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 چکیده

. يکي از اجزاء درون گرددمشاهده مي و در نتيجه نارسايي کليه هاتخريب گلومرولدر آن  گلومرولونفريت يک بيماري التهابي است که    

د. کمپلکس باشذاتي در ايجاد التهاب ميترين ارکان سيستم ايمني مهم دهد کمپلکس اينفلامازوم است که ازسلولي که فرآيند التهاب را شکل مي

 Caspase-1هاي ژنکند. با توجه به نقش فعال ميرا  هاي التهابي تحريک شده و اينترلوکين  وژنيکپاتهاي سيگنال ييشناسادنبال اينفلامازوم به

نقش  تعيينتواند در ميماران مبتلا به گلومرولونفريت، در بي بيان اين دو ژن ررسي ميزانو ايجاد التهاب، ب تنظيم اينفلامازومدر Interleukin-1βو 

فرد سالم بررسي  28و  گلومرولونفريتنمونه بيمار مبتلا به  28همين منظور، در اين مطالعه به باشد.گلومرولونفريت مفيد  ها در بيمارياينفلامازوم

آناليز  cDNAانجام شد. پس از سنتز  RNAواستخراج  جدا شده (PBMC) اي خون محيطيهستههاي تکگيري از افراد، سلولشدند. پس از خون

در  Casp-1و  IL-1βهاي صورت پذيرفت. نتايج نشان داد بيان ژن Casp-1و  IL-1βهاي براي ژن Real Time PCRکمّي بيان ژن با روش 

ترتيب بيان که بهطوريباشد بهمتفاوت مي شاهدهاي نهاي خون محيطي بيماران مبتلا به گلومرولونفريت دياليزي نسبت به نموهستههاي تکسلول

باشد که اين تفاوت در مورد ژن مي شاهدهاي ( برابر نمونه=052/0P)56/1( و >01/0P) 88/1هاي بيمار در نمونه IL-1βو Casp-1هاي ژن

Casp-1 هاي با توجه به نتايج و نقش ژن باشد.دار مييمعنIL-1β  وCasp-1 سازي کمپلکس اينفالامازوم از يک طرف و افزايش لدر مسير فعا

توان نتيجه گرفت که به احتمال زياد بروز گلومرولونفريت از مسير سيگنالينگ مي ها در بيماران گلومرولونفريت  در طرف ديگر،دار اين ژنيبيان معن

 باشد.سازي کمپلکس اينفالامازوم ميفعال
 

Caspase-1 ،Interleukin-1β،کس اینفلامازومکمپل، گلومرولونفریت کلمات کلیدی:
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 مقدمه

های کلیوی در سراسر جهان به بیماری شماریبی افراد سالانه       

های کلیوی،گلومرولونفریت ترین بیماریشوند و یکی از مهممبتلا می

های کلیه باشد. گلومرولونفریت، بیماری التهابی مرتبط با گلومرولمی

ت زمان درگیری کلیه و میزان وجود التهاب به دو است که براساس مد

موقع این شود و عدم تشخیص بهبندی میحالت حاد و مزمن طبقه

؛ Earle، 1957تواند منجر به نارسایی شدید کلیه شود )اختلال می

Kanjanabuch ،2009علت ایجاد گلومرولونفریت به کهجایی(. از آن

های مطالعه مکانیسم بنابراین اخیراً شودها ایجاد میالتهاب درگلومرول

 التهاب درگیر در این بیماری مورد توجه قرارگرفته است. التهاب، 

 یبمنجر به رفع علت آسعنوان یکی از مکانیسم های ایمنی ذاتی، به

 ،Mogensenشود )دیده میبه دو صورت حاد و مزمن شده و  یسلول

های بیماری ایجاد د باعثتوانمی صورت پاسخ نادرست التهاب در .(2009

ها درگیر مختلفی شود و مسیرهای متفاوت مولکولی در این بیماری

توان به گلومرولونفریت، مالتیپل ها میهستند، ازجمله این بیماری

چند  (. درVezzani، 2002صرع و آلزایمر اشاره کرد ) (،MSاسکلروز )

گرفته جه قرارهایی که در التهاب مورد توسال اخیر یکی از مکانیسم

باشد که نقش آن در تعدادی زیادی از می است کمپلکس اینفلامازوم

(. کمپلکس Man ،2015) مسیرهای التهابی مشخص شده است

 یداخل سلول یهانیها و پروتئقلمرواز  میمجموعه عظ کی ،اینفلامازوم

این کمپلکس از سه جزء  دارد. یالتهاب نقش اساس جادیاست که در ا

تشکیل  1های آداپتور و پروکاسپازسیتوزولی، پروتئین هایندهاصلی گیر

های ترین گیرنده کمپلکس اینفلامازوم، خانواده گیرندهشده است. مهم

های اصلی ها جزئی از مولکولکه این گیرنده باشدمی NLRیا  Nodشبه 

باشند می Pattern Recognition Receptorیا  PRRذاتی با عنوان  ایمنی

شوند. آداپتور زا متصل میهای شاخص پاتوژنیک و التهابمولکولکه به 

شدن اینفلامازوم  فعال (.Mulay، 2015) باشدمی ASC پروتئین کمپلکس

موجود در ساختار کمپلکس به  1منجر به شکسته شدن پروکاسپاز

اندازی مسیرهای سیگنالی تولیدکننده شده در نهایت باعث راه 1کاسپاز

 ،Latzشود )می IL-1βو  IL-18التهابی فعال مانند یشهای پسایتوکاین

است  یالتهاب یماریب کی تیاست گلومرولونفر یهیچه بدآن(. 2013

شود. یم هیکل یینارسا جهیو در نت هیکل یهاگلومرول بیکه باعث تخر

 جادیدر ا یذات یمنیا ستمیارکان س نیترها مهمنفلامازومیااز طرفی 

 تیریتواند در مدیالتهاب م جادیجاکه منشا اآن از و باشندیالتهاب م

 یهایماریلذا مطالعه پاتوژنز ب موثر باشد یانروش درم صیدرمان و تشخ

 ییدر شناسا یمهم اریتواند نقش بسیها منفلامازومیوابسته به ا یالتهاب

 کیها باشد. مهار تحریماریب نیدرمان امرتبط با موثر  یهاروش

 یهایماریخطوط درمان ب نیترمهم از یکی عنوانوزه بهها امرنفلامازومیا

مهارکننده  یهامولکول کهیطورهشده است ب اختهشن ایدر دن یالتهاب

 یمنیخودا یهایماریدرمان ب دیکاند عنوانامروزه به NLRP3 کمپلکس

 انیکه بجااز آن. (Mortimer، 2016 ؛Ferrari، 2006) مطرح هستند

 1نینترلوکیا دیاست و تول یضرور نفلامازومیا میتنظ یبرا 1کاسپازژن 

دو  نیا انیب زانیم یاست لذا بررس نفلامازومیفعال شدن ا جهیدر نت

نقش فعال  صیتواند در تشخیم تیمبتلا به گلومرولونفر مارانیژن در ب

 صیو تشخ دهبو دیمف تیگلومرولونفر یماریها در بنفلامازومیشدن ا

پژوهش  نیدر ابنابراین کند.  لیرا تسه ماندرو پروسه  یدرمان یهاروش

ژن  انیب زانیاز نظر م مارانیب یطیخون مح یاتک هسته یهاسلول

IL-1β  وCasp-1 گرفت. قرار سهیمقا موردسالم شاهد  تیبا جمع  

 

 هامواد و روش
مورد  جامعه. است شاهدی -موردیپژوهش  کیمطالعه  نیا       

 یسنّ در محدوده سالمو افراد  تیلومرولونفرمبتلا به گ مارانیب، مطالعه

هستند که با  یمارانیورود به مطالعه، ب یهااری. معباشندمی کسانی

ی و نتایج آزمایشگاهی توسط متخصص اورولوژی مبتلا کیزیف ناتیمعا

از مطالعه خروج  یهااریمع اند.هداده شد صیتشخ تیگلومرولونفر به

و  یوتراپیراد ،یدرمان یمیا شت درمان بعبارت است از بیماران تح

، زین افراد سالم. در یالتهاب یهایماریب ریسا ایمبتلا به آسم  مارانیب

احتمال  ،یانگل یهایماریب ک،یآسم آلرژ افراد از لحاظ داشتن سابقه

 قرارگرفته و یمورد بررس گرید یانهیزم یهایماریب ای یسرماخوردگ

نکرده و از نظر  افتیدر یخاص یوارد مطالعه شدند که دارو یافراد

 افراد مورد مطالعه از شهر تهران  بودند. مشابه گروه بیماران یسنّ

( بیماران CRPچنین میزان شاخص نامه )همباشند. اطلاعات پرسشمی

ها گرفته شد. پس از نامه کتبی از آنو افراد سالم پر شد و رضایت

با روش فایکول  PBMCگیری از افراد مورد مطالعه، جداسازی خون

 (Trizol ,Invitrogen گراز واکنش RNAاستخراج  جهتصورت گرفت. 

، از روش RNA ی و کیفیکمّ یمنظور بررسبهو  استفاده شدآمریکا( 

بررسی گردید.  260/280اسپکتوفتومتری استفاده شد و نسبت جذب 

 DNAaseاز آنزیم  DNAچنین برای حذف آلودگی احتمالی با هم

با استفاده  cDNA سنتزبلافاصله  RNA بعد از استخراجدید. استفاده گر

. طبق هند( صورت پذیرفت ،(Transgene Biotech AE301-02  کیتاز 

مواد مورد نیاز با هم مخلوط شدند و با برنامه  پروتکل شرکت سازنده

درجه  85ثانیه در دمای  5گراد و درجه سانتی 45دقیقه در دمای 15

 Casp-1ی ژن هایقطعه ریمنظور تکثبه. ته شدساخ cDNAد گراسانتی

 ،عنوان ژن مرجعبه GAPDHعنوان ژن هدف و ژن به IL-1βو 

پرایمرهای اختصاصی طراحی و جهت اطمینان از عدم اتصال 

 در واکنش گردید. استفاده BLAST آنلاین ابزار از پرایمرها غیراختصاصی
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Real Time PCR لیتر لحاظ شد میکرو 20حجم نهایی هر میکروتیوپ

مربوط به هر  Reverseو  Forwardاز پرایمرهای  Pmol 10که حاوی 

میکرولیتر آبّ  7میکرولیتر مسترمیکس و  cDNA ،10نانوگرم   40ژن،

RNase free کارگرفته شده در این واکنش در ههای ببود. توالی پرایمر

ه این تحقیق برنامه زمانی گرمایی دستگا شده است. در مشخص 1 جدول

PCR (7300 مدلABI  ،Applied Biosystems ,Foster City ,CA, 

USA92دقیقه، مرحله دوم  8مدت گراد بهدرجه سانتی 95صورت ( به 

 1مدت گراد بهدرجه سانتی 60ثانیه و  20مدت گراد بهدرجه سانتی

دقیقه  10مدت گراد بهدرجه سانتی 72دقیقه و مرحله آخر دمای 

ها مطابق مقایسه چرخه تجزیه و تحلیل داده تنهایدر صورت گرفت. 

های نمونهدست آمده از اختلاف چرخه آستانه به گرفت وآستانه انجام 

، نسبت ژن Ctو با استفاده از فرمول شد محاسبه افراد سالم و بیمار 

. مورد محاسبه قرار گرفت Ct-2فرمول  هدف به ژن مرجع از طریق

 یشدند و برا زیآنال  Excelو SPSS یآمار لیحلت هایافزارها با نرمداده

استفاده شد  رنوفیاسم -کولموگورف ها از تستنرمال داده عیتوز یبررس

. با توجه به نرمال بودن دیها مشخص گردداده عیتوز لهیوسنیو بد

ها را مورد داده One-Way ANOVAها با استفاده از روش داده عیتوز

 .نظر گرفته شددار دریختلاف معنا >05/0P و ه شدقرار داد زینالآ

 
 Real Time PCRاستفاده شده در  هایمری: مشخصات پرا1جدول

 نام ژن (5’→3’)توالی پرایمر (bp)اندازه قطعه تکثیر شده 

129 F: AGTGGCAATGAGGATGACTTGTT 
R: GCTGTAGTGGTGGTCGGAGATT IL-1β 

139 F: CAAGAATATGCCTGTTCCTGTGAT 
R: GTCCTGGGAAGAGGTAGAAACATC Casp-1 

74 F:  CGTCTGCCCTATCAACTTTCG 
R:  CGTTTCTCAGGCTCCCTCT 

GAPDH 

       نتایج

به  دیالیزی مبتلا بیمار 28) نمونه 56 در این مطالعه مجموعاً        

رد بررسی قرار گرفت. پس از سالم( مونمونه  28فریت و مرولونگلو

  CRPشاخص ، راد به مطالعهمایشگاهی و ورود افهای بالینی و آزبررسی

که میانگین طوریبهها که نوعی شاخص التهاب است تعیین گردید آن

CRP است که این  28/11، اما برای افراد بیمار 46/4 دشاههای نمونه

های بیمار نسبت به دهد که التهاب در نمونهاطمینان می  CRPتفاوت 

که این تائیدبرای  Real Time PCRپس از انجام  تر است.نرمال بیش

صورت اختصاصی، بدون آلودگی و دایمر پرایمر آیا قطعه ژنی به

 1شکلطبق تکثیرشده است، از آنالیز منحنی ذوب استفاده گردید. 

 در GAPDHو  Casp-1  ،IL-1β هایبرای ژنوجود تنها یک پیک 

واکنش محصول تکثیر  بودن اختصاصی ، تائیدکنندههاویژه آن ذوب دمای

 . باشدمی

 

 
 هددیرا نشان م ریبودن تکث یصحت اختصاص GAPDHو  IL-1β ، Casp-1 هایذوب ژن یتک قله بودن منحن: 1شکل

در  IL-1βو  Casp-1دو ژن با بررسی میزان بیان  2طبق شکل       

های بیمار دارای نمونه Casp-1ژن و بیمار مشخص شد  شاهدهای نمونه

لحاظ  که ازباشد می شاهدبه افراد  برابری نسبت 88/1افزایش بیان 

 2)شکل  (>01/0Pدار بود )یتفاوت معن نیا یآمار

برابری  56/1های بیمار، افزایش نمونه IL-1β چنین بیان ژنهم .الف(

ها از لحاظ آنالیز آماری دهد که این دادهنشان می شاهدنسبت به افراد 

 .ب( 2)شکل  =052/0Pدار نبود )یمعن
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 هاینمونه نسبت به ماریب هایدر نمونه Casp-1ژن  انیبافزایش  و بیمار. الف: شاهدهای در نمونه IL-1βو  Casp-1های : ارزیابی بیان ژن2شکل

 =P) 052/0)نسبت به نرمال  ماریدر نمونه ب IL-1βژن  انیب(. ب: تغییر میزان >01/0Pنرمال )**

 بحث
 کیعنوان  به نفلامازومیکمپلکس است که دهه ادو  بهنزدیک        

 یهارندهیگ ،هانفلامازومیاست. ا شدهی خطر معرف گنالیس یبرا رندهیگ

 1کاسپاز تیفعال توانندیهستند که م ییو سنسورها یذات یمنیا ستمیس

 یهاو مولکول هاکروبیالتهاب در پاسخ به م ءکنند و باعث القا میرا تنظ

 نی. ا(Geldhoff، 2013) شوند زبانیم یهانیمشتق شده از پروتئ

 راً یاخ نقش دارد. یالتهاب یهاینظمیاز ب یادیکمپلکس در تعداد ز

 یعملکرد سمیفهم مکان التهاب با یمولکول یهاسمیاطلاعات ما از مکان

 است کرده دایپ شیافزا، هاو فعال شدن انواع مختلف آن هانفلامازومیا

(Gauer، 2007)دخالت ی، موش یهااطلاعات از مدل شیافزا نیچن. هم

 دیرا تائ هایماریاز ب یادیتعداد ز شرفتیکمپلکس در شروع و پ نیا

 یهانیهدف قرار دادن پروتئ واسطهبههایی درمانبه تازگی . کندیم

 است داکردهیپ نیتکو یالتهاب یهایماریکمپلکس در ب نیشده افعال

(Guo، 2015.) با کمپلکس  یالتهاب یهایماریاغلب ب یک طرف از

 یمتعدد هایگزارشاز طرف دیگر  در ارتباط هستند و نفلامازومیا

. با این اندکرده دیتائ یویکل هاییماریکمپلکس را در باین نقش 

نقش فعال شدن کمپلکس  نییجهت تع یامطالعه چیتاکنون هوجود، 

نشده  مانجا یانسان تیدر جمع تیگلومرولونفر یماریدر ب نفلامازومیا

کمپلکس اینفلامازوم  احتمالی نقش در زمینه مشابه گرچه مطالعات ،است

های التهابی کلیه صورت گرفته است. برای مثال،  در دیگر بیماری

Bugyei-Twum کمپلکس مهار با گزارش کردند که  (2016) و همکاران

مزمن  یماریاز ب یناش ابتیو د یقلب سیبروسیاز فتوان می نفلامازومیا

اینفلامازوم  نقش مستقیمغیر صورتبه وسیلهبدین و کرد یریجلوگ ،یویکل

(. Bugyei-Twum، 2016)دادند های کلیوی را نشان در التهاب بیماری

-Caspو  NLRP3 تیفعال شیگزارش شد که افزادیگر مطالعه  کیدر 

کمپلکس با فعال  نیباشد و ا بارانیز هیکل یبرا تواندیم ASCو  1

 بیآس هیبه کل IL-18و  IL-1β یالتهاب یهانایتوکایس ترشیب کردن

به  های ایمنیآزاد شده از سلول IL-1βو  IL-1α کهطوریبه رساندیم

گردد. می متصل دارد قرار یویکل یهاسلول یغشا در که IL-1R رندهیگ

 یویالتهابات کل یعنصر مرکز کی IL-1a/IL-β-IL-1R ستمیس نیبنابرا

 ،(. با توجه به نکات ذکر شدهHaq، 1998 ؛Anders، 20011) باشدیم

 مارانیدر ب را سکمپلک نیکه عملکرد ا درصدد برآمد قیتحق نیا

 کهنیا یبررس یمطالعه برا نیدر ا. دکن یبررس یزیالید تیگلومرولونفر

شده  مشاهده در التهاب توانندیم زومانفلامیکمپلکس ا یهانیپروتئ ایآ

 Casp-1 ژنبیان دو  نه، یا دنباش اشتهد نقش ،تیمرولونفرگلو مارانیب در

نشان داد  Real Time PCR. نتایج گرفتمورد سنجش قرار  IL-1βو 

برابر  56/1 زانیبه م تیلونفرروگلوم مارانیدر ب IL-1βژن  انیکه ب

ی انجام شده آمار زیآنال طبق اما ،ابدییم شینسبت به نرمال افزا

 (. همان= 052/0P Value) ستیدار نیت معنتفاو نیا مشخص شد که

نظر به و باشدیم05/0به  کینزد اریبس P Valueکه مشخص است طور

تعداد  یبه بررس ازین ،یداریبه سطح معن دنیرس یکه برا رسدیم

تر از افزایش تولید چنین برای اطمینان بیشهماست.  یترشینمونه ب

تئینی این سایتوکاین هم این پروتئین در بیماران لازم است سطح پرو

بررسی گردد. زیرا در فرایند ایجاد التهاب در پی فعال شدن اینفلامازوم 

رود و پس از گذشت مدت های اینترلوکینی بالا میبلافاصله بیان ژن

زمان محدودی ممکن است بیان ژن مجدد به سطح پایه برسد در 

رسی پروتئینی چنان فعالند. لذا برشده همهای تولیدکه پروتئینحالی

 باشد.جهت تعیین دقیق سازوکار التهاب لازم می
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 سازیی مسیر فعالاصل باتیاز ترک گرید یکیکه  Casp-1 ژن انیب       

 جینتا و شد یبررسدر این مطالعه  زین باشدیم نفلامازومیکمپلکس ا

 یطیخون مح یاهستهتک یهاژن در سلول نیا انینشان داد که ب

 شیبرابر افزا 88/1نسبت به نرمال  یزیالید تیگلومرولونفر مارانیب

 .(>01/0P) کرد دیتائ راتفاوت  نیدار بودن ایمعن یآمار زیو آنالدارد 

در  IL-1βو  Casp-1 هایژن انیب شیافزا که دهدینشان م جینتا نیا

 یسازفعال ریفعال شدن مس گرنمایان احتمالاً ،یتیگلومرولونفر مارانیب

چنین لازم به ذکر باشد. همیم مارانیب نیر اد نفلامازومیکمپلکس ا

 یشده قبلسو با مطالعات انجامهمه و نیز دکنندئیتا جینتا نیا است که

کرده  دیرا در التهاب تائ نفلامازومینقش کمپلکس ا اًتحاکه صر باشدیم

 دند. بو

و همکاران  Granataدر یک مطالعه نزدیک به پژوهش حاضر        

 تیفعال ریداشتند مس هیکل ییکه نارسا یزیالید مارانیب یرو( 2015)

 یهااز سلول یریگها پس از خونکردند. آن یها را بررس نفلامازومیا

که در کمپلکس  مختلف یهاژنبیان  ،مارانیب یطیمح خون یاهستهتک

 ,IL-1β, ASC, Casp-1،IL-18, NLRP3داشتند مانند  نقش نفلامازومیا

P2XR7 منوفلورسانس،یبلات، ا وسترن با سپس و رونویسی سطح در ابتدا را 

. بررسی کردند سطح پروتئینی کونفوکال در یربرداریو تصو یکرواریم

و  Casp-1خصوص هب نفلامازومیا یهاژن انیب زانینشان داد م جینتا

IL-1β از افراد سالم  ترشیب یداریطور معنشده به زیالید مارانیدر ب

نقش ( 2004)و همکاران  Timoshanko یگر کهای ددر مطالعه. است

، کردندمی یبررس هیکل یهاالتهاب گلومرول جادیرا در ا 1نینترلوکیا

 رندهینقص در ژن گ یکه دارا یکیژنت ترانس یهاموش گزارش کردند که

را  یالتهاب گونهچیزا هبودند، در پاسخ به عوامل التهاب 1نینترلوکیا

که بر روی مدل موشی   یگریدر مطالعه د نیچن. همدهندنشان نمی

تایید ب تیگلومرولونفر یماریدر پاتوژنز ب 1 نینترلوکیا انجام شد نقش 

استفاده  ILraنام  با 1 نینترلوکیا ستیمطالعه از آنتاگون نی. در اگردید

حضور ماکروفاژها را در  1نینترلوکیمهار ا دنشان دا جینتا و شد

 نیاز بها در موش  تیو علائم گلومرولونفر دهدیمها کاهش گلومرول

 (.Timoshanko ،2004) رودیم

 مختلف ا و مطالعاتهگزارش ، مطالعه حاضر در تکمیلدر مجموع       

 ی است،التهاب یهایماریب از برخی در نفلامازومیکمپلکس ا شنق بیانگر که

 یتیونفرگلومرول مارانیب در IL-1β و Casp-1 یهاژن انیب که داد نشان

عبارت و به کنندیم دایپ انیب شینسبت به افراد نرمال افزا یزیالید

گونه مطرح کرد که بروز التهاب در افراد مورد مطالعه توان ایندیگر می

از فعالیت مسیر سیگنالینگ کمپلکس اینفلامازوم  ناشی فراوان احتمال به

هدف قرار دادن  بود که با دواریام ندهیدر آ توانیم نیبنابرا باشد.می

 مبتلا مارانیدر درمان ب یدیانداز جدچشم، کمپلکس نیا یهانیپروتئ

 شود. جادیا تیبه گلومرولونفر
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