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 مقاله پژوهشی

 در بیماران مبتلا به دیابت نوع دو  TNF-𝛼بررسی متیلاسیون پروموتر ژن 

 3مرتضی هاشم زاده چالشتری، 2عفت فرخی، 1، مهرناز السادات راوری1زهرا مرادی

 

 

 چکیده

 
رد. فاکتور نکروز توموری آلفا ای از عوامل ژنتیکی و محیطی در آن نقش دا نوع دو شرایط التهابی مزمنی است که آمیزه: دیابت مقدمه

تواند در ایجاد مقاومت  ثیر بر مسیر سیگنالینگ انسولین میأعنوان یک سایتوکاین پیش التهابی مترشحه از بافت چربی با ت به TNF- α یا

های چند عاملی، این  نقش داشته باشد. با توجه اهمیت تغییرات اپی ژنتیک در ایجاد بیماری دوبه انسولین در بیماران دیابت نوع 

جام آن با افراد غیر دیابتی ان ی در بیماران مبتلا به دیابت نوع دو و مقایسه TNF-αمطالعه با هدف بررسی متیلاسیون پروموتر ژن 

 گردید. 

سال و  5تلایان کمتر از گروه مبشامل دو فرد غیر دیابتی انجام شد. بیماران  31و  دوبیمار دیابت نوع  11این مطالعه بر روی : ها روش

گیری  اندازههای استاندارد  با کیتهای دموگرافیک همسان بودند. پروفایل لیپیدی  ها از نظر ویژگی گروهسال بودند.  5مبتلایان بیشتر از 

 تعین توالی بررسی گردید. و نهایتاً Nested PCRبه روش تیمار با بیسولفیت، انجام  TNF-ɑپروموتر ژن  ی ناحیهشد. سپس 

های مورد مطالعه مشاهده نشد. همچنین بین  در گروه TNF-ɑپروموتر ژن  CpGما ارتباطی بین متیلاسون مناطق  ی : در مطالعهها یافته

 درگروههای دیابتی و غیر دیابتی تغییری مشاهده نگردید.  TNF-ɑر ارتباط با متیلاسیون پروموتر ژن زنان و مردان د

نقش دارند  دوهایی که در ایجاد مقاومت به انسولین در بیماران دیابتی نوع  سد تغییرات اپی ژنتیکی سایتوکاینر نظر می هبگیری:  نتیجه

 های دیگر باید مورد بررسی قرار گیرند.  بافت این رابطه احتمالاًو در محسوس نیست خون محیطی  ی در نمونه

 

   DNAمتیلاسیون، TNF-α، اپی ژنتیک، دودیابت نوع کلیدی:  واژگان
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 مبتلا به... بيماران در  TNF-𝛼 ژن پروموتر متيلاسيون بررسی: فرخی و همکاران

 مقدمه
امروزه دیابت در حال تبدیل شدن به یک مشکل جهانی در 

کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه است. دیابت نوع دو 

(T2DM با فراوانی )ترین شکل دیابت  عنوان شایع درصد به 09

را  . دانشمندان شیوع دیابت در سراسر دنیا[1]شود  شناخته می

اند. مشخص  درصد پیش بینی کرده 21حدود  2959در سال 

آسیا یکی از مناطقی است که دیابت نوع  ی شده است که قاره

. دیابت نوع دو شرایط [2]دو بیشترین شیوع را در آن دارد 

ای از عوامل ژنتیکی و محیطی در  التهابی مزمنی است که آمیزه

ن محیطی ت انسولیآن نقش دارد. علت بروز این بیماری مقاوم

های بتا  دلایلی از جمله آپوپتوز سلول و کمبود ترشح انسولین به

طور کامل  . اگرچه پاتوفیزیولوژی دیابت به[3]پانکراس است 

مشخص نشده است اما ژنتیک یک بخش جدایی ناپذیر این 

. با این وجود این ژنتیک تنها [4, 3]دهد  بیماری را شکل می

شود. در  موارد دیابت نوع دو را شامل میدرصد از  15تا  19

فاکتورهای محیطی اصلی از جمله چاقی، کمبود  خطرواقع 

فعالیت فیزیکی، تغذیه مادر در دوران بارداری، مصرف سیگار 

توسط مادر در دوران بارداری، افزایش و کاهش وزن و استرس 

تواند در بروز دیابت نوع دو  در زمان تولد و افزایش سن می

فاکتور  خطر. چاقی به عنوان یک [5]مهمی داشته باشند نقش 

ها  اصلی در بروز دیابت شرایط پیش التهابی در آدیپوسیت

در افراد مستعد )از لحاظ ژنتیکی( زمانی که وزن بدن با است. 

رود یک حالت موازی از التهاب مزمن، که  افزایش سن بالا می

شود،  می های پیش التهابی مشخص توسط افزایش سایتوکاین

. در بافت چربی افراد چاق [3]تواند تغییراتی را ایجاد کند  می

 های ایمنی خصوصاً دلیل تجمع چربی، مهاجرت سلول به

یا  1یابد. فاکتور نکروز توموری آلفا ماکروفاژها افزایش می

TNF-𝛼 عنوان یک سایتوکاین پیش التهابی مهم توسط فعال  به

های  از این سلول NF𝜅Bو  MAPKشدن مسیرهای سیگنالینگ 

شود که این سایتوکاین خود سبب ترشح دیگر  ایمنی ترشح می

از  IL-6و  -TNFشود.  می IL-6و  IL-1𝛽ها از جمله  سایتوکاین

 ( سبب تحریک مسیرهایIRطریق رسپتور کلاسیک انسولین )

                                                           
1
 Tumor necrosis factor  ɑ 

و سایر  -TNFشوند.  میIKK-β/ NF-κBو  JNKالتهابی 

از عملکرد آن برای  IRS-1ها با فسفریلاسیون  آدیپوکاین

جلوگیری و در نتیجه مسیر  PI3K/Aktفعالسازی مسیر 

 . [1-8]کند  سیگنالینگ انسولین را قطع می

با توجه به ماهیت چند عاملی دیابت فاکتورهای محیطی نقش 

مهمی در بروز دیابت دارند. در واقع عوامل محیطی اثر خود 

. این تغییرات [4]کنند  ژنتیک اعمال می پیبر ژنوم را از طریق ا

شوند.  می DNAسبب تغییر در بیان ژن بدون تغییر در توالی 

، استیلاسیون DNAژنتیکی اصلی شامل متیلاسیون  سه تغییر اپی

. متیلاسیون [0]هستند  RNAبر پایه  سازوکارهایها و  هیستون

DNA کند. در واقع  نقش مهمی در بروز دیابت نوع دو ایفا می

EWASمطالعات 
مهمی بین  ی نشان داده است که رابطه 2

با  BMI (Body Mass Index)چاقی، دیابت نوع دو و 

. شواهد در حال افزایش [19]وجود دارد  DNAمتیلاسیون 

پاتوژنز دیابت نوع دو را از  DNAدهد که متیلاسیون  نشان می

نکراس و های بتا پا طریق اثر بر ترشح انسولین از سلول

 دهد.  مقاومت انسولین تحت تاثیر قرار می

مطالعات نشان داده است که تحت شرایط دیابت و گلوکز بالا 

ژنتیک، از جمله افزایش استیلاسیون  برخی تغییرات اپی

 دوو نوع  یکدر دیابت نوع  TNF- 𝛼ها در پروموتر  هیستون

های خون محیطی مشاهده شده است. همچنین نشان  در سلول

داده شده که متیلاسیون پروموتر این ژن در زنان دارای چربی 

های راهبردبدنی مرکزی بالاتر کمتر است. بنابراین امروزه 

گسترش یافته است  -ɑTNFدرمانی مبتنی بر داروهای ضد 

. با توجه اهمیت تغییرات اپی ژنتیک در ایجاد [13-11]

های چند عاملی، این مطالعه با هدف بررسی متیلاسیون  یبیمار

در بیماران مبتلا به دیابت نوع دو و  TNF-αپروموتر ژن 

 مقایسه آن با افراد غیر دیابتی انجام گردید. 

 

 ها روش
های مرکز کوهورت شهرکرد  طرح مورد مطالعه بر روی نمونه

در  IR.SKUMS.REC.1396.257صورت گرفت و با کد 

                                                           
2
 Epigenome-wide association studies  
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اخلاق دانشگاه علوم پزشکی  ی در کمیته 20/11/01تاریخ 

شهرکرد به تصویب رسیده است. آزمایشات در مرکز تحقیقات 

 سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد انجام گردید. 

 

 ها جمع آوری و آماده سازی نمونه

های خون افراد مبتلا به دیابت نوع دو  این مطالعه بر روی نمونه

سال که به  39و سن بالای  mg/dl 189دارای قند خون بالای 

مرکز کوهورت شهرکرد مراجعه نمودند، صورت گرفت. 

نمونه خون بیمار مبتلا به دیابت نوع  11صورت تصادفی از  به

فرد غیر دیابتی  39های خون  دو استفاده شد که با نمونه

ه شدند. حجم نمونه در هر گروه با استفاده از )کنترل( مقایس

 09تا  41آزمون آماری محاسبه گردید. افراد دارای سن بین 

 ی نفره افراد دارای سابقه 31سال بودند. بیماران به دو گروه 

ابتلا  ی نفره افراد دارای سابقه 39سال و گروه  5ابتلا بیشتر از 

روه کنترل و بیمار سال برای بیماری تقسیم شدند. گ 5کمتر از 

گونه  از نظر سن و جنس مطابقت داشتند. گروه کنترل هیچ

خانوادگی دیابت و فشار خون بالا نداشتند و قند خون  ی سابقه

 بود. mg/dl 119آنها کمتر از 

 

 آزمایشات بیوشیمیایی 

گیری قند، کلسترول،  آزمایشات بیوشیمیایی خون شامل اندازه

کوهورت شهرکرد با استفاده از  در مرکز HDLگلیسرید و  تری

 . گیری شد های تشخیصی پارس آزمون اندازه کیت

 

 و تیمار با بیسولفیت DNAاستخراج 

EDTA (0.5M )های حاوی  های خون در تیوب نمونه

ژنومی با استفاده از کیت استخراج  DNAآوری شدند.  جمع

DNA  ،سیناکلون(EX6071 استخراج شدند. کیفیت )ایران ،

 Thermo Fisher) 2999ها با استفاده از دستگاه نانودراپ  نمونه

Scientific, Waltham, MA, USA بررسی شد. تیمار بی )

 Qiagen, cat. nos. 59824)سولفیت با استفاده از کیت 

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit, Germany  صورت گرفت

که در طی این فرایند سیتوزین غیرمتیله به یوراسیل تبدیل 

 .مانند های متیله بدون تغییر باقی می شود اما سیتوزین می

 

 PCRطراحی پرایمر و انجام واکنش 

( با استفاده از NG_007462.1) TNF-ɑپروموتری ژن  ی ناحیه

و پرایمرهای متیله ویژه پروموتر تکثیر  Nested PCRروش 

، در اطراف TNF-ɑژن  UTR'5پروموتر و  ی شد. در ناحیه

وجود دارند که در  CpGناحیه  19( CDSکد کننده ) ی ناحیه

 (.1این مطالعه مورد بررسی قرار گرفت ) شکل 

طراحی  Meth Primerافزار  با استفاده از نرم PCRپرایمرهای 

نشان  1در جدول  Nested PCRهای پرایمر برای  توالی دند.ش

برای هر دو مرحله  PCRدمایی واکنش  ی اند. برنامه داده شده

 5مدت  به ºC 05عبارت بود از:  واسرشتگی اولیه در دمای 

مدت  به ºC51ثانیه،  39مدت  به ºC05سیکل شامل  35دقیقه، 

سازی  ثانیه و در نهایت طویل 39مدت  به ºC02ثانیه و  39

دقیقه. در نهایت کیفیت  5مدت  به ºC 02نهایی در دمای 

درصد بررسی  8آمید  آکریل پلی با استفاده از ژل  PCRمحصول 

 شد. 

هر نمونه، جهت بررسی میزان متیلاسون  PCRمحصولات 

توسط   ABI 3500تعیین توالی گردید. تعیین توالی با دستگاه

 شرکت ژنومین در تهران انجام گردید.
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 مبتلا به... بيماران در  TNF-𝛼 ژن پروموتر متيلاسيون بررسی: فرخی و همکاران

 
 ɑ-TNFژن  UTR'5در پروموتر و  CpGمناطق  -9شکل 

 کد کننده در کادر مشخص شده است. زیر پرایمرها خط کشیده شده است. ی شروع ناحیه این ژن بررسی شده است. CpGمنطقه  19
 

 Nested PCRبرای انجام  ɑ-TNFتوالی پرايمرهای ژن  -9جدول 

 PCR (bp) طول محصول توالی پرایمر( ʹ3→ ʹ5)  

 F1   GAGATAGAAGGTGTAGGGTTTATTAT ی اول پرایمرهای مرحله
R1   TCCAAAATACAACAAACAAAAAAAC 

488 

 

 ی دوم پرایمرهای مرحله

 
F2    AGTTTATGGGTTTTTTTATTAAGG 3ʹ 
R2   AAAAAAAACTAAAAAACAAACACC 3ʹ 

 
394 

 

 های آماری بررسی

( 18 ی )نسخه SPSSافزار  های آماری با استفاده از نرم آنالیز

دو و   ، کای way ANOVA oneصورت گرفت. از آزمون های 

ها و متیلاسیون  میانگین گروه ی برای مقایسه آزمون دقیق فیشر

 دار در نظر گرفته شد. معنی >95/9Pها استفاده شد.  بین گروه

 

 ها یافته
بیمار دارای  31فرد مبتلا به دیابت نوع دو ) 11در این مطالعه 

ابتلا  ی بیمار دارای سابقه 39سال و  5ابتلا بیشتر از  ی سابقه

فرد کنترل که از نظر سن و جنس  39سال( با  5کمتر از 

 19مطابقت داشتند، مقایسه شدند. پروفایل لیپیدی و متیلاسیون 

 بررسی شد. TNF-ɑاز پروموتر ژن  CpGمنطقه 

 های در این مطالعه به جز میزان قند خون ناشتا که بین گروه

دار را نشان داد، پروفایل لیپیدی و  مورد مطالعه ارتباط معنی

های مورد مطالعه  های دموگرافیک بین گروه همچنین ویژگی

(. در بررسی نتایج 2داری را نشان نداد )جدول  ارتباط معنی

داری بین متیلاسون  ، ارتباط معنیدست آمده هتعیین توالی ب

های مورد مطالعه  در گروه TNF-ɑپروموتر ژن  CpGمناطق 

 (.2وجود مشاهده نشد )جدول 

به تفکیک  TNF-ɑ در ژن CpGتعداد متیلاسیون مناطق 

های مورد مطالعه نیز بررسی گردید. نتایج ما  جنسیت در گروه

داری را در بین زنان و مردان در ارتباط با  اختلاف معنی

 (.3را نشان نداد )جدول  TNF-ɑمتیلاسیون پروموتر ژن 
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در  TNF-ɑپروموتر ژن  های دموگرافيک و پروفايل ليپيدی و ميزان متيلاسيون مقايسه ويژگی-0جدول 

 های مورد مطالعه گروه

 کنترل متغیرها
 گروه با سابقه ابتلا

 سال 5کمتر از  

 گروه با سابقه ابتلا 

 سال 5بیشتر از 

    جنسیت*

 12(0/38) 19 (3/33) 19( 3/33) مرد 

 10(3/11) 29(0/11) 29( 0/11) زن

 3/55±2/8 0/55±1/8 5/54±1/8 سن

BMI  (kg/m2) 1/4±4/28 3/5±2/39 8/3±5/28 

 4/2±0/09 **3/4±5/115 **1/15±1/155 (mg/dl) قند خون ناشتا

 3/0±1/100 0/0±5/100 2/8±5/183 (mg/dl) کلسترول

 1/15±3/114 4/14±0/118 0/13±3/150 (mg/dl) تری گلیسیرید

 HDL (mg/dl) 1/2±1/51 1/2±0/59 4/2±1/40 

 CpG TNF-ɑ 1/9±40/9 1/9±40/9 1/9±52/9میانگین تعداد متیلاسیون 

 سال بررسی شدند.  5ابتلا کمتر از  ی بیمار دارای سابقه 39سال و  5بیمار دارای سابقه ابتلا بیشتر از  31نمونه کنترل، 39
 اند.  ذکر گردیده Mean ± SEMصورت  متغیر جنس با فراوانی )درصد( و سایر متغیرها به *

** 95/9P< در مقایسه با گروه کنترل 

 
 های مورد مطالعه به تفکيک جنسيت در گروه TNF-ɑ در ژن CpGمقايسه تعداد متيلاسيون مناطق  - 3جدول 

 میانگین تعداد متیلاسیون جنس هاگروه متغیر

CpG TNF-ɑ 59/9±2/9 مرد کنترل 

 45/9±1/9 زن  

 41/9±1/9 مرد بیمار 

 54/9±1/9 زن  متغیر

فرد دیابتی که با روش تیمار بیسولفیت و تعیین توالی  11فرد غیر دیابتی و  31در  TNF-ɑبررسی شده در ژن  CpGتعداد مناطق 

 مشخص شده است. Mean ± SEMصورت  هبررسی شدند. متغیرها ب

 

 بحث
های چند عاملی  امروزه مشخص شده است که در ایجاد بیماری

ژنتیک نقش مهمی دارد.  علاوه بر تغییرات ژنتیکی، تغییرات اپی

بیماری دیابت نیز یک بیماری چند عاملی است که در طی چند 

متعدد که در ایجاد بخش ژنتیکی  های سال مطالعه و کشف ژن

آن نقش دارند مشخص شده است که عوامل محیطی در ایجاد 

با توجه به این موضوع در این مطالعه   آن نقش مهمی دارند.

که در مسیر  TNF-ɑسعی شده است که متیلاسیون ژن 

مولکولی دیابت نقش دارد، بررسی شود. در این روش از تیمار 

برای بررسی وضعیت متیلاسیون  بیسولفیتی که روش اصلی

های غیرمتیله  ها است، استفاده شد. در این حالت سیتوزین ژن

ها  یوراسیل PCRشوند که در طی واکنش  به یوراسیل تبدیل می

های متیله بدون تغییر باقی  شوند اما سیتوزین به تیمین تبدیل می

 TNF-ɑیابی قابل تشخیص هستند. ژن  مانند که پس از توالی می

در مسیر مولکولی پاتوژنز دیابت به نوعی نقش اولیه دارد و 
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 مبتلا به... بيماران در  TNF-𝛼 ژن پروموتر متيلاسيون بررسی: فرخی و همکاران

اولین  TNF-ɑشود.  باعث شروع وقایع مولکولی بعدی می

سایتوکین ترشحی از ماکروفاژهای تجمعی در بافت چربی 

ها و  است که آغازگر ترشح و فعال سازی سایر سایتوکاین

لین لانگرهانس یا قطع مسیر سیگنالینگ انسو βآپوپتوز جزایر 

های چربی سفید، کبد و  )ایجاد مقاومت انسولین در بافت

 عنوان یکی از دلایل اصلی ایجاد دیابت( و متعاقباً ماهیچه به

شود که باعث  سازی مسیرهای آنزیمی درون سلولی می فعال

( ROSایجاد شرایط التهابی و تولید گونه های فعال اکسیژن )

 .[11]شوند  در دیابت می

تاکنون چندین مطالعه در افراد مبتلا به  TNF-ɑدر مورد ژن 

دیابت و یا بررسی وضعیت متیلاسیون پروموتر آن در افراد 

دارای چربی بالا صورت گرفته است. در یک بررسی که در 

ها از  منظور بررسی سطح سرمی برخی سایتوکاین به 2911سال 

 خطردر دیابت نوع دو انجام شد نشان داد که  TNF-ɑجمله 

ز دیابت نوع دو به میزان زیادی با افزایش سطح برو

 TNF-ɑ ،IL-1β ،IL-6 ،IL-18های التهابی از جمله  سایتوکاین

. همچنین برخی مطالعات نشان داد در [14]مرتبط است  CRPو

دارای  TNF-ɑزنان دارای چاقی مرکزی بالاتر پروموتر ژن 

 .[13]متیلاسیون کمتر است اما سطح پلاسمایی آن بالاتر است 

و  TNF-ɑما ارتباطی بین متیلاسیون پروموتر ژن  ی مطالعه

دانیم کنترل بیان  دیابت نوع دو نشان نداد. همانگونه که می

علاوه بر متیلاسیون ی تغییرات اپی ژنتیکی،  واسطه هها ب ژن

DNAاز مسیرهای دیگری مانند تغییرات هیستونی و ،micro 

RNA گیرد. احتمال دارد عدم مشاهده  نیز صورت می

خاطر نقش  هما ب ی در مطالعه  TNF-ɑمتیلاسیون در پروموتر 

از طرفی با توجه به اینکه میزان  مسیرهای تنظیمی باشد. سایر

BMI داری  ما اختلاف معنی ی های مورد مطالعه در گروه

تواند دلیل دیگری بر عدم مشاهده اختلاف در میزان  نداشت می

های مورد مطالعه باشد. چرا که مطالعات  در گروه متیلاسیون

ثری در تغییرات اپی ؤتواند عامل م نشان داده وجود چاقی می

 .[13]باشد  TNF-ɑژنتیکی ژن 

یک بررسی بر روی هیدروکسی متیلاسیون و متیلاسیون  اخیراً

های خونی بیماران دیابت نوع دو که با  در سلول DNAکلی 

طور مناسبی کنترل  شدند و بیمارانی که بهدارو به خوبی کنترل 

-TNFنشدند در مقایسه با افراد سالم نشان داد که پروموتر ژن 

ɑ طور مناسبی کنترل نشدند کمتر متیله  در افرادی که با دارو به

. ما میزان کنترل دیابت در بیماران را بررسی [15]شده است 

تیلاسیون عدم مشاهده تغییر در میزان م نکردیم و احتمالاً

تواند با کنترل دیابت در بیماران مورد مطالعه ما مربوط  می

 باشد. 

قابل  ی ژنتیک بر روی بافت خون که یک نمونه مطالعات اپی

هایی که در ارتباط با ایجاد  دسترس است نسبت به سایر بافت

تواند در تشخیص زودرس بیماری کمک  دیابت هستند می

تغییر در متیلاسیون پروموتر ژن رغم اینکه ما  کننده باشد. علی

TNF-ɑ های مورد مطالعه  خون محیطی بین گروه ی در نمونه

های  ژنتیکی سایر ژن مشاهده نکردیم، شاید بتوان با مطالعه اپی

خون  ی دخیل در پاتوژنز بیماری در خون محیطی، از نمونه

  و درمان بیماری دیابت بهره برد. عنوان مارکر در تشخیص هب

 

 گیری نتیجه
 TNF-ɑهایی مانند  سد تغییرات اپی ژنتیکی سایتوکاین نظر می هب

نقش  دوکه در ایجاد مقاومت به انسولین در بیماران دیابتی نوع 

دارند در نمونه خون محیطی محسوس نیست و در این رابطه 

 های دیگر باید مورد بررسی قرار گیرند.  بافت احتمالاً
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نامه خانم زهرا مرادی  حاصل بخشی از پایاناین مقاله 

این مطالعه   ی . هزینهاستدانشجوی کارشناسی ارشد ژنتیک 

توسط معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی 

مین گردیده است که بدین وسیله تقدیر و تشکر أشهرکرد ت

گردد. از پرسنل محترم مرکز کوهورت دانشگاه علوم  می

ها و انجام آزمایشات  آوری نمونه در جمع پزشکی شهرکرد که

بیوشیمی ما را یاری کردند و همچنین افراد شرکت کننده در 

 گردد. مطالعه تقدیر و تشکر می
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ABSTRACT 
 

Background: Type II diabetes is a chronic inflammatory condition that is associated with a combination of 

genetic and environmental factors. Tumor necrosis factor alpha or TNF-α as an adipocyte cytokine, which 

affects the signaling pathway of insulin, can contribute to insulin resistance in type 2 diabetes patients. 

Considering the importance of epigenetic changes in multifactorial diseases, this study aimed to investigate 

TNF-α promoter methylation in patients with type 2 diabetes. 

Methods: This study was performed on 61 patients with type 2 diabetes and 31 non-diabetic patients. The 

Groups were matched in terms of demographic characteristics. The lipid profiles were measured by standard 

kits. TNF-α promoter methylation levels were measured by bisulphite treatment method, Nested PCR and 

sequencing. 

Results: There was no association between TNF-α promoter methylation gene promoter and type 2 diabetes 

in the studied groups. Also, there was no association between TNF-α promoter methylation in diabetic and 

non-diabetic groups between males and females. 

Conclusion: The epigenetic changes in cytokines that contribute to insulin resistance in type 2 diabetic 

patients seem to be ineffective in peripheral blood samples, and other tissues may need to be investigated in 

this regard. 
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