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 کسیترشح مداوم کلاژن و ماتر     در برابر آپوپتوز مقاوم شده و با         ها  بروبلاستی ف ،ز سیستمیک اسکلرودر  : زمینه و هدف  

 از جملـه عـدم پاسـخ        ،يمـار ی بـروز ب   هی علل ثانو  لازم است . شوند یها م   در بافت  بروزی ف لی موجب تشک  ،یخارج سلول 

مطالعـه  . ردی ـگ  مورد توجه قرار   ،يماری و استقرار ب   جادی در ا  ی فعال شده به آپوپتوز به عنوان عامل اصل        يها  بروبلاستیف

 ی خـارج يرهای در مسبی که به ترتApaf-1 و Fas ، آپوپتوزری مسيدی کلژن دو  ی نسب انی ب زانی م یحاضر با هدف بررس   

  .  آپوپتوز نقش دارند، انجام شدیو داخل

 منتشر  کیستمیسز   مبتلا به اسکلرو   ماری ب 19 پوست از    یوپسی ب يها  نمونه ،ي شاهد - مطالعه مورد  نیدر ا : روش بررسی 

 مارسـتان ی بي از درمانگـاه رومـاتولوژ     مـار یگـروه ب  .  شـد  يآور  جمـع 1394 تا   1393 سال   ی فرد سالم در بازه زمان     16و  

 و کـشت    يپس از جداسـاز   .  انتخاب شدند  یعتیشر مارستانی و گروه کنترل از پرسنل ب      رانی ا سمی و مرکز رومات   یعتیشر

.  انجام گرفت  ی ژنوم يها   رونوشت نی ا ي از رو  cDNA و سنتز    دیها استخراج گرد    سلول RNA ،ی پوست يها  بروبلاستیف

  .  شديریگ  اندازهReal-time PCR توسط واکنش Apaf-1 و Fas يها  ژنانی بزانیسپس م

 مبتلا بـه  مارانی پوست ببروبلاستی نشان داد که در فReal-time PCRدست آمده از  ه بيها  دادهلی و تحلهیتجز :ها یافته

 وجـود   17/0P=(Apaf-1( و  Fas)=8/0P (يها  ژنانی بنزای از نظر ميدار ا و افراد سالم تفاوت معنکیستمیسز اسکلرو

  .شتندا

 ـ و ا وجود نداشـت Fas و Apaf-1 يها  ژنانی ب زانی معنادار در م   راتیی مطالعه تغ  نیدر ا : گیري  نتیجه    موضـوع نـشان  نی

  .اند  فعال نشدهکیستمیسز  اسکلرومارانی بيها بروبلاستیها در ف  ژننی اmRNA که حداقل در سطح دهد یم

  .بروبلاستی، فFas ،Apaf-1 ،کیستمیسز اسکلرو ،يشاهد -مطالعات مورد :کلیدي کلمات

 
  

 یـک بیمـاري   (Systemic sclerosis, SSc) سیـستمیک ز اسـکلرو 

 در ایـن بیمـاري فیبـروز پوسـت،           کـه  باشد  می اتوایمیون روماتیسمی 

 ـ   عـروق هاي داخلی و نارسایی       اندام  ـا 2و1.شـود   ده مـی   کوچـک دی  نی

برخلاف بروز کـم و      رای دارد، ز  يادی ز تی اهم یکینی از نظر کل   يماریب

  موارد ،یـمنی خود ايها  يماری برـیت به ساـنسب بیمارينسبت نادر به  

  
 ـ به دلتواند یکه م، شود ی مدهی در آن د یی بالا ریمرگ و م    و بـروز ی فلی

 ـکل ،هـا   شـش  ، مانند دستگاه گوارش   یاتیح يها   اندام یینارسا   و هـا   هی

   3. قلب باشدنیهمچن

آمریکـا   موارد شیوع بیماري براسـاس مطالعـات انجـام شـده در           

هاي   آنچه در بیماريمانندموارد بیماري  4.باشد  نفر می100000/15-1

باشـد    شتر مـی  بی) 7:1با نسبت   (ها    در خانم ،  خود ایمنی عمومیت دارد   

تـر     در بین آقایان شـایع      و شغلی  ولی در انواع ناشی از عوامل محیطی      

  مقدمه

 
  

 

  288 تا 282هاي  ، صفحه4 شماره ،74دوره ، 1395تیر کده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، مجله دانش  مقاله اصیل

  20/06/1395:      آنلاین19/06/1395:      پذیرش15/06/1395:      ویرایش01/12/1394: دریافت         چکیده
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 283         کیستمیسز  اسکلرودر پوست يها بروبلاستی فApaf-1و  Fas يها  ژنانی بزانیم              

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 July;74(4):282-8 

و همکـاران،    Jamshidiهـاي     اساس بررسـی    بر 2008در سال    5.است

 از 6.اسـت    بـرآورد شـده  100000/1میزان شیوع این بیماري در ایران  

بـسیار  سیـستمیک  ز  اسـکلرو ي آورنـده   وجـود  هآنجا که عوامل اولیه ب  

پیچیده و در بیشتر موارد ناشناخته هستند، لازم است که دلایل ثانویـه             

 آپوپتوز، بـه عنـوان عامـل اصـلی در ایجـاد و              ایجاد بیماري از جمله   

  .استقرار بیماري مورد هدف قرار گیرد

تـوان از     با تنظیم و تعدیل آپوپتوز در مراحـل اولیـه بیمـاري مـی             

 جلوگیري نمود و تا حد امکان وضعیت بیمار را به حـال             آنپیشرفت  

   11و10.اولیه برگرداند

مسیر میتوکنـدریایی    هاي آپوپتوز طی دو مسیر عمده به نام      فرآیند  

در مـسیر  . گیـرد   صورت مـی )خارجی (مرگ  و مسیر گیرنده  )داخلی(

 B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) هـاي خـانواده   ینیمیتوکنـدریایی پـروت  

  . نقش حیاتی دارند

 آزاد شـدن  موجـب کنـدري   از دست رفتن یکپارچگی غشاي میتو 

سیر شده که در ادامـه موجـب بـرانگیختن آپوپتـوز از م ـ         C سیتوکروم

ین موسـوم بـه     یشده، به پروت   آزاد Cسیتوکروم  . شود  میمیتوکندریایی  

  . شود  متصل می(Apaf-1) کننده آپوپتوز فاکتور فعال

شود  میده می  که آپوپتوزوم نیز ناCو سیتوکروم Apaf-1 کمپلکس 

 آپوپتـوز  و   دن ـک  شـود و آن را فعـال مـی           متـصل مـی    9به پروکاسـپاز    

   12-14.شود ندازي میا راه

ــده ترایمــري ســطح ســلولی از    ــلولی، گیرن ــسیر خــارج س در م

 خـود  لیگاندهايبه  Tumor necrosis factor (TNF)ي گیرنده  خانواده

گیرنـده  . کنـد  اندازي مـی   ز را از مسیر خارجی راه    متصل شده و آپوپتو   

که در فرآیند   است   TNFهاي    نمونه شناخته شده گیرنده   از   ،Fasمرگ  

 موجـب فعـال شـدن     Fas-Lبـا    Fasتـصال   ا. دنمرگ سلولی نقش دار   

ــپاز  ــرانگیختن و راه   و8کاس ــی آن ب ــوز   در پ ــسیر آپوپت ــدازي م ان

   16و15و12.شود می

 موثر در سنتز ماتریکس خارج سلولی، سلول   که سلولییجا از آن

شـود کـه ایـن      زمانی ایجاد مـی  يفنوتیپ فیبروز  و   فیبروبلاست است 

صورت پیوسته مـاتریکس خـارج        ها به آپوپتوز مقاوم شده و به        سلول

 و Fas هـاي پروآپوپتوتیـک   میزان بیـان ژن بررسی  ،سلولی ترشح کنند  

Apaf-1  در  سیـستمیک ز  هاي فیبروبلاست بیمـاران اسـکلرو       در سلول 

هـاي    تواند در شناسایی نقش ژن      ست افراد نرمال می    فیبروبلا بامقایسه  

 .نماید بیماري کمک نز مولکولی در پاتوژفوق

  
 گـرفتن   تیبـا توجـه بـه محـدود        شاهدي،   -در این مطالعه مورد   

  بـا   مـشاوره  ضـمن  ،ز سیـستمیک   مبتلا به اسـکلرو    مارانی از ب  یوپسیب

داوطلبـین   و آگـاهی از اینکـه      يولوژیدمی و اپ  ي روماتولوژ ینخصصمت

 ،یمنی، خـودا ی پوستهاي اي از بیماري  سابقهگونه گروه کنترل فاقد هر 

باشـند،   دییکوی گلوکوکورت ي سرطان و استفاده از داروها     ي،اتولوژروم

، از قـسمت پـشت   )ویژهبا استفاده از پانچ     (ی پوست   وپسیبهاي    نمونه

ها بر   ر که بیماري آن   منتش کیستمیسز   مبتلا به اسکلرو    بیمار 19ساعد  

 تشخیص داده شده    (ACR) کایآمري   کالج روماتولوژ  يارهایمعاساس  

 بـا    صورت همسان بهاز نظر سن و جنس      که  ب سالم   داوطل 16بود و   

 گرفتـه   1394 تا   1393ده بودند، در بازه زمانی سال       ش انتخاب   مارانیب

  . شد

 76/42±28/11سن متوسط با  مرد، سهزن و  16 گروه بیمار شامل

سـن متوسـط    بـا    مـرد،    سـه  زن و    13سال و گروه کنترل نیـز شـامل         

 هـاي   نمونـه  تمـامی اسـت کـه      یادآوريلازم به   . سال بود  10±67/40

 و سـالم افـراد   از کتبـی ي    رضـایتنامه آگاهانـه    دریافتپس از    یوپسیب

 قـات ی مرکـز تحق یی سـرپا مـاران ی به درمانگـاه ب بیمار ارجاع داده شده  

. تهیـه شـدند   ،  رانی ا روماتیسممرکز  و   یعتی شر مارستانی ب يروماتولوژ

ران مـورد   ته ـ دانشگاه علـوم پزشـکی     اخلاق کمیته این مطالعه توسط  

) mm 4(ی  وپـس ی ب هاي   از نمونه  ی پوست بروبلاستیف. تایید قرار گرفت  

نمونـه  هـر   : به طـور خلاصـه    . ند جدا شد  یمی هضم آنز   فرآیند توسط

مورد شستشو قرار گرفت و براي  (PBS)سالین با بافر فسفات ی وپسیب

مجاورت   در (Overnight)جدا کردن اپیدرم از درم به مدت یک شب          

به مدت   Iانکوباسیون درم در کلاژناز نوع      . انکوبه شد  IIز  آنزیم دیسپا 

C  ســاعت در دمــاي ســه
ســلولی    ، منجــر بــه تعلیــق تــک   37 °

کشت ها در محیط      سپس فیبروبلاست . هاي پوستی گردید    فیبروبلاست

 Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM شــده  اصــلاح

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA)،    همـراه بـا

-Pen)سیلین استرپتومایـسین       پنی %2و   (FBS)  سرم جنین گاوي   10%

strep)در دماي  C
. شـدند   کـشت داده  %)CO2)5  در انکوبـاتور  37 °

 اسـتفاده  پـنج تـا  سـه    هاي پاساژ ها از فیبروبلاست    براي انجام آزمایش  

 بـا   هـا  آن ي مورفولـوژ  هـاي فیبروبلاسـت،    رشد سلول پس از   . گردید

مــورد  Inverted Microscope (Nikon, Tokyo, Japan)اده از اســتف

  بررسی روش 
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ها و  به منظور تایید جداسازي صحیح فیبروبلاست   . گرفتمطالعه قرار   

بـادي   هـا از یـک آنتـی        ل  جلوگیري از آلودگی احتمالی با دیگـر سـلو        

 هاي فیبروبلاسـت و رنـگ    ین سطحی سلولیاختصاصی بر علیه پروت

DAPI )فاده شداست) رنگ مخصوص هسته.   

RNA تــام بــا اســتفاده از کیــت جداســازي High Pure RNA 

Isolation Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) و 

        هـاي موجـود   شـرکت سـازنده، از فیبروبلاسـت      دستورکاربا توجه به    

بـا   cDNA  (Complementary DNA)در محیط کشت استخراج شد و

   RevertAid تــام اســتخراج شــده و توســط RNA از µg 1 اســتفاده از

Thermo Fisher Scientific(First Strand cDNA Synthesis Kit Inc., 

Massachusetts, USA) ،گیــري غلظــت بــراي انــدازه. ســنتز گردیــد 

cDNA  ازNanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Massachusetts, USA) میزان بیان نسبی. داستفاده ش 

mRNA   بـا اسـتفاده از SYBRGreen gene expression master mix 

(Takara Shuzo, Co., Ltd, Shiga, Japan)مقـادیر  . گیـري شـد    اندازه

 هاي مورد بررسی به صورت تفاوت در مقادیر سـیکل آسـتانه             بیان ژن 

(CT)    نیکروگلوبـول یم-دو-بتـا  نـسبت بـه ژن (β2 microglobulin, 

B2M)شد و بیان نسبی  ه، نرمال ـر نمونـ در هRNA (Relative RNA   

expression) 1000 فرمول بر اساس براي هر نمونه× )-ΔCT2 ( محاسبه

 .است داده شده    نشان 1ها در جدول       توالی و مشخصات پرایمر    17.شد

 ,SPSS software, v22 (IBM SPSS, Armonkآنالیز آماري با استفاده 

NY, USA) هـا بـا اسـتفاده از آزمـون       شد و توزیع نرمال متغیرانجام

 مورد بررسی (Kolmogorov-Smirnov test)اسمیرنوف -کولموگروف

  . قرار گرفت

 Two-tailed) دو طرفـه  Student’s t-testبراي ارزیابی آمـاري از  

Student’s t-test)05/0مقدار .  استفاده شدP<در نظـر گرفتـه   دار ا معن

   .نشان داده شدند ±SEMه صورت میانگینها ب تمام داده. شد

  

  
 Invertedهــا بــا اســتفاده از  بررســی مورفولــوژي فیبروبلاســت

Microscopeــا آنتــی  و همچنــین رنــگ ــادي  آمیــزي فیبروبلاســت ب ب

-4,6   ین غشاي سیتوپلاسـمی و اسـتفاده رنـگ   یاختصاصی براي پروت

diamidino-2-phenylindole (DAPI)    ــر ــلول، تکثی ــسته س ــراي ه ب

ها را تایید     ها و عدم وجود هرگونه آلودگی با سایر سلول          فیبروبلاست

 ). 1شکل (کرد 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .هاي فیبروبلاست ین غشایی سلولیبادي اختصاصی براي پروت با آنتیجدا شده و کشت داده شده، هاي فیبروبلاست  آمیزي سلول رنگ :1شکل 

aها با رنگ  ي آن آمیزي شده هاي فیبروبلاست و هسته رنگ  میکروسکوپ معکوس سلولزمان  نمایش همDAPI .bهاي فیبروبلاست با استفاده از  آمیزي اختصاصی سلول  رنگ

هاي  آمیزي اختصاصی سلول گ رنDAPI .dها با رنگ  ي آن آمیزي شده هاي فیبروبلاست و هسته رنگ زمان میکروسکوپ معکوس سلول  نمایش هم c.ها بادي اختصاصی آن آنتی

  ).µm 50 :مقیاس (d ،20X و cنمایی عکس  و بزرگ) µm 100 :مقیاس( b ،10X و aنمایی عکس  بزرگ. ها بادي اختصاصی آن فیبروبلاست با استفاده از آنتی

  ها یافته
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  . Apaf-1و  Fasهاي  توالی پرایمرهاي ژن: 1جدول 

Gene name Accession No Primers 
Fas-F NM_000043.4 TATCACCACTATTGCTGGAGTCA 

Fas-R NM_000043.4 GCTGTGTCTTGGACATTGTCA 

Apaf-1-F NM_001160.2 ACAATGCTCTACTACATGAAGGATATAAAGA 

Apaf-1-R NM_001160.2 CACTGGAAGAAGAGACAACAGGAA 

  
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

با : (a, b) ).16=تعداد(هاي پوست افراد سالم   نسبت به فیبروبلاست )19=تعداد(د بیمار هاي پوست افرا در فیبروبلاست Fas، Apaf-1هاي  ي میزان بیان ژن مقایسه: 1نمودار 

در سیستمیک ز هاي اسکلرو  در فیبروبلاستApaf-1و  Fasهاي   میزان بیان ژن(SYBR green based real-time PCR) بر پایه سایبرگرین Real-time PCRاستفاده از روش 

  .  میانگین نشان داده شدندSEM±ها به صورت  تمام داده. داري را نشان نداد امعنمقایسه با گروه شاهد تفاوت 

  
 هاي بروبلاستی در فApaf-1 و Fas هاي  ژنانی سطح بيریگ اندازه

 و افراد سالم تفاوت کیستمی مبتلا به اسکلروز سمارانیپوست ب

  ).1نمودار ) (=17/0Pو  =8/0P بیبه ترت( را نشان نداد يدار معنا

  

  
ــورد  محــدودي هــاي گــزارش ــداددر م ــوز در  روی ــده آپوپت پدی

 ،2000در سـال     21.دارد وجـود  کیستمی ـاسکلروز س هاي    فیبروبلاست

Jelaska ز هـاي اسـکلرو     ش نـشان دادنـد کـه فیبروبلاسـت        رانهمکا و

ز بــه آپوپتــو) هــاي طبیعــی  فیبروبلاســتا بــدر مقایــسه(سیــستمیک 

دهند و    مقاومت بیشتري از خود نشان می      Fasمسیر   ازشده  اندازي    راه

  آپوپتـوز در برابـر  ، TGFβ1 با مجاورت طولانی مدتدرها  این سلول

 22.کننـد  مقاومـت مـی  ،  Fasرسپتور  ضدبادي  آنتی توسط شدهتحریک

Santiago ــا آپوپتــوز از تنظــیم  همکــارانش و ــراي تعیــین اینکــه آی  ب

تـاثیري در فیبـروز     سیـستمیک   ز  روهاي اسـکل    شده فیبروبلاست   خارج

ــوز       ــر و آپوپت ــوي تکثی ــر، الگ ــا خی ــاري دارد ی ــن بیم ــشرفته ای پی

و همچنـین   سیستمیک  ز  ها را در ضایعات پوستی اسکلرو       فیبروبلاست

ها را نسبت به آپوپتوز مورد مطالعـه قـرار            حساسیت این فیبروبلاست  

ــد ــه    آن. دادن ــن مطالع ــا در ای ــه   ه ــیدند ک ــه رس ــن نتیج ــه ای  در ب

هــاي پوســتی در مقایــسه بــا  هــاي جــدا شــده از زخــم یبروبلاســتف

دست آمده از نواحی پوستی افراد سالم، آپوپتوز و          ههاي ب   فیبروبلاست

هـا   شود و این فیبروبلاسـت    سلولی به نسبت کمتري مشاهده می      مرگ

 21.مقـاوم هـستند    Fasاندازي شده از مسیر        در برابر آپوپتوز راه    ویژه به

 Apoptotic protease)کننده پروتئازهاي مسیر آپوپتوز  فاکتور یک فعال

  بحث
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activating factor 1) ،عنـوان  با Apaf-1 معـادل  و شـود   ی شـناخته م ـ

ین سیتوپلاسـمی   یاین ژن یک پـروت    .  الگانس است  CED-4 ژن   یانسان

این . باشد کند که یکی از مراکز اصلی تنظیم مسیر آپوپتوز می را کد می

هاي    دارد که موجب فراخوانی کاسپاز     terminal-Nین یک دومن    یپروت

   23.شود  می(Caspase recruitment domain)اجرایی 

و همکارانش بر روي نـوعی      Santamariaاي که توسط      در مطالعه 

 که با آسیب و آپوپتـوز    Peritonitis(ي صفاقی     از بیماري التهابی حفره   

کـه  انجـام شـد، مـشاهده گردیـد         ) هاي مزوتلیـال همـراه بـود        سلول

 TNF-α هاي مزوتلیال صفاقی در مجاورت دو سایتوکین التهابی        سلول

ي کنتـرل، دچـار آپوپتـوز         ، به میزان دو تا سـه برابـر نمونـه          IFN-γو  

ها توانستند توسط یک پلیمـر نانوکونژوگـه کـه بـر پایـه               آن. شوند  می

گلوتامیـک اســید سـاخته شـده بــود، بـا مهـار فــاکتور       ترکیبـات پلـی  

 24.کنند هاي مزوتلیال جلوگیري     از آپوپتوز سلول   Apaf-1پروآپوپتیک  

مـستقیم موجـب افـزایش       طـور   بـه  FasLدهد کـه      ها نشان می    سی  برر

   25.شود هاي مزوتلیال می آپوپتوز در سلول

 کـه   26، نانوکونژوگـه   توسط یـک مولکـول     Apaf-1 مهار شیمیایی 

شـد،  ) هی  در شرایط داخل بدن و در محیط آزمایشگا       (مانع از آپوپتوز    

هـاي مزوتلیـال     بـراي آپوپتـوز سـلول    Apaf-1فـاکتور نـشان داد کـه   

  . ضروري است

ي زانـدا   همچنین درگیر شدن و دخالت میتوکندري در آپوپتوز راه        

ضـروري  ) Fasیا همان مسیر    (شده توسط فاکتور نکروز کننده تومور       

در نتیجه با توجه به مشارکت میتوکندري در پاسخ آپوپتوزي          . شدبا  می

هاي مزوتلیال از طریق تحریک گیرنده مرگ سلولی، این سـلول       سلول

 گزارشات اخیر مهار    28و27.باید از رده دوم مسیر خارجی آپوپتوز باشد       

تشکیل آپوپتوزوم را به عنوان یک هدف قابل توجه براي مهار مـسیر             

   30و29.اند ودهآپوپتوز مطرح نم

 Autocrine و همکـارانش در بررسـی تـاثیر    Hagaکـه   طـوري  به

motility factor (AMF) هاي تومـوري آزاد   که به طور عمده از سلول

 این سـایتوکین     که  مشاهده کردند  9و کاسپاز    Apaf-1شود، بر بیان      می

 و  Apaf-1دهی موجب کـاهش بیـان         سیگنال توسط یک مسیر پیچیده   

شـده و بـه صـورت غیرمـستقیم از تـشکیل آپوپتـوزوم در                9کاسپاز  

ها  و تومور) یدیآرتریت روماتو(هاي خودایمنی  بیماران مبتلا به بیماري

تـوان   بنـابراین مـی  . کنـد  جلـوگیري مـی  ) ماننـد متاسـتاتیک ملانومـا   (

 از طریــق کــاهش MAF-Rو  MAFگیــري نمــود ســیگنالینگ   نتیجــه

هاي مقاوم به آپوپتـوز نقـش    سلول در ایجاد 9 و کاسپاز  Apaf-1بیان

   31.دارد

پژوهش حاضـر تغییـرات معنـادار در میـزان بیـان رونوشـت               در

با توجه به شباهت بسیار زیـاد   . وجود نداشتApaf-1 و  Fasهاي ژن

با فراینـد نـاقص تـرمیم    سیستمیک ز  پاتوژنز مولکولی بیماري اسکلرو   

 مانند فراینـد    زخم در اسکارهاي هایپرتروفیک، در این مرحله درست       

هـاي   ترمیم زخم طبیعی انتظار آغـاز فراینـد آپوپتـوز در فیبروبلاسـت     

در پـژوهش حاضـر   . رود کننـده مـاتریکس خـارج سـلولی مـی         ترشح

ها را در سطح رونویسی مشاهده نشد، به ویژه براي  سازي این ژن فعال

Apaf-1    هـاي    بـرداري مهمـی بـراي ژن        که هدف نـسخهP53   و E2F 

آپوپتوزي و افزایش رشـدش      ت مهمی از فعالیت ضد    باشد و قسم   می

شـود در     پیشنهاد مـی   32.شدن در سطح رونوشت دارد     را از طریق فعال   

هاي این مـسیر مـورد بررسـی قـرار گرفتـه و        مطالعات آینده سایر ژن   

ها مورد   ین و فعالیت آن   ینتایج حاضر نیز از طریق مطالعات سطح پروت       

  . بررسی بیشتر قرار گیرند

هزینه این طرح توسط معاونـت پژوهـشی دانـشگاه          : اريسپاسگز

و معاونت پژوهشی   ) 92-03-41-24651: با کد (علوم پزشکی تهران    

  .تامین شده است) 192118: با کد(اصفهان دانشگاه علوم پزشکی 
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Background: Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune rheumatic connective tissue 

disease. In normal wound healing process, fibroblasts are activated, proliferated and 

involved in tissue repair, and then removed by apoptosis. In systemic sclerosis, 

patient’s fibrosis occurs when fibroblasts become resistant to apoptosis and secrete a 

large amount of collagen and other extracellular matrixes. As the primary causes the 

disease are very complex and often unknown, it is necessary to consider or target the 

secondary causes of disease, such as the unresponsiveness of activated fibroblasts to 

apoptosis as the major factor in the creation and deployment of illness. In this study, we 

examined the expression levels of two key pro-apoptotic genes, Fas and Apaf-1, which 

are respectively involved in external and internal pathway of apoptosis.  

Methods: In a case-control study skin biopsy samples were obtained from 19 patients 

with diffuse SSc, and 16 healthy controls. Dermal fibroblasts were cultured and total 

RNA was isolated from cell populations using High Pure RNA Isolation Kit (Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany), followed by cDNA synthesis using RevertAid 

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA). 

Real-time PCR was performed using SYBRGreen gene expression master mix (Takara 

Shuzo, Co., Ltd, Shiga, Japan) and specific primers for Fas and Apaf-1. Real-time data 

were analyzed using the (2-ΔCT)×1000 method. Statistical analysis was accomplished by 

using the SPSS software, v22 (IBM, Armonk, NY, USA). The P value less than 0.05 

were recognized as a significant threshold. All data are represented as the mean ± SEM. 

Results: Our results showed no significant difference in Fas (P=0.8) and Apaf-1 

(P=0.17) mRNA expression levels between skin fibroblasts of systemic sclerosis 

patients and healthy controls.  

Conclusion: In this study we observed no significant change in Apaf-1 and Fas mRNA 

levels in systemic sclerosis fibroblasts compared to control group. Hence, Apaf-1 and 

Fas are not transcriptionally activated in SSc fibroblasts. Further studies need to take 

place on protein levels and function of these proteins to confirm the mRNA 

transcription results.    
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