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  چكيده 

 مرفيـسم در ژن  احتمالا ايجـاد پلـي  .  گرددي خودياه نيپروتئبادي عليه  منجر به توليد آنتي تواند   يمهاي بدن     تغيير ساختار پروتئين   :زمينه و هدف  
اخـتلال در   .شود) Anti-TPO(نين پروتئيا  ضديباد يآنت باعث توليدتواند  يم و تغيير ساختار آن (TPO) يديروئي ت آنزيم پراكسيدازي كدكننده

 در اين مطالعه ما را بر آن داشت كه اين بيماريترش شيوع و گس  بيماري كم كاري تيروئيد باشد كه بروزاصليتواند يكي از دلايل   مي TPOآنزيم
  .بپردازيم Anti –TPOبا ميزان  TPO ژن  از۱۲ اگزون T2229/C مرفيسم  پليبه بررسي ارتباط

 پـس از  IU/L ۱۰۰ بيـشتر و كمتـر از   Anti-TPOدر دو گـروه بـا تيتـر       نفر ۱۶۸ قند و ليپيد تهران      يان جمعيت مورد مطالعه   از م  :بررسيروش  
نمـک اشـباع    ژنومي اين افراد بـه روش  DNA ي محتوا. انتخاب شدند و کنترلبه عنوان گروه بيمار به روش الايزا Anti-TPO  ميزانگيري دازهان

   .بررسي گرديد RFLPs-PCR به روش ۱۲مرفيسم مورد نظر در اگزون   سپس پلي. شداستخراج K نازيپروتئ
  نتـايج حاصـل نـشان داد   . کردواينبرگ تبعيت  - از تعادل هاردي   در جمعيت مورد مطالعه    ۱۲اگزون   T2229/C مرفيسم للي پلي ا فركانس   :ها يافته

 و در گـروه  TT۴/۱۹ در گــروه  Anti-TPO  يانه بـرا يحد م( )<۰۵/۰P(شت نداداري   تفاوت معنيي ژنوتيپ گروه در سهAnti-TPOكه ميزان 
CC ۹/۱۳ي محاسبه )بود ۷۵و ۲۵ يان چاهکي مي  با فاصلهالملي در ليتر  واحد بين Odd-Ratio داد نـشان  ها به صـورت دو بـه دو   براي ژنوتيپ   

    .افتيش يافزانيز  Odd-Ratio ميزان ،بيشتر Cهاي   تعداد اللوجودكه با 
 احتمـالا  ،لعهمطا مورد جمعيت در ۱۲ اگزون T2229/Cمرفيسم  با پلي Anti-TPOسطح دار بين  معني ارتباط عدم وجودبا توجه به   : گيري نتيجه

   . دانست ،گردد ي مAnti-TPOد يد که منجر به توليروئي تيمني خود ات اختلالامرفيسم را به طور مستقل عامل بروز  اين پليتوان يمن
    TLGSپراكسيداز تيروئيدي و   ضدي باديآنت ،مرفيسم پلي ، تيروئيديپراكسيداز: واژگان كليدي
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  قدمهم
 ـولوژي ب يهـا  مـسيمکان ترلـکن در زـيردرون   ددـغ        يکـي
کـه   هـا  آن يـك از  رـه لکردـعم  در لالـاختو  نقش دارند  بدن

   باعث،تندـسـه يـابـاكتس ويکيتـ ژنلـ عوامازي  ـناشاحتمالا  
 ددــ ـن غ يتر مـمه  از يکـي. )۱(شود   ايجاد اختلال در بدن مي    

 متنظـي  در يـمهم ـ نقـش ت که   ـاس ديروئيـتدن  ـز ب ـيدرون ر 
  ي غـده لالات ـاخت .)۲(  دارد يسمبدن مانند متابول   يها مكانيسم

ــروئيت ــاز شا دـي ــتر عـي ـــي ـــن اخت ـــيدرون ر ددـلالات غ  زـ
 ـئروي تيان کم کار ين م يا  در كه ودـش يوب م ـمحس  ارـيد بـس ي

 ـ رـاث ت در ـ اس نـمكـم ،ع بوده ـيشا  خـود ايمنـي   ت  لالاـاخت
بب ـس ـژه  يو هاي يباد يـتد آن يتول. ودـش ادـايج ديروئي ت دهـغ

 گردد مي ديـروئي ت يارـکم  ـک روزـب و ورـمذکت  ـب باف يتخر
 ـولـتش ـاهـراه با كـهم موارد رـاكث كه در   هـاي  ونـد هورم ــي

از هيپــوفيز  TSH  ترشــح هورمــونزايشـي و افــديـروئــيـت
 ـيـت تـاف ــص در ب  ـق ــن .قدامي است   ــد ن يـروئ  ــيز طب ـي اً ـعت

 ـ يارث تواند يم  ـــ ـتـ اخ كـه دـاش ــب ياکتـساب  اي  يـلالات ارث
ا ي ـون  يـموتاس ـي از   ـاش ن  معمولا دـيروئيـت ي  دهـغ) يکيتـژن(
 ـ يلـ اص ـ هـاي  لتـع ـ يكـي از  . تندـم هس ـسيمورف يلـپ  روزـب

ــ ــار مـک ــروئيت يک ــي ــ ورمونـنتز هـــوســيص در بـد، نق اي ـه
 يهـا  مـتواند ناشي از ايجاد پلي مرفيـس   مي ي است كه  ديروئيت

ــا شــ ــاگون ب د ـ كــژن در مختلــف يهــا تيــدر جمع  وعيگون
 يهـا  مرفيسـم  از پلي  يکي .)۳( دـاشـب TPO زيمـي آن  دهـكنن
 ـ است کـه در ا  ۱۲اگزون   T2229Cن ژن   يج ا يرا ن مطالعـه  ي

با اسـتناد بـه      آن   يها وع الل يش.  است قرار گرفته  يبررسمورد  
ــا  ALFRED (Allele Frequency Database)ت يس

 يو بـرا   درصـد T، ۶۴  الليراب بيترت  بهييت اروپايدر جمع
دهد که   ين مطالعات نشان م   يهمچن. باشد ي م درصدC  ،۳۶ الل

ا بـه  ي شـرق آس ـ    مربـوط بـه    يها تيجمعدر CوT الل   يفراوان
ــترت ــد۴۶ و ۵۴ب يـ ــت درصـ ــز.  اسـ ـــي TPO ميآنـ ک ــ

 ـ ياه  سلول يـساًن متصل به قسمت ر    يتئروـهمئوپ  يديروئيـت
 در ا را ـه نـيروزيـتدوــيصال  ـات و اكسيدكردن يد  هـكت  ـاس

بـه  منجـر   تاًينهاه  ـک کند يم زي کاتال رـن به يكديگ  ـيلوبـروگيـت
 ـ يرــ ـ ت عنيـي ـي  ديروئيــتهاي   نتز هورمون ـس ن يرونيدوتـي
)T3(  نيـروکسي و ت )T4( شود يم )ژن .)۵و۴ TPO يانـ انس 

ــا  ــوزوم 150Kbpب ــاه كروم ــازوي كوت ـــول روي ب  در ۲  ط
 ـ ۱۶و  زون  ــ ـ اگ ۱۷ ، واقع شده  2P25 ي  هيناح  داردنترون  ـاي

 كنـد  ي م ـ را كـد اسـيد آمينـه   ۹۳۳ا ــ بيـنـيـئـروتــپ  كه)۶(
ر بـه  ـمنج ـ توانـد   مـي ن ژنـ ايــم درمرفيس ليـ پ بروز .)۷و۸(

ايت بـروز كـم كـاري       ـ و در نه ـ   Anti-TPOزان  ـافزايش مي 
 ـ ـ ك ودـش تيروئيد توجـه بـه    بـا ). ۹( تـي اس ـ ـابل بررس ـ ـه ق

روز ـيروئيد و ارتبــاط بـــي تــكــار كــمتردگي ـگــس اهميـت و 
هاي دخيل در    روتئينــي پ  د كننده ـهاي ك  م در ژن  ـمرفيس ليـپ

 ـ ـيروئيــهاي ت  نونتز هورم ـس در ايـن   ،بيمـاري ن  ــ ـا اي ـدي ب
ــي ــاط پل ــسيم  مطالعــه ارتب ــ T2229/Cمرف ژن  از ۱۲زونـاگ

TPO   زان  ـميباAnti-TPO  بررسي  مورد در جمعيت ايراني
  .گرفتقرار 

  
  بررسيروش 

 اي ـهالع ــطـم )TLGS( رانـيد ته ـد و ليپ  ــي قن  العهـمط     
هـاي   است كه بـه منظـور تعيـين عوامـل خطـر سـاز بيمـاري           

هـاي لازم   دامــ ـران و اق ـهر ته ـ ــ ـيت ش ـدر جمع  يرـيرواگـغ
دگي با هدف پيشگيري    ـجامعه محور براي اصلاح شيوه ي زن      

 اسـت ر ساز در حـال انجـام      ـد رو به رشد عوامل خط     ـاز رون 
 ۱۶۸ ،اسـت اهدي ـ ش ـ-موردوع ـ از ندر اين مطالعه كه  .)۱۰(

ــ ــر ۵۰ (رـنف ــا نف ــت و ي تب ــر مثب ــر ۱۱۸ت ــا نف ــي تب ــر منف   يت
 Anti-TPOي حد مرز  و IU/L ۱۰۰(  مورد  از ميان جمعيت

 انتخاب شـدند   يصورت تصادف   به رانـد ته يپـيد و ل  ـمطالعه قن 
 ـ م از افراد مورد مطالعه   . )۱۱(  ـي م ۵زان  ي ن تـام در    تـر خـو   يل يل

پـس  .  شـد  گرفتهEDTA ضد انعقاد ي حاو آزمايش يها لوله
فوژ ي به کمک سانتر   ي خون يها سلولاز جدا نمودن پلاسما از      

بادي  يـآنتزان يمگيري  اندازه) قهي دور در دق۳۰۰۰  و قهي دق ۱۰(
 ي کمپان تيکتوسط    به روش الايزا    تيروئيدي از د پراكسيد ـض



  بيتا فام و همكاران
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Laboda  حاصـله انجـام   يهـا  ا پلاسميرو سي از کشور سوئ 
 ي  مانـده در لولـه    ي باق يهـا   بعد از سلول   ي  در مرحله . رفتيپذ

 ـ DNAتخراج ـبـراي اس ـ ش يآزمـا   نمـک اشـباع   روشه ـب

 (OD) ي جذب نور  س از خوانش  ـپ .استفاده شد  Kنازيپروتئ
 ــبررس ـ، ها هـونـك از نم  ـر ي ـه  T2229/C مـمرفيـس  ليـي پ
ام ـت انج ــجه ـ. دـام ش ــانج  RFLPsكنيكـت با ۱۲زونـاگ

 ـاـم نه ــجـلوط واكنش به ح   ـظر مخ ـن موردنش  ـواك  µl يـي
 BufferPCR10X(1ml) ,Taq DNAPolymeraseشــامل  ۱۵

(5U/µl) , MgCl2(1ml) ,dNTPs(5U/µl) بـا   پرايمرهـا  و
F1: 5’ CTG TCT CGG GTC ATC TGT3:تـوالي   ́ (11.6 

nmol)، )11.6 nmol(R1:5  ́ GTA ACG TGG TGT GAG 

AGG AGA C 3´ 300 وng از DNA داخـل   استخراج شده
 ـ و اضـافه گرديـد    ها وبيکروتيم ن ــ ـن روغ زودــ ـاف س از ـپ

 هـا  وبي ـکروتيم ،PCRمخلـوط واكـنش     دني استريل بـه     ـمع
ل ـنتق ــسپس بـه دسـتگاه ترموسـايكلر م        و شدند سانتريفيوژ

امل ـازي ش ــاز بهينه سشرايط ترمال سايكلر پس      .دـرديدنـگ
ــ ــذوارد ـمـ ــ لـيـ ــــم )۱ .ودـبـ  Denaturation ي هـرحلـ

ــ( ــا )رشتـواس ــ ۱۰ يـبتداي ــه ـدقيق ــه ۹۳ ياـدر دم ي  درج
 ـ(گراد    سانتي  بـه   Denaturation ي  مرحلـه  )۲ ،يكلـس ـ كـي

  ،گـــراد ي ســانت ي  درجـــه۹۳ ايـــ ـدر دمثانيـــه  ۴۵مــدت  
ــه اتــصال پرايمرهــا( Annealing ي هـلـــرحــم )۳  DNAب
ـــانـث ۳۰ )دفــــه   گــراد، ي ســانتي  درجــه۶۰ ايـه در دمـــي
 )دفـهكمل ـ مي  تهـاخت رش ـس( Extention ي  رحلهـم )۴

 ۳۵ ،۴ تا ۲ مراحل(گراد    ي سانتي   درجه ۷۲اي  ـدر دم  ثانيه ۴۵
 اييـنه ـ Extention ي  هـلـرحــم )۵ ،)دـندـشتكرار  يكل  ـس
 تـايج ن ).يك سيكل( گراد ي سانتي درجه ۷۲  دمايدردقيقه  ۵

PCR ــه روش ـــتـکـ الب ــ و ورزـروف ــشـب ــد دهـاهـا م  ي بان
bp۱۷۷  پـس از   . بررسـي شـد   درصد۲اروز  ــآگ ژل   ي بر رو

از ميكروليتـر   ۱۰ ، مورد نظـر   ي  حصول اطمينان از تكثير قطعه    
بـا   Eco57Iتحت تاثير آنـزيم محـدودالاثر    PCR  محصول

 Buffer G (10X) ,Buffer Sam (50x) مخلـوط واكـنش  

,Eco57I (5u/ml) از لهاي حاص باند الگوي كه قرار گرفت 
  و CC بــراي ژنوتيــپ هــضم تحديــدي آنــزيم مــورد نظــر

bp۱۷۷، براي ژنوتيپ CT و  bp۱۷۷ و در نهايت ۸۲ ،۹۵ و 
 ـمتغ .باشـد   ميbp۹۵، ۸۲  و TTژنوتيپ   بـا  يمـ ک ـيهـا  رـي

 ـ ک يهـا  رـيار و متغ  ي انحراف مع  ن  يانگـيم  ـ يفـي صـورت  ه   ب
 و آزمـون    ANOVA ، كاي دو  ونـآزم از. ندان شد يد ب ـدرص

 ـ مقا يراـب سيکراس کال وال   كمترياراپان  ـي ي  هـسي ي هـا  هـافت
 ٠۵/٠ يارـ آمداري يـح معنـطـ س،ديرد گ استفاده يشگاهيزماآ

  .دـرفته شـر گـدر نظ
  

 ها تهـياف
ت مورد مطالعه در    ي نفر از جمع   ۱۶۸ يج مطالعه بر رو   ينتا     

TLGS   نفـر  ۹۵نفر مـرد و    ۷۳( ۷/۵۰±۳/۱۳ ي با متوسط سن 
نشان  TPO از ژن ۱۲اگزون T2229/Cسم يمرف ي پليارب) زن

  درصـد T۱۳  الـل  يو فراوان درصد C۸۷  الل يفراوانداد که 
 ـ  CC  كه در جمعيت مورد مطالعـه ژنوتيـپ      .است  يبـا فراوان

 ـ   TT بيشترين و ژنوتيپ   درصد   ۳/۷۶   درصـد  ۴/۲ يبـا فراوان
   .)۱جدول ( اردد ت مورد مطالعهيع را در جمعيتوزكمترين 

  

 مرفيـسم  هـاي پلـي    و ژنوتيپ C ,Tهاي ي الل فراوان:۱جدول 

T2229/C از ژن ۱۲ اگزون TPO 

 )=۱۶۸n(جمعيت  ۱۲اگزون

  C)%(  ۸۷ للا
  T)%( ۱۳ للا

%(CC) ۳/۷۶  

%(CT) ۳/۲۱  

(%)TT ۴/۲  
  

 بيــشتـر از  Anti-TPO افراد مورد مطالعـه بـه دو گـروه بـا          
IU/L در گـــروه اول. از آن تقـــسيم شـــدند و کمتـــر ١٠٠  

ــپ درصــد٨٤ ـــراد داراي ژنوتي ــد٢و  CC  اف  داراي  درص
  افراد ژنــوتيـپ درصد٧٣در گروه دوم .  هستندTTژنوتيپ 
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CC  حد ميانه براي) (٢ جدول(دارند Anti-TPOدر گـروه 

TT ــروه ٤/١٩ ــان   ٩/١٣ CC IU/L و در گ ــله مي ــا فاص  ب
  ).است ٧۵و  ٢۵ چاهکي

  

 T2229/Cمرفيسم  هاي پلي  فراواني ژنوتيپي  مقايسه:۲جدول 
  از تيروئيدي بادي ضد پراكسيد  با تيتر آنتي۱۲ اگزون

 اگزون
۱۲  

Anti-TPO>100 
)۵۰n=( 

Anti-TPO<100   
)۱۱۹n=(  p 

CC )۸۴(%۴۲  )۷۳(%۸۷  

CT )۱۴(%۷  )۲۴(%۲۹  

TT )۲(%۱  )۵/۲(%۳  

۳۰۷/۰  

  

شـود كـه    در دو گـروه مـشاهده مـي      TTژنوتيپ   ي  مقايسه با
  فـاوت قابـل تـوجهي را       ت روه گ ـ  دو در ايـن ژنوتيـپ   د  ـدرص

ده ـاهده ش ـ ـهـاي مـش    وتيپـركانس آللي ژن  ـف .دهد نشان نمي 
 در  TPO  از ژن  ۱۲زونـ اگ ـ T2229/Cم  ـمرفيس ليـراي پ ـب

ت ـرگ تبعي ـواينب -ارديـالعه از تعادل ه   ـيت مورد مط  ـمعـج
مرفيـسم   بـراي ايـن پلـي      Odd-ratioون  ـج آزم ـايـنت و   كرد

  لـل انـسبت بـه      برابـر  ۹۳/۱  تنهـا  C للا ورـ كه حض  دادنشان  
T   ميـزان  افـزايش موجب  Anti-TPO  نتـايج حاصـل    .شـد  

ــون  ــراي بررســي  Odd-Ratioاز آزم ــه ب   در trendچندگان
  دهــد كــه در صــورت وجــود  ايــن پلــي مرفيــسم نــشان مــي

ــزان  Cهــاي  الــل ــشتر اســت  Odd-Ratioبيــشتر مي   نيــز بي
)Od CC,CT=2> Od CC,TT=1.44> Od CT,TT=0.72.(  
  

  بحث
ــه       ــري در مطالع ــي حاض ــاط  بررس ــسم ارتب ــي مرفي   پل

T2229/C از ژن  ۱۲  اگزون TPO   ـ   Anti-TPOزان  ـبـا مي
 مطالعـات قبلـي   بـر اسـاس      .نداد را نشان    داري  معني باطــارت
 مـيسـرفـم ليـن و پيوـوتاسـد مـ تغييرات ژنتيكي مانن مالاـاحت
 يدـ آنزيم پراكـس   ي  دهـد كنن ــزون ژن ك  ـاگ۱۷ك از   ـيرــهدر
 با ميـزان   به طور مستقيم يا غير مستقيم دننتوا  مي  تيـروئيدي از

Anti-TPO ــ  ــته باشـ ــاط داشـ ــي .)۱۲و۱۳( دنارتبـ  بررسـ
د ـده ـ ان مـي  ـ نش TPO از ژن    ۱۲ مرفيسم انتخابي اگزون   پلي

 ـ در C,T هـاي   لـلا هر يك از ـوده وجـك مرفيـسم   ليـايـن پ
ها  حضور يكي از الل   . شود پرولين مي  آمينه اسيد منجر به سنتز  

 نبـادي عليـه آ   آنتـي توليـد   در نهايـت      و TPO زاني م تغيير با
 C  ولي بر اساس وجود گرايش بين حضور الـل         ،ندارد ارتباط

مرفيسم بـه طـور       شايد اين پلي   Anti-TPO و افزايش ميزان  
مطالعـات   اكثـر  . شـود  Anti-TPOغير مستقيم باعث  توليد      

باط با بررسـي وجـود يـا    ارت  درTPOانجام شده بر روي ژن     
مرفيسمي ويژه بر روي ژن كد كننـده   عدم وجود جهش يا پلي   

هاي خود ايمنـي تيروئيـد    و ارتباط آنها با بيماري    TPO آنزيم
نتـايج  به عنوان نمونه  .است دتيروئيمادر زادي مانند كم كاري   

و همكاران مبني بر بررسي ارتباط جهـش در   كوتاني   مطالعات
داد كه  نشان   ،زادي تيروئيد   كم كاري مادر    با بيماري  TPO ژن

ــار  ــراد بيم ــر دو   اف ــراي ه ــشب ــزون A614G جه  و ۶ اگ
T2083C ژن   ۱۱ اگزون TPO افـراد سـالم     و  هتروزيگوت

 .)۱۴( ها هتروزيگـوت بودنـد   حداكثر براي يكي از اين جهش  
 ـ   اي ديگر    مطالعه تلا بـه كـم كـاري مـادرزادي      بر روي افراد مب

 ،۸ اگـزون  G965T هـاي  جهش ،يالن اشغ يفلسطدر  تيروئيد  
G1567A و ۹ اگزون C1708T را گزارش كرده    ۱۰ اگزون 

 بـا  TPO بررسـي ارتبـاط تغييـرات ژنتيكـي ژن     .)۱۵( است
 جهـش در     نـوع  بيماري كم كاري تيروئيد در چـين نيـز پـنج          

را براي اولين بار نـشان     TPO ژن ۱۴و ۱۳و ۹و ۸هاي   اگزون
 مرفيـسم  جهت بررسي ارتبـاط پلـي      زالتال مطالعات .)۱۶( داد

49A/G با ميزان  ۱ اگزون Anti-TPOدهد كه اين  نشان مي
 ارتباط دارد و حـضور الـل       Anti-TPO ميزانمرفيسم با    پلي
G   باعـث   مرفيـسم بـراي جمعيـت مـورد مطالعـه          اين پلي در

 نيز  حاضر ي  مطالعه. )١٧( شود مي Anti-TPO  ميزان افزايش
 اگـزون  T2229/C مرفيسم  پلي ي وجه به فراواني گسترده   با ت 
 مرفيـسم بـا ميـزان       به بررسي ارتباط اين پلي     TPO از ژن    ١٢

Anti-TPO پرداخت.   
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  گيري نتيجه
 نـشان   ، نيز همان طور كـه گفتـه شـد          اين مطالعه  ي  نتيجه     
 Anti-TPO با افزايش ميـزان     انتخابي مرفيسم پليدهد كه    مي

    ندارد و تنها نوعي گرايش بين حـضور الـل          داري   معني ارتباط
  

C     با افـزايش ميـزان  Anti-TPO    در نهايـت    . مـشاهده شـد 
 ي  و تهيــه TPO هـاي ژن  مرفيـسـم  بررسي ارتباط ساير پـلي   

 و Anti-TPO يك بانك اطلاعاتي از ارتباط آنهـا بـا ميــزان    
   .شود  پيشنهاد ميبيماري كـم كاري تيروئيد
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Background and Objective: Antibody secretion in human may be the result of the changes in protein 

structure. Probably these changes in protein structure or polymorphism in human thyroid peroxidase (TPO) 

gene is the reason for presence of the anti TPO. In this study, we examined the association of T2229/C exon 

12 polymorphism of TPO gene in respect to anti-TPO level. 

Materials and Methods: In this study 168 individuals (47±2 years) were selected as case and control groups 

based on anti-TPO titer above and below 100 IU/L. PCR-RFLP (polymerase chain reaction- restriction 

fragment length polymorphism) was used to amplify the segment of exon 12 polymorphism.  
Results: In exon 12 the allele frequencies were 0.8698 for C allele and 0.1301 for T allele and there was no 

significant association between this polymorphism and anti-TPO level (CC=127.5± 308 IU/ml vs. 

TT=126±224 IU/ml). 

Conclusion: This study indicated that there is no significant association between anti-TPO levels and 

T2229/C exon 12 polymorphisms. Meanwhile, selected SNP of exon12 directly has no effect on anti-TPO 

levels.  
 
Keywords: Thyroid Peroxidase Polymorphism, Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length 

Polymorphism  

 


