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بيماران مراجعه كننده به مركز   در1بررسي ارتباط بين پلي مرفيسم ژن اينترفرون گاما با ديابت نوع 
  82سال اول   در نيم و متابوليسمريز  درونتحقيقات غدد 

  

  .2لاريجاني ،  باقر1، فريده خسروي1، علي اكبر امير زرگر1، علي رفيعي نژاد1*محمد حسين نيكنام
  

  چكيده
ر لانگرهانس بـا  ي جزابتايبيماري خود ايمن مزمن وپيشرونده است كه دراثر تخريب سلولهاي ) T1 DM(1ت نوع دياب :مقدمه

 عوامـل  اتيولوژي ديابت نوع يك مانند ديگر بيماريهاي خـود ايمنـي ناشـناخته اسـت و                  .يدآ   مي پديدواسطه پاسخ هاي ايمني     
.  هومـورال و سـلولي ، در پـاتوژنز بيمـاري نقـش اساسـي دارنـد                   هردونوع پاسخ ايمني و   .كنند متعددي در بروزآن دخالت مي    

ها توسط سلولهاي اجرايي     خودپادتنول بسيج سلول هاي ايمني و توليد        ؤعنوان پپتيدهاي ايمونومدولاتوري مس    هسيتوكاين ها ب  
 ،مـا   1ر بيماري ديابت نوع     ها در ايجاد حساسيت و يا مقاومت در براب          براي ارزيابي نقش پلي مرفيسم ژنهاي سايتوكاين       .هستند

γ IFN  را انتخاب كرديم و همراهي پلي مرفيسم ژن آن را باT1DM بررسي كرديم  .  
 PCRتكنيـك   .  مورد مطالعه قرار گرفتنـد       شاهدعنوان گروه    ه فرد سالم ب   40 و   T1DM بيمار مبتلا به   30در اين بررسي    : شهارو

 γ IFN ژن .  انجام گرفـت salting out بر اساس روش DNAدا سازي ج. بكار گرفته شد γ IFNجهت تعيين پلي مرفيسم ژن 
  .كمك ژل الكتروفورز ارزيابي گرديد ه بPCR بررسي شد نتايج حاصل از UTR+5644`5در موقعيت 

   IFN γ ژن   TT ما اخـتلاف معنـي داري در بـروز آلـل           شاهدو گروه    دهد كه بين گروه بيمار     حاصل مطالعه ما نشان مي     :ها  يافته
  . است ، اين رابطه از نوع منفي ميباشد OR <1  و از آنجا كهRR:0.39(0.22<RR<068) و p<0.05.ود دارد وج

  در گـروه     1و بيماري ديابت نـوع       `UTR+5644` 5در موقعيت    γ IFNدر اين مطالعه ما يك رابطه منفي بين ژن           :گيري  نتيجه
تواند از بروز ديابت جلوگيري        مي  γ IFN در ژن    TTه كه بروز آلل     توان تصور كرد ك    مورد بررسي يافته ايم و از اين جهت مي        

 كند 

  
  ها ، پلي مورفيسم ژن، سيتوكين1ديابت نوع : ها  واژهكليد

  
  

                                                           
   دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده پزشكي،گروه ايمونولوژي -1
  ، دانشگاه علوم پزشكي تهرانمركز تحقيقات غدد درون ريز ومتابوليسم، بيماريهاي غدد و متابوليسماستاد  -٢
  
  كده پزشكي، گروه ايمونولوژيتهران، بلوار كشاورز، خيابان قدس، خيابان پورسينا، دانش:  نشاني*

 مقاله پژوهشي
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  مقدمه
اي از اختلالات متابوليك است كه       دستهشامل   قنديديابت  

در آن كمبود انسولين، مقاومت به انسولين و افزايش توليـد           
. شـود  ي و عوارض متعـدد آن مـي       گلوكز باعث هيپرگليسم  

شيوع اين بيمـاري در سـطح دنيـا رو بـه افـزايش اسـت و            
 و مرگ و    (morbidity)بيمارگيني   يكي از علل مهم      احتمالاً

 2 و نـوع    1 اصـلي آن، نـوع       نـوع دو  . مير باقي خواهد ماند   
ماننــد (، عوامــل ژنتيــك، محيطــي1در ديابــت نــوع . اســت

ريب سـلولهاي بتـاي   و ايمونولوژيك باعث تخ ) ويروس ها 
ــجزا ــسولين  ي ــق ان ــود مطل ــانكراس و كمب ــانس پ ر لانگره
ــي ــوند م ــنش  . ]1[ش ــاد واك ــك، ايج ــل ايمونولوژي از عوام
توسـط   (delayed hypersensitivity)خيري أ تحساسي بيش

 در برخــــــورد بــــــا  1CD4+ Th1ســــــلولهاي 
ــاي ــا،  (autoantigens)خودپادزاهــــ ــلولهاي بتــــ  ســــ

ــسي ــلولهاي   سيتوتوك ــط س ــيتي توس ــح  +CD8س  و ترش
 را  هـا (autoantibody)خودپـادتن  و   زا  التهـاب هاي   سيتوكين

 در مراحـل    زا  التهـاب هـاي    سـيتوكين . ]4-2[توان نام برد   مي
نقـش كليـدي     عوارض شديد آن     پيدايشي بيماري و    يابتدا

  اينترفـرون گامـا    ،هـا  از جمله اين سـيتوكين    . كنند بازي  مي  
)IFN-γ(توان نام برد  را مي .  

 كيلودالتون اسـت    20 گليكوپروتئيني به وزن     ون گاما اينترفر
 6 واقــع شــده و داراي 12q14كــه ژن آن روي كرومــوزوم 

 NK2و  Tاين سـيتوكين از سـلولهاي   . كيلو جفت باز است
ترشح شده و ) نظير ويروسها(در پاسخ به تحريكات محيطي

تـوان   از اعمـال آن مـي     . تواند بر همه سلولها اثر بگذارد      مي
، Bهـا توسـط سـلولهاي          شـح ايمونوگلوبـولين   تحريك تر 
ــزايش  ــاناف ــزايش    MHC II3 بي ــلولها، اف ــطح س ــر س ب

اپسونيزاسيون در ماكروفاژها و قدرت كشندگي آنهـا و نيـز           
تـوان    را ميIL-2 در اثر تحريك ترشح   Th1تمايز سلولهاي   

  .] 5[ نام برد
هـاي   گيرنـده ها و  نيطور كلي ژن سيتوك    ه  و ب   IFN-γ ژن     
 آمينـه آنهـا     هاياسـيد  (sequence) تـوالي ا و در نتيجـه      آنه
. ]6،7[شـوند  مي) پلي مورفيسم (ندرت دستخوش تغييرات   به

                                                           
1 T helper cells 
2  Natural killer cells 
3 Major compatibility complex 

 هاي اين ژنهـا در نـواحي تنظـيم كننـده           مورفيسم اغلب پلي 
اتفـاق    )UTR ’5 & ’3ناحيـه پروموتـور، اينتـرون هـا،     (

ها و در نتيجـه      توانند در ميزان ترشح سيتوكين     افتند و مي   مي
 شخص بـه بيمـاري اثـر        يدر روند بيماري و استعداد ابتلا     

مورفيـسم   ما در مطالعه خود، ارتباط بين پلي      . ]8،9[بگذارند
  . منيك مي را بررسي 1  و ديابت نوع IFN-γ  ژن سيتوكين

  
  روشها
  بيماران 

)  مـذكر  14 مؤنث و    16( بيمار مبتلا به ديابت نوع يك        سي
 تــصادفي بــه طــور از مركــز تحقيقــات غــدد و متابوليــسم 

 .  ماه بـود 18 تا 3 بين  اين افراد مدت بيماري . انتخاب شدند 
كــساني كــه  بــراي آنهــا توســط پزشــك : معيارهــاي ورود

متخــصص در درمانگــاه مركــز تحقيقــات طبــق معيارهــاي 
NDDG4    بـود  گذاشته شـده     1 آمريكا تشخيص ديابت نوع.  

 .ندنبود به ورود به طرح      مايلكساني كه    : معيارهاي خروج 
به عنوان گروه شاهد بـه      ) م ديابت يبدون علا ( نفر سالم    40

  .مطالعه ما وارد شدند
  

  :روش بررسي 
ــا DNA  : 5اســتخراج  )1  ســي ســي از خــون بيمــاران ب

 آن  DNA تركيب شده و جهت استخراج EDTAضدانعقاد 
  .]10[ استفاده شد salting outاز روش

2(  Cytokine typing : كـار از روش   براي اينPCR-SSP  
 و كيت هاي PCR 9600دستگاه مورد استفاده . استفاده شد

 متعلق به دانشگاه هايـدلبرگ آلمـان   PCR-SSP tray kitآن
  .]11[بودند

   :   به ترتيب زير انجام شدند PCR مراحل 
 10 درجـه ؛ دناتوراسـيون       94 دقيقه در    2دناتوراسيون اوليه   

ــه در  ــگ  94ثانيــــ ــه ؛ آنيلينــــ و (Anealing) درجــــ
؛ ) سيكل 10( درجه   65 دقيقه در    1 (extension)نسيوناكستا

 درجه؛ آنيلينگ 94 ثانيه در 10 (Denaturation)دناتوراسيون
 درجـه   72 ثانيـه در     30 درجه؛ اكستانـسيون     61 ثانيه در    50

  ).يكجدول ()  سيكل20(

                                                           
4 National Diabetes Data Group 
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براي موقعيت مورد مطالعه، يـك جفـت پرايمـرمختص آن           
ي از ژن بتـا      كـه قـسمت    شـاهد موقعيت و يك جفت پرايمر      

  .]11[، لازم بودكند   را تكثير ميCRPگلوبولين يا ژن 
  :قرار زير است ه  پرايمرها بتوالي

forward(5`GACATTCACAATTGATTTTATTCTT AC-
3`) 
reverse(5`GCCTTCCTGTAGGGTATTATTATAC-3`) 

 ، الكتروفـورز بـر روي ژل    PCR مشاهده محصولات براي
آميزي با اتيديوم برومايد،     گبعد از رن  . انجام شد % 2آگاروز  

وراي بنفش منتقل شد و     ژل به دستگاه ترانس ايلوميناتور ما     
هـاي   فركـانس آلـل    ).1شـكل   (يد تهيـه شـد      عكس پولارو 

 در گـروه بيمـار و   IFN-γ ژن  UTR +5644 ’5موقعيـت  
ها بـا    يافته. شاهد به طريق شمارش ژني مستقيم بررسي شد       

  .ه شدنداستفاده از آزمون مجذوركاي مقايس
  

  ها يافته
 IFN-γژن UTR +5644’5   موقعيـت  A/Tهاي فركانس آلل

 و   در جدول  شاهد و گروه    1در بيماران مبتلا به ديابت نوع       
  . نشان داده شده استدو شكل

  
  

  
  PCRشماي الكتروفورز محصولات  -1شكل

  
   

  

  PCRمراحل مختلف انجام آزمايش  -1جدول
  *)سلسيوسدرجه (دما  زمان  مرحله  تعداد دور

1 cycle  Initial denaturation  12094   ثانيه  
  Denaturation  1094  ثانيه  

10 cycle  Annealing +extension  6065   ثانيه  
 Denaturation 1094  ثانيه  
 annealing 5061  ثانيه  

20 cycle extension 3072   ثانيه  
   نگهداري شوند سلسيوس+4   نمونه ها تا زمان الكتروفورز بايد درPCRپس از انجام *

  
  اينترفرون گاماژن UTR +5644’5  در موقعيت  A/T فركانس آلل هاي -2جدول

 IFN-γ :5’UTR  +5644 بيماران شاهد
 آدنين 11 41
 تيمين 46 39

  ).68/0 و 22/0بين relative risk =(39/0)(خطر نسبي ، P =001/0مقدار، 43/14=مجذور كاي
  )53/0 و 1/0بين odds ratio =(23/0)(نسبت شانس 
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IF N -γ ( Α /Τ  5 ’U T R  +5644  )

0
5

1 0
1 5
2 0
2 5
3 0
3 5
4 0

P a tie n t C o n tro l

T
A

  
  

  اينترفرون گاماژن UTR +5644’5  در موقعيت  A/T فركانس آلل هاي -2شكل 
  

    اري بـين دو    د  كنيم ارتبـاط معنـي     در اين مطالعه ملاحظه مي
ــار و  ــروه بيم ــاط  .  وجــود داردشــاهدگ ــارتي، ارتب ــه عب ب

  UTR +5644 ’5در موقعيـت   TTداري بين ژنوتيـپ   معني
 وجود دارد و بـا توجـه        1  و بيماري ديابت نوع       IFN-γژن  
 اين ارتباط از نوع     )OR<1(  1 نسبت شانس كوچكتر از      به

اسـت يعنـي داشـتن ايـن     ) negative association(منفـي   
كننـده در برابـر ابـتلا بـه          تواند نقـش محافظـت     ژنوتيپ مي 
  . داشته باشد1ديابت نوع 

  
  بحث 

در سيتوكين اينترفـرون گامـا      مرفيسم ژن    ر اين مطالعه پلي   د
نقـش  .  بررسـي شـده اسـت      1بيماران مبتلا به ديابت نـوع       

 در  1 ديابت نـوع   )pathogenesis(زايي   آسيبها در  سيتوكين
IFN-γ. ]12،13[تحقيقات زيادي نشان داده شده است         يك  

 كاركرد دسـتگاه   ايمونومدولاتور است كه بر روي       سيتوكين
 فراواني دارد و در موارد التهاب ميـزان ترشـح آن            اثريمني  ا

 ســيتوكينايــن  مورفيــسم ژن پلــي . ]14[ابــدي افــزايش مــي
. تواند در ميزان ترشح آن و رونـد بيمـاري اثـر بگـذارد              مي
-15[اند   اين ژن كشف شده    برايهاي متعددي    مورفيسم پلي
 UTR+5644’5مــا روي موقعيـــت   بررســي  نتــايج ]. 17

IFN-γ سيتوكين    ژنگـون  دهد كـه     نشان مي TT     بـا بيمـاري 
 ، داراي رابطه منفي اسـت و درنتيجـه احتمـالاً          1ديابت نوع   

 Siekieraگـزارش   .  بيماري گـردد      پيدايش تواند مانع از   مي
 كودكاندهدكه در   نشان مي  با بررسي ما تطابق دارد و]18[

 ـ  TT ژنگون،  1مبتلا به ديابت نوع    ميـزان كمتـري ديـده      ه    ب
كه در بيماران دانمـاركي،   ]Pociot( ]19(پوسيت . شود  مي

  را بررسي كرده اسـت، معتقـد           IFN-γهاي   ميكروساتليت
اي  است كه بين حضور اين ژن ها و بيماري ديابـت رابطـه            

ــدارد  ــود ن ــا .وج ــود ژن  ]Αwata( ]20(آوات ــه خ   در مقال
 ژنتيكي خـوب بـراي ديابـت        نگرنشا  را يك  اينترفرون گاما 

   .نموده استي  معرف1نوع
اد تواننـد در ايج ـ     با توجه به ايـن اصـل كـه ژن هـا مـي               

ثر باشـند،  ؤحساسيت يا مقاومت به يك بيمـاري خـاص م ـ       
تواند در    نيز مي  سيتوكينحضور يك ژنوتيپ خاص از يك       

 ؛دو حالت ذكر شده نقـش داشـته باشـد         جهت يكي از اين     
سـبب حـساسيت بـه    HLA DR3 كـه حـضور ژن    همچنان

 باعـث مقاومــت بــه آن   HLA DR2بــت و ژن بيمـاري ديا 
 قـادر   احتمالاًسيتوكين اينترفرون گاما     TT ژنگون. شوند مي

  . بيماري ممانعت نمايددايشز پيااست 
ييد  أبه ت تواند   هاي بزرگتر و بين فاميلي مي       مطالعه در گروه  

نتيجـه امكـان بررسـي افـراد          و در     كمك نمايـد  اين نظريه   
 هانپيـشگير نهاي  اده مبتلايان و درما   يا مقاوم در خانو    مستعد

  .كندرا فراهم 
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