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Abstract 

Background: Coronary Artery Disease (CAD) caused by atherosclerosis, Studies have shown that there are a 
number of factors which are closely related to the development and progression of CAD that include Cellular 
binding molecules like Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1), multiple cardiac risk factors and hemostasis.  In 
the present study we made an attempt to evaluate the association of PAI-1 4G/4G polymorphism and fibrinolysis 
markers example PAI-1 with CAD. 

Methods: In this study, 140 individual, including 70 subjects as patient group and 70 subjects in the control 
group were considered. Blood samples were obtained from all participants, genomic DNA was extracted and the 
4G/4G polymorphism of PAI-1 was amplified using specific primers. Polymorphism in the -675 position in 
promoter of PAI-1 was detected by PCR-RFLP method. Serum levels of PAI-1 in the samples were measured by 
ELISA. 

Results: Level of PAI-1 serum was significantly different between the two groups. PAI-1 genotype distribution 
in this case is the frequency of genotype 4G/4G in the patient group compared with the control group had higher. 
PAI-1 in patients who had genotype 4G, have a higher level compared to homozygous 5G (p-value=0.01). 
Significant differences between serum level of PAI-1 and PAI-1 gene polymorphism with the risk of CAD was 
observed. 

Conclusion: The 4G/4G polymorphism of PAI-1 gene is a useful marker for fibrinolytic activity. This 
polymorphism due to increased in plasma level of PAI-1 which causes defects in fibrinolytic activity so increasing 
the occurrence of cardiovascular diseases. 
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  چکیده

د فاکتورهاي نده مطالعات نشان میآید.  در اثر آترواسکلروزیس به وجود می )CAD, Coronary Artery Disease( يبیماري عروق کرونرزمینه: 
-PAI( 1- هاي اتصال سلولی مانند پلاسمینوژن اکتیویتور اینهیبیتور دارند که شامل مولکول CADپیشرفت تباط تنگاتنگی با ایجاد و متعددي وجود دارند که ار

 انندو مارکرهاي فیبرینولیز م PAI-1(4G/4G)مورفیسم باشند. در مطالعه حاضر ما بر آن شدیم، تا ارتباط پلی و هموستاز می)، ریسک فاکتورهاي متعدد قلبی 1
PAI-1 را در بیماران عروق کرونري غیردیابتی و غیرسیگاري در مقایسه با گروه شاهد مورد ارزیابی قرار دهیم. 

افراد شرکت  نفر به عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شدند. از همه 70نفر به عنوان گروه بیمار و  70نفر، شامل  140تعداد  ضردر مطالعه حاکار:  روش
 از پرایمر مخصوص استفاده گردید. پلی PAI-1(4G/4G)مورفیسم از ژنومی از خون استخراج شده و براي ارزیابی پلی DNAون گرفته شد. کننده نمونه خ

در نمونه به وسیله روش الایزا  PAI-1تشخیص داده شد. سطح سرمی  PCR-RFLPبه وسیله روش  PAI-1در پروموتور  - 675مورفیسم در موقعیت 
  .گیري شداندازه

 4G/4Gبه این صورت است که فروانی ژنوتیپ  PAI-1داري داشت. توزیع ژنوتیپ در دو گروه با هم اختلاف معنی PAI-1سطح سرمی فاکتور ها:  یافته
 5Gموزیگوت بودند در مقایسه با ه 4Gدر گروه بیماران که داراي ژنوتیپ  PAI-1در گروه بیمار در مقایسه با گروه شاهد در سطح بالاتري قرار داشت. 

  .مشاهده شد CADبا ریسک ابتلا به  PAI-1مورفیسم ژن و پلی PAI-1داري بین سطح سرمی اختلاف معنی.  =p)01/0(سطح بالاتري داشت 
زایش سطح مورفیسم به علت افیک مارکر مفید براي فعالیت فیبرینولیتیک است. این پلی PAI-1ژن  4G/4Gمورفیسم رسد که پلیبه نظر میگیري:  نتیجه
  یابد.شود. بنابراین احتمال وقوع بیماري قلبی عروقی افزایش میباعث نقص در فعالیت فیبرینو لیتیک می PAI-1پلاسمایی 

  
  قلب، غیردیابتی، غیرسیگاري ي، بیماري عروق کرونرPAI-1مورفیسم ژن ، پلی1- پلاسمینوژن اکتیواتور اینهیبیتور ها:کلید واژه

  
 قلب يکرونردر بیماران عروق  1- مورفیسم ژن پلاسمینوژن اکتیواتور اینهیبیتورو پلی PAI-1ارتباط سطوح سرمی : خاکی خطیبی ف، کریمیان ا. مقاله نحوه استناد به این
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  مهدقم
 ,Coronary Artery Disease]بیماري عروق کرونرپیشگیري از 

CAD] میر ناشی از آن در کشورهاي در  و  و کاهش میزان مرگ 
حال توسعه به عنوان یک مشکل اساسی مطرح است. بیماري 

آید.  در اثر آترواسکلروزیس به وجود می يعروق کرونر
شود و علل مختلفی  آترواسکلروزیس منجر به گرفتگی عروق می

عملکرد غیر طبیعی  CAD. یکی از این علل ایجاد )1(دارد 
است، که موجب یک عده فرآیندهاي  ياندوتلیال عروق کرونر

گردد. این فرآیندها شامل انقباض  متوالی و توسعه پلاك می
 باشند عروقی، التهاب، اکسیداسیون، پرولیفراسیون و ترومبوز می

هاي قلب است رساندن خون به ماهیچه ي. نقش عروق کرونر)2(
منقبض شود یک  CADوقتی که این عروق در شخص مبتلا به 

فاکتورهاي متعددي در  .)3(شود  درد در ناحیه قلب ایجاد می
که شامل هیپرتانسیون،  دخالت دارند  CADگسترش و توسعه

- جنس، چاقی، سیگار و سابقه فامیلی می هیپرلیپیدمی، دیابت، سن،
و کاهش میزان مرگ و میر ناشی از آن  CADپیشگیري از باشد. 

در کشورهاي در حال توسعه نیز به عنوان یک مشکل اساسی 
 فرایند بیماري آترواسکلروز اولیه در رویداد .)4( مطرح است
که موجب یک عده  باشدعملکرد آندوتلیال می اختلال در

شامل  این فرایندها گردد.توسعه پلاك می فرایندهاي متوالی و
- پرولیفراسیون می انقباض عروقی، ترومبوز، التهاب، اکسیداسیون و

هاي آندوتلیال، پلاکت هاي خون و پروتئین هاي سلول شد.با
انعقادي و سیستم فیبرینولیتیک در فرایندهاي هموستاتیک شرکت 

هر  شدن هر کدام از مسیر انعقاد توسطدارند. در اثناي فعال
اي در فرایندي مارکرهاي مولکولی گوناگون به مقادیر افزایش یافته

- پلاسمینوژن اکتیویتور اینهیبیتور. )5( شوندگردش خون یافت می
1 )PAI-1(کننده کلیدي فیبرینولیز نقش مهمی در ، به عنوان تنظیم

در بیماران  PAI-1توسعه فیبرینولیز دارد، افزایش سطوح سرمی 
CAD  به عنوان یک فاکتور خطر در وقوع زودرس آترواسکلرز در

واقع  7q22روي کروموزوم ر ب PAI-1. ژن )6( نظر گرفته می شود
امل حذف و اضافه ش PAI-1مورفیسم رایج . پلی)7( شده است

حذف  .شودشدن گوانین است که در پروموتور این ژن دیده می
از پروموتور این ژن ارتباط اساسی با افزایش سطح ) 4G( آلل

- در مطالعه حاضر ما ارتباط پلی .)8( دارد PAI-1 پلاسمایی
در بیماران عروق را  PAI-1و سطوح سرمی  PAI-1مورفیسم 

  . یماهمورد بررسی قرار دادکرونري غیردیابتی و غیرسیگاري 
  

 کارروش
 در این مطالعهاست. اي مقایسه –نوع توصیفی این مطالعه از

ن شهید کننده به بیمارستامراجعه CADنفر از بیماران مبتلا به  140
نفر  70و  نفر به عنوان گروه بیمار 70 .گردیدندمدنی تبریز انتخاب 

جهت تعیین حجم نمونه  به عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شدند.

 استفاده شد. MedCalc افزاراز فرمول برآورد یک نسبت و از نرم
افرادي به این مطالعه وارد شدند که علائم بیماري قلبی را داشته و 

گروه شاهد نیز از  آنها توسط آنژیوگرافی تایید شده بود. بیماري
 اند.افرادي انتخاب شد که هیچگونه سابقه بیماري قلبی نداشته

سال و نکشیدن سیگار و عدم وجود دیابت  40- 70داشتن سن 
) جزو شرایط ورود به مطالعه بوده mg/dl120 (قند ناشتاي بالاي
از تمام  مدنی تبریز بود.گیري بیمارستان شهید است. محل نمونه

لیتر خون در حالت ناشتا گرفته شد.  میلی 10افراد مورد مطالعه 
و ه ها از قسمت لخته جدا گردیدساعت سرم نمونهیک درعرض 

در گردید. هر دو آماده  DNAهاي خونی نیز براي استخراج نمونه
گراد تا زمان انجام آزمایش ها درجه سانتی - 80در دماي  فریزر
براي  ELISAبا روش سرم  PAI-1گیري اندازه اري شد.نگهد
هاي سرم، پلاسما، بافت انسانی در نمونه PAI-1گیري کمی اندازه

 PAI-1 کیت :اساس شود. هاي کشت داده شده، استفاده میو سلول
گذاري و طراحی شده اساس تکنولوژي الایزاي استاندارد پایه بر

در سطح چاهک ها  PAI-1 کلونال اختصاصیبادي پلی است. آنتی
 بادي منوکلونال اختصاصی انسانی بیوتینه پوشیده شده است. آنتی

)biotinyted( شده است )استخراج  ).9DNA با طی از خون محی
با  PCR پرایمر جهت انجامانجام گردید.  DNG-PLUSاستفاده از 

 Gene Runner software (version 3.05) افزارماستفاده از نر
و براي اطمینان در مورد محل اتصال پرایمر و وجود  دطراحی ش

پرایمر به صورت  .شدند BLAST مناطقی مشابه در طول ژنوم
لیوفیلیزه دریافت و جهت شروع کار با توجه به مقدار قید شده در 
برگه مشخصات پرایمر که توسط شرکت سازنده ارائه شده از آب 

ت محلول قابل مقطر استفاده کرده و پس از حل کردن به صور
  استفاده و یا فریز کردن است.

Forward 
5`CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT3` 

Reverse 
5`GGCCCAACAGAGGACTCTT3`  
جهت بررسی وضعیت پلی  PCR-RFLPاز آنجایی که از تکنیک 

 PCRهاي مذکور استفاده خواهد شد لذا هدف از انجام مورفیسم
سپس  ایمر یاد شده ودر ابتدا تکثیر توالی ژنی مورد نظر توسط پر

حاصله بروي ژل آگارز و حصول  PCRلود مقداري از محصول 
باشد. در می PCRاطمینان از حضور باند مربوطه و انجام شدن 

و  BseL1نهایت انجام برش آنزیمی توسط آنزیم محدودالاثر 
باشد. لذا حجم نهایی مشاهده نتیجه برش بروي ژل آگارز می

 PCRجهت انجام  در نظر گرفته شد. لیترمیکرو PCR 24واکنش 
آلمان  Red Ampliconساخت شرکت  Master Mix plusاز 

برابر با  PAI-1-PCRطول محصول بدست آمده در استفاده شد. 
103bp باشد. پس از انجام مراحلمی PCR  محصولات مورد نظر

باید الکتروفورز شده و از لحاظ کنترل کیفی نیز مورد بررسی قرار 
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نهایتا پس از الکتروفورز ژل مورد نظر که تهیه آن در ذیل گیرند. 
خواهد شد در دستگاه ترانس لومیناتور قرار داده شده  توضیح داده
حضور یا عدم حضور باند در ژل الکتروفورز مورد  UVو زیر نور 

بررسی قرار خواهد گرفت تا جهت انجام برش آنزیمی مناسب 
لعه بوسیله روشهاي آماري هاي به دست آمده از مطا داده باشد.

  و با استفاده از نرم افزار )انحراف معیار ±(میانگین  توصیفی
SPSS 16 میانگین  هجهت مقایس. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت

براي  و )t )student-t testبین بیماران و گروه شاهد از آزمون 
ز ا >05/0p. استفاده گردید chi-squre آزمون آزمایشات ژنتیکی از

  دار در نظر گرفته شد.معنیي نظر آمار
  

  هایافته
 70عنوان گروه بیمار و ه نفر ب 70نفر که  140مطالعه در این 

نتایج حاصل در بیماران با عنوان گروه شاهد انتخاب شدند. ه نفر ب
 57±8میانگین سن در گروه بیمار . مقایسه شد نتایج افراد سالم

 PAI-1مقایسه  1جدول . ودسال ب 5/55± 7 سال و در گروه شاهد
سرم  PAI-1کند. غلظت سرم را در گروه بیمار و شاهد بررسی می
- داري بالا میطور معنیه در گروه بیمار در مقایسه با گروه شاهد ب

  باشد.
  سرم در گروه بیمار و شاهد PAI-1مقایسه : 1جدول 

 p-value  گروه شاهد  گروه بیمار  متغیر
PAI-1(ng/ml) 11±63  14±42  01/0  

  
) مربوط به 3ها (جدول) و فراوانی آلل2ها (جدولتوزیع ژنوتیپ

در گروه بیمار و شاهد نشان داده شده  PAI-1 مورفیسم ژنپلی
در مقایسه با گروه  در گروه بیمار 4G/4G است. فراوانی ژنوتیپ

 در گروه بیمار 4G شاهد در سطح بالایی قرار داشت. فراوانی آلل
  کنترل تفاوت داشت.در مقایسه با گروه 

  
بین گروه بیمار و  PAI-1و فراوانی آلل ها در پروموتور ژن  مقایسه ژنوتیپ :2جدول 

  شاهد
  p-value  پلی مورفیسم  گروه

4G/4G 4G/5G 5G/5G 
 26 16  شاهد

 
28 
 

01/0  

 20 36  بیمار
 

14 
 

  
  PAI-1 ها در پروموتور ژنفراوانی آلل: 3جدول 

  )140داد فراوانی آلل ها (تع  آلل
4G  ،78/55  ٪)(تعداد  
5G ،62/45 ٪) (تعداد  
  

DNA  هاي استخراج شده در این پژوهش، ابتدا به منظور بررسی
کیفیت و حصول اطمینان از انجام صحیح مراحل استخراج مورد 

استخراج شده بر روي ژل  DNAاز  lµ2ارزیابی کیفی قرار گرفتند. 

نکه بررسی نسبت طول ضمن ای درصد الکتروفورز شد.5/1آگارز 
به کمک  OD 260/280هاي استخراج شده درموج جذبی نمونه

ها داراي دستگاه نانو دراپ انجام شد و در اکثر موارد نمونه
بودند. با توجه به محدودیت استفاده  2- 8/1محدوده قابل قبول بین 

ه ها باز دستگاه نانو دراپ از هر گروه تعداد محدودي از نمونه
بررسی پلی  آنها سنجش شد. ODفی انتخاب و صورت تصاد

در  بدین صورت بود در ناحیه پروموتور ژن PAI-1مورفیسم 
ابتداي کار با استفاده از پرایمرهاي سفارش داده شده ناحیه مورد 

تکثیر یافت. به مقدار  bp103 نظر از ژنوم که مد نظر ماست با طول
قسمت شده در  استفاده PCRمواد مصرفی در هر واکنش و برنامه 

پس از کسب اطمینان از کیفیت باندها اشاره شده است. متد متریال 
داخل یک  PCRاز محصول  lµ7 -5به میزان  PCRو شرایط انجام 

میکروتیوب دیگر منتقل گشت. مرحله برش آنزیمی توسط آنزیم 
BseL1  انجام شد  قسمت متد متریالبر طبق پروتکل یاده شده در

گوت نرمال بوده و یشد، اگر فردي هموزو همان طور که ذکر 
هر  - 675در جایگاه  5G/5Gداراي نوکلئوتید گوانین به صورت 

دو کروموزوم خود باشد جایگاه برش براي آنزیم مذکور وجود 
شود. می هبرید bp74 -23به قطعات  bp103داشته در نتیجه قطعه 

ه شده به وسیله آنزیم محدودالاثر برش داد 4G/4Gافراد داراي آلل 
دهد. همچنین افراد داراي را تشکیل می bp23اي به طول و قطعه

 bp74 اي به طولپس از برش به وسیله آنزیم قطعه 5G/5Gآلل 
  ).1 شکل( شودمی
  
1   2    3    4    5   6        ́1  ´2  ´3  ´4  ´5  ´6  

  
  

و  5G/5Gنشان دهنده حضور آلل  6و1́و2́و1هاي باندهاي موجود در ردیف :1 شکل
 5G/5Gنشان دهنده آلل  3´و  2´و  5باشد. باندهاي موجود در ردیف می bp 103باند 

دهنده آلل نشان 5´و  4´و  4و  3باشد. بوده که در واقع فرم هتروزیگوت می bp 74و باند 
4G/4G  و باندbp 23 ارکر داراي سایز باشد. ممیbp 50 باشد.می  

  
  بحث 

آترواسکلروزیس، توسعه یک لایه ضخیم انتیما که کمپلکس 
هاي التهابی است که حاوي واکنشی بین اندوتلیوم و سایتوکائین

هاي عضلانی صاف که و سلول Tهاي ها و لنفوسیتمونوسیت
ه هاي ماتریکس خارج سلولی به ویژداراي تجمع لیپیدها و پروتئین

50 bp 
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رسد پلاسمینوژن اکتیواتور به نظر می .)10( ها استگلیکوپروتئین
نقش کلیدي در محل آسیب عروقی براي ) (PAI-Iاینهیبیتور 

ممکن است  و باند شده PAI-Iویترونکتین با  هموستاز دارد.
 و تنظیم نماید PAI-Iوسیله تشکیل شکل فعال ه الیت آن را بفع

به عنوان  PAI-1کند. همچنین کلیرانس آن را تنظیم می
کننده گلیکوپروتئین چند عملکردي که متعلق به فوق خانواده مهار

سرین پروتئیناز است که سیستم فیبرینولیتیک به وسیله تشکیل 
و  )t-PA(وتئاز نوع بافتی فعال با جایگاه سرین پرسریع شکل غیر

نقص  کند.را تنظیم می )u-PA( اکتیواتور نژنوع اروکیناز پلاسمینو
PAI-I دهنده در انسان با خونریزي غیرعادي همراه است که نشان

 باشددر متعادل کردن هموستاتیک انعقاد می PAI-I نقش مهم
پلاسما با افزایش شیوع سندرم کرونري حاد  PAI-I. افزایش )11(

شامل آنژین ناپایداري و ترومبوز سیاهرگ عمقی و انفارکتوس 
میوکاردیال و انفارکتوس مجدد ارتباط دارد. در یک 

  CADبه  ، در بیماران مبتلا)12(و همکاران   Declerckمطالعه
در بیماران نسبت به گروه شاهد نشان  PAI-1داري از یافزایش معن

 در مطالعه دیگري که توسط .داد و با وسعت بیماري ارتباط دارد
Thogersen داري ازو همکاران انجام شد نیز افزایش معنی PAI-1 
اند مطالعات نشان داده .)13( گزارش شده است  CADدر بیماران

سال یک اساس  75قلب در افراد زیر  يکه بیماري عروق کرونر
اند که فاکتورهاي . بسیاري از مطالعات ثابت کرده)14( نتیکی داردژ

دهند. شناسایی این را افزایش می CADژنتیکی احتمال ابتلا به 
فاکتورها دانش ما را در مورد پاتولوژي بیماري قلبی و عروقی و 

کاهش در . )13( برندرا بالا می CAD همچنین پیشگیري و درمان
 فعالیت فیبرینولیتیکی پلاسما به طور رایج به افزایش سطح سرمی

PAI-1 مورفیسم. در این مطالعه، ما ارتباط بین پلی)15( ارتباط دارد 
4G/4G در پروموتور PAI-1  لبی و قو ریسک ابتلا به بیماري

مطالعه ما و بسیاري از مطالعات متاآنالیز  .عروقی را نشان دادیم
و مورفیسم کنند که یک ارتباط قوي بین این پلیدیگر بیان می
 نتایج حاصل از مطالعه ما .)16( وجود دارد CAD ریسک ابتلا به

Almeدر راستایی مطالعات دیگر  ŕ Ohlin  بود و نشان داد که 
PAI-1 به میزان زیادي در بیماران مبتلا به CAD  در مقایسه با گروه

و این افزایش به میزان زیادي با پیشرفت  یابدشاهد افزایش می

در مطالعه حاضر نشان دادیم که . بیماري قلبی عروقی ارتباط دارد
به میزان زیادي در  4G/4G مورفیسمدر پلی PAI-1 سطح سرمی

  یابد. هر دو ژنوتیپافزایش می 5G/5Gو  5G/5G مقایسه با
 4G/4G  5وG/5G در پروموتور PAI-1  به فاکتورهاي رونویسی

قادر است به پروتئین  5G/5G شوند، اما فقط فنوتیپمتصل می
در نتیجه در حضور  .)17( شودده رونویسی متصل میکننسرکوب

 PAI-1 میزان رونویسی میزان رونویسی از4G/4G  پلی مورفیسم
و   Onalanاین یافته در راستایی مطالعاتی است. یابدافزایش می

، در PAI-1مربوط به 4G/4G ژنوتیپ کندبیان می که همکاران
 .)18( شودسیایی حمل میآ هاي قفقازي وبسیاري از جمعیت

ز یلها فاکتور اصلی مقاومت به ترومبواز پلاکت PAI-1 آزادسازي
موجود ) SMC, Smooth Muscle Cell( میزان. PAI-1 .)19( است

دهد. بنابراین تولید کلاژن هاي آترواسکلروز را کاهش میدر پلاك
هاي ماتریکس خارج سلولی در پلاکهاي و سایر پروتئین

- به پاره یابد. در این حالت پلاك ها تمایلآترواسکلروز کاهش می
 ,MI( شدن دارند و این حالت به عنوان یک پتانسیل بالقوه براي

Myocardial Infraction( و CAD مرتبط با افزایش بیانPAI-1  در
   .)20( نظر گرفته شده است

  
  گیرينتیجه

یک مارکر  PAI-1ژن  4G/4G رسد که پلی مورفیسمبه نظر می
مورفیسم به علت این پلی. مفید براي فعالیت فیبرینولیتیک است

باعث نقص در فعالیت  PAI-1 افزایش سطح پلاسمایی
شود. بنابراین احتمال وقوع بیماري قلبی عروقی فیبرینولیتیک می

ممکن است باعث افزایش و همچنین تغییر ژنتیکی  یابد.افزایش می
 .شود HDLو  LDL یا کاهش کلسترول،

  
  قدردانی

دانشجوي کارشناسی ایان نامه استخراج شده از پاین مقاله 
بدینوسیله  می باشد  8/4- 2/92به شماره  ارشد رشته بیوشیمی بالینی 

نویسندگان مقاله مراتب سپاس خود را کلیه افرادي که در انجام این 
  تحقیق ما را یاري کردند، اعلام می دارد.
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