است

  دي حداقل به سه زیرگروه اصلی ـهاي تولیبر اساس الگوي سایتوکین

  

-IFN با ترشح TH1هاي شوند. سلولتقسیم می TH1 ،TH2 ،TH17نام هب

, IL-2  وTNF-α هاي شوند، سلولشخص میمTH2 هاي سایتوکینIL-

4 ،IL-10  وIL-13 هاي که سلولحالیکنند، دررا ترشح میTH17  با

که پاسخ  ،شوندمشخص می IL-22و  IL-17 ،IL-17F ،IL-21ترشح 

هاي خودي منجر به بروز علایم علیه سلول TH17و  TH1هاي سلول

 )IL-33( 33 نام اینترلوکینبه سایتوکینی 2.گرددمی MSمربوط به بیماري 

 IL-1اعضاي خانواده  عنوان عضوي ازبه Schmitzتوسط  2005در سال 

  مقدمه
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  30/07/1397آنلاین:      15/07/1397پذیرش:      20/02/1397: ویرایش     13/02/1397 دریافت:         چکیده
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) تشخیص داده FIT-1یا  ST2 )IL1RL1 ،T1 ،DER4 و لیگاندي براي

نامید. ژن آن بر روي  IL-33 راوجهی آنسه β دلیل ساختمانهب و 3شد

هاي بافت ط سلولتوس قرار دارد. این سایتوکین 9p24.1کروموزوم 

 و بسیاري از هاتلیال، اندوتلیال، فیبروبلاستهاي اپیپوششی مانند سلول

همچنین بعضی از اعضاي سیستم ایمنی  شود،هاي دیگر تولید میارگان

 4.باشندمی IL-33ها قادر به بیان ذاتی مانند ماکروفاژها و دندریتیک سل

 ،شودف سلولی مشاهده میهاي مختلها و تیپدر ارگان IL-33 ژن بیان

در انسان افزایش سطح این سایتوکین در عضلات صاف بورنش، 

هاي پوست و تلیال راه هوایی، ریه، فیبروبلاستهاي اپیسلول

 High endothelial venules هاي اندوتلیال لوزه وها، سلولکراتینوسیت

)HEV( همچنین مقدار آن در سرم، 5،شودمشاهده می CSF ت و ضایعا

 هاي خودایمن مانند آلزایمر،اسکلروزیس و سایر بیماريبیماري مولتیپل

و بیماري التهابی روده  (SLE)منتشر  لوپوس اریتماتوز دیابت ملیتوس،

)IBD( 6.یابدافزایش می  

نوکلئوتیدي در اینترون ژن مورفیسم تکترین پلیشدهاز شناخته

33-IL1929992مورفیسم ، پلیrs ین مطالعه با هدف ا 7- 9،باشدمی

 و استعداد ابتلا به 33مورفیسم ژن اینترلوکین بررسی ارتباط بین پلی

شده با مورفیسم یادهاي پلیو مقایسه فراوانی آلل اسکلروزیسمولتیپل

  افراد گروه سالم کنترل انجام شد.

  

  
 (Case-control)شاهدي - مطالعه مورد صورتبهکنونی  پژوهش

رود که می شماربه کاربردي- بنیادي تحقیقات نیز جز هدف نظر و از

وم پزشکی لدر دانشگاه ع 1396تا بهمن  1395در فاصله فروردین 

 گیري غیراحتمالی آسان انجام گرفت. تعدادروش نمونهکرمان به

از  متشکل که بیمار فرد 140 شامل نفر که 280 مطالعه این هاينمونه

-RR)یابنده بهبود- عودکننده نوع از بیماري به مبتلا ردف مورد 102

MS)، 28 ثانویه - پیشرونده نوع از بیماري به مبتلا فرد(SP-MS) ،19 

 فرد مبتلادو و  (PP-MS)اولیه -پیشرونده نوع از بیماري به مبتلا فرد

 140. از تعداد بودند (PR-MS)پیشرونده -کنندهعود نوع از بیماري به

عنوان گروه هکننده به سازمان انتقال خون کرمان نیز بجعهفرد سالم مرا

آوري شده و جهت نگهداري به آزمایشگاه گردکنترل، نمونه خون 

ایمونولوژي دانشگاه علوم پزشکی کرمان ارسال گردید. معیارهاي 

اسکلروزیس ، ابتلا به بیماري مولتیپلپژوهشبیماران براي ورود به 

پور کرمان که بر اساس بیمارستان افضلیکننده به (بیماران مراجعه

هاي آزمایشگاهی و تایید متخصص نورولوژیست م بالینی و تستیعلا

شده به مطالعه افراد وارد) و اینکه تمامی ها تایید شده باشدبیماري آن

طورکلی معیارهاي خروجی شامل مواردي همتولد استان کرمان باشند. ب

عدم ابتلا به  شامل اثیر داشته باشدکه ممکن است بر روي نتایج ت بود

هاي عروقی، بیماري-هاي قلبیهاي خودایمن، بیماريسایر بیماري

کننده سیستم هاي مهارهاي نقص ایمنی، عفونت، درمانکبدي، بیماري

ماه گذشته، تروما، استعمال دخانیات، آسم و  ششایمنی در طی 

ه در مورد هدف از آلرژي و پیوند اعضا بودند. به افراد مورد مطالع

بیماران و افراد تمامی پژوهش توضیحات کافی داده شد و رضایت 

گیري انجام از نمونه پیشها جهت شرکت در مطالعه سالم و توجیه آن

هایی که پرسشنامه مورد نیاز در هر دو گروه براساس هايداده .گردید

 که است آوري گردید. بدیهیگردهمین منظور طراحی شده بود به

 نسبت و شده همگن انتخاب کنترل گروه و بیماران گروه هاينمونه

 مورد گروه دو و همچنین شد انتخاب مساوي گروه دو در مرد و زن

 نیز آن معیارانحراف سنی و میانگین و بوده سنی رنج یک در مطالعه

  .داشتند همخوانی

 به ابتلا نهایی از تأیید پس بیماران هاينمونه مورد در

 طریق از بیمار هايمتخصص، داده پزشک توسط اسکلروزیسمولتیپل

 انجام آزمایشگاه توسط تکنسین خونگیري و گردید دریافت پرسشنامه

 DNA) استخراج EDTA انعقاد ضد (حاوي CBCهاي نمونه از شد. همچنین

 زدایی)شیوه نمکدقیقه به 10مدت هب rpm 2700 دور در سانتیفوژ از پس(

 Lambda 25 UV/VIS Spectrophotometer از تفادهاس عمل آمد. باهب

(Perkin-Elmer, Norwalk, Connecticut, USA)  نسبت جذب نوري

 UVبیشترین جذب نور  DNA(طول موجی که  nm 260 در طول موج

 UV ین بیشترین جذب نوری(طول موجی که پروت nm 280 به را دارد)

داشتند  بیشتري خلوص که هایینمونه از گیري شد ورا دارد) اندازه

) جهت 8/1> 2280/260 در محدوده Optical density, OD(داراي 

 Polymerase chain reaction-restriction fragmentانجام فرآیند 

length polymorphism (PCR-RFLP) .استفاده گردید  

 IL-33در اینترون ژن  (rs1929992) نوکلئوتیديمورفیسم تکپلی

 IL-33براي  PCRمحصول نهایی واکنش قرار گرفته است. 

(rs1929992) جفت بازي بود و تکثیر نیز به نحو  217، یک قطعه

  بررسیروش 
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 از استفاده با PCR اي پلیمراززنجیره مطلوبی انجام گردید. واکنش

 Veriti™ THermal Cyclers (Applied ترموسایکلر دستگاه

Biosystems, Foster City, CA, USA)، زمانی و دمایی شرایط تحت 

  .گردید انجام مشخص

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

اینترلــوکین  (rs1929992)مورفیســم : الگوهاي ژنوتایپینگ مربوط بــه پلی1شکل 

  PCR-RFLP با استفاده از تکنیک 33

 آنزیم مورد نظر را افزوده و در بن ماري PCRسپس به محصول 

C 37 ساعت انکوبه نموده و پس از سپري شدن زمان  16مدت به

آگاروز  %2اسیون این محصولات هضم شده، بر روي ژل انکوب

افر بدقیقه در  30- 40مدت ولت به 120الکتروفورز شدند (در ولتاژ 

(TAE1X آمیزي شد و در انتها در و سپس با اتیدیوم بروماید رنگ

گ و ). براي انجام ژنوتایپین1 دستگاه ژل داك مشاهده گردید (شکل

و  هاي پرایمرهابررسی، از توالی وردمورفیسمی ژن متعیین الگوي پلی

  استفاده گردیده شد. 1 الاثر مشخص شده در جدولآنزیم محدود

 (rs1929992)مورفیسم مربوط به پلی PCRیافته محصولات تکثیر

 SspI (New England Biolabs, England)توسط آنزیم  IL-33ژن 

ي جفت باز 217قطعه  (GG)هضم گردید. در ژنوتایپ هموزیگوت 

، 217قطعات  (AG)(بدون هضم آنزیمی)، در ژنوتایپ هتروزیگوت 

 134قطعات  (AA)ژنوتایپ هموزیگوت جفت بازي و در  83و  134

  جفت بازي مشاهده شد. 83و 

 SPSS software, version 22از ها با استفادهتجزیه و تحلیل داده

(IBM SPSS, Armonk, NY, USA)  انجام شد. براي بررسی تفاوت

و آنالیز  Chi-square test ،Independent t-testان متغیرها از می

استفاده شد. در تمامی موارد سطح معناداري  (ANOVA ӽ2)واریانس 

  در نظر گرفته شد. 05/0 کمتر از

  
 rs1929992مورفیسم مربوط به پلی 33پرایمر و آنزیم محدوداثر مورد استفاده ژن ایمنرلوکین  :1 جدول

  نام آنزیم  پرایمر رفت  پرایمر برگشت
  

3-GAAGTCATCATCAACTTGGAACC-5  
  

3-5GGATTGGAATCCCATGGTC -5 
  

SspI  

  
  در بیماران در مقایسه با افراد سالم 33 اینترلوکین در ژن rs1929992مورفیسم فراوانی پلی :2جدول 

  

*P ژنوتایپ بیماران  کنترل  

0001/0  )3/9% (13  )1/27% (38  
  

AA 

2/0 )3/29% (41  )9/17% (25  
  

AG  

27/0  )4/61% (86  )55% (77  
  

GG  

001/0  )9/23% (67  )07/36% (101  
  

A 

001/0  )07/76% (213  )9/63% (179  
  

G  

* 05/0P< آزمون آماري مورد استفاده:        باشد.معنادار میIndependent t-test.  
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  لف بیماران در مقایسه با گروه کنترلهاي مختدر گروه IL-33 در ژن rs1929992 مورفیسمفراوانی پلی: 3جدول 

  تعداد کل  A آلل  G آلل
  

GG 
  

AG 
  

AA گروه  

  (RR-MS) یابندهبهبود- عودکننده  24) 5/23%(  19) 6/18%(  59) 8/57%(  102) 100%(  67) 84/32%( 137) 5/71%(

  (SP-MS) ثانویه-پیشرونده  11) 3/39%(  4) 3/14%(  13) 4/46%(  28) 100%(  26) 42/46%(  30) 57/53%(

  (PP-MS) اولیه- پیشرونده  1) 3/5%(  8) 1/42%(  10) 6/52%(  19) 100%(  10) 3/26%(  28) 6/73%(

  (RP-MS) روندهپیش-عودکننده  0) 0/0%(  0) 0/0%(  2)100%(  2) 100%(  0) 0/0%(  4) 100%(

  کنترل  13) 3/9%(  41) 3/29%(  86) 4/61%(  140) 100%(  67) 92/23%(  213) 0/86%(

  

  

  

  

  

هــاي در گروه 33اینترلــوکین  (rs1929992)مورفیســم ژن فراوانی پلی: 1مودار ن

  مختلف بیماران در مقایسه با گروه کنترل

  

  
 Gو  Aهاي و همچنین آلل GG, AG, AA هايفراوانی ژنوتایپ

ه و افراد سالم مشاب MSدر بیماران مبتلا به  IL-33 مورفیسم ژندر پلی

بیشتر از گروه  AA). در افراد بیمار فراوانی ژنوتایپ 2د (جدول ونب

در گروه  AG). در مقابل فراوانی ژنوتایپ =0001/0Pد (وکنترل ب

. تفاوت معناداري در =P)02/0د (وگروه بیمار ب کنترل بیشتر از

 Aدر دو گروه کنترل و بیمار مشاهده نشد. فراوانی آلل  GGژنوتایپ 

کمتر  Gکه فراوانی آلل صورتیدر ،دوگروه کنترل ب لاتر ازدر بیماران با

  ).=001/0Pد (واز گروه کنترل ب

 ,AGهاي داري در میزان فراوانی ژنوتایپهمچنین تفاوت معنا

AA  وGG هاي و آللG  وA هاي مختلف بیماران نسبت به در گروه

که طوري). به1و نمودار  3گروه کنترل مشاهده گردید (جدول 

طور معناداري به PP-MSو  SP-MSدر بیماران  AAاوانی ژنوتایپ فر

، فراوانی RR-MS). در بیماران =03/0Pباشد (بیشتر از گروه کنترل می

). =01/0Pطور معناداري کمتر از گروه کنترل بود (به AGژنوتایپ 

 Aفراوانی آلل  SP-MSو  RR-MS ،PP-MSهمچنین در بیماران 

، =03/0Pترتیب د، (بهور از گروه کنترل بطور معناداري بالاتبه

01/0P=  001/0وP= اما فراوانی آلل ،(G هاي بیماري در این فرم

  ).=001/0Pو  =03/0P= ،01/0Pترتیب د (بهوکمتر از گروه کنترل ب

  

  
در  IL-33و همکارانش، مشخص شد که  Latianoمطابق با مطالعات 

هاي خودایمن و التهابی نقش دارد از جمله در بیماران مبتلا برخی بیماري

شد،  م، در این پژوهش که در ایتالیا انجا(IBD)به بیماري التهابی روده 

با استعداد  rs3939286در ناحیه  IL-33مورفیسم رش گردید که پلیاگز

و همکارانش که بر  Wangهمچنین در مطالعه  10.ارتباط دارد IBDابتلا به 

ي بیماران مبتلا به هاشیماتو در جمعیت چین انجام شد، مشخص رو

با  rs917997در ناحیه  IL-33مورفیسم گردید که ارتباط معناداري بین پلی

دهنده تمام این شواهد نشان 11.وجود دارد AAو ژنوتایپ  Aفراوانی آلل 

هاي ایمنی و باشد که منجر به فعال شدن سلولمی IL-33نقش التهابی 

 در IL-33شود. نقش برجسته ها میرسانی آنایش مسیرهاي پیامافز

یا  IL-33واسطه افزایش بیان هاسکلروزیس بزایی مولتیپلگسترش بیماري

2ST که سطح این طوريهب 13و12.هاي عصبی ثابت گردیددر بافت

هاي موجود در در ماده سفید مغز و پلاك چشمگیريمیزان سایتوکین به

CNS هاي اندوتلیال سازي سلولیابد. قابلیت فعالار افزایش میافراد بیم

  هایافته

 
  

  بحث
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همراه هاي اندوتلیال بهرا نیز دارد و باعث افزایش نفوذپذیري سلول

و  14،شودسلول در شرایط آزمایشگاهی می- کاهش اتصال سلول

مغزي یک مرحله ضروري براي - که شکسته شدن سد خونیآنجاییاز

شده مشخص مطالعات انجام براساس باشد،می CNSایجاد التهاب در 

در بین سایر  mRNAIL-33 داراي بالاترین میزان بیان CNSشده است که 

طریق اختلال در  از IL-33دهنده این است که که نشان 15باشدها میارگان

یا  اسکلروزیسمولتیپلمغزي باعث ایجاد التهاب در بیماري - سدخونی

EAE ت پیشین، همسو با مطالعه برخلاف نتایج مطالعا 16.شودمیFan  و

مورفیسم این نتیجه حاصل شد که پلی 2014همکارانش در سال 

rs1929992  ژنIL-33  با حساسیت و شدت ابتلا به بیماري اسپوندیلیت

همچنین نتایج  7.در جمعیت چین ارتباط معناداري ندارد )AS(انکیلوزان 

د که بین نشان دا 2014و همکارانش در سال  Koca هايپژوهش

و استعداد ابتلا به بیماري  rs1929992در ناحیه  IL-33مورفیسم پلی

تناقض در این  8.بهجت در جمعیت ترکیه ارتباط معناداري وجود ندارد

دلیل متفاوت بودن جمعیت مورد مطالعه، نوع بیماري و تواند بهنتایج می

و تعداد هاي ژنتیکی افراد و معیارهاي انتخاب نمونه همچنین تفاوت

  ها باشد.نمونه

داري در میزان داد که تفاوت معنا نشانکنونی نتایج پژوهش 

هاي در گروه Gو  A هايو آلل GG و AG, AA هايفراوانی ژنوتایپ

در بیماران  AAمختلف بیماران مشاهده وجود دارد. فراوانی ژنوتایپ 

ي هادر گروه AGو فراوانی ژنوتایپ  PP-MSو  RR-MSبا الگوهاي 

RR-MS  وSP-MS ها بود.تر از سایر گروهداري پایینطور معنابه  

نویســندگان مقالــه، کمــال تشــکر و قــدردانی را از  :سپاســگزاري

همکاري سازمان انتقــال خــون کرمــان و کارشــناس آزمایشــگاه گــروه 

زاده و جنــاب آقــاي دکتــر هماتولوژي، ســرکار خــانم مهنــاز محمــدي
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Background: Multiple sclerosis is the most common autoimmune demyelinating dis-

ease of the central nervous system (CNS). Interleukin-33 (IL-33) is a cytokine with 

both pro-inflammatory and anti-inflammatory activities that implicated in the patho-

genesis of some autoimmune diseases. The aim of this study was to determine single 

nucleotide polymorphism (SNP) of IL-33, rs1929992, in patient’s gene with multiple 

sclerosis (MS) and investigation of this polymorphism with susceptibility to MS. 

Methods: In this case-control study, peripheral blood samples were collected from 140 

MS patients (patients in the Afzalipur Hospital in Kerman) and blood sample of 140 

healthy subjects (people referred to the Blood Transfusion Organization) as a control 

group from March 2016 to January 2018. SNP at rs1929992 was determined by poly-

merase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. 

Results: There was significant difference between healthy control group and patient 

with multiple sclerosis in the frequency of genotypes. The frequency of AA genotype at 

rs1929992 was significantly higher in the MS group in comparison with healthy control 

subjects (P= 0.0001), whereas frequency of AG genotype was significantly higher in 

the control group as compared with MS group (P= 0.02). There was no significant dif-

ference between the MS patients and healthy control group in GG genotype. Moreover, 

the frequencies of AA genotype at SNP rs1929992 were significantly higher in patients 

with secondary progressive MS (SP-MS) and primary progressive MS (PP-MS) as 

compared with control group (P= 0.03). However, the frequencies of AG genotype was 

significantly lower in patients with relapsing-remitting MS (RRMS) in comparison to 

the healthy group (P= 0.01). In patients with RR-MS, PP-MS and SP-MS patterns, the 

frequencies of A allele was significantly higher than that in control group (P= 0.03, 

P= 0.01, P= 0.001). In patients with RR-MS, PP-MS and SP-MS pattern, the frequency 

of G allele was significantly lower than control group (P= 0.03, P= 0.01, P= 0.001). 

Conclusion: The results of this study suggest that the SNP rs1929992 in IL-33 gene, 

may be associated with different pattern of MS susceptibility. 
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