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 سالم افرادوبيماران ديابتي PBMCsدهشنهاي تحريك سلولدرTGF-β بيانژنمقايسه
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 چكيده

هايي كه در آنهـا انـدام ايمني به خصوص بيماري خودهاي در انواع مختلفي از بيماريTGF-βاثرات محافظتي فاكتور رشد:مقدمه

د   همچنـين بـا تحريـك توليـدTGF-β. جملـه اسـتآناز1 نـوع كه بيماري ديابت بررسي قرارگرفته موردشود رگير مي خاصي

از سايتوكاين از. مطرح است پيش التهابي به عنوان يك واسطه،Th17هايي و مقايـسه انجام هدف در اين مطالعه بررسـي  تفـاوت

درلف انواع مختهب بيماران مبتلا(PBMCS) خون محيطي تحريك نشدهاي هاي تك هسته در سلولTGF-βميزان بيان ژن  ديابـت

.مقايسه با گروه كنترل بود

به:ها روش از1 ديابت نوع بيماران مبتلا و يك گـروه18 به يك گروه بيست نفره با سن كمتر  سال در زمان تشخيص بيماري

به18همچنين.ندشد تقسيم سال در زمان تشخيص بيماري18بيست نفره با سن بيشتر از و بيـست2 ديابت نـوع بيمار مبتلا

به عنوان كنترل در همان منطقه جغرافيايي انتخاب شدند ژن. فرد سالم اي خـون محيطـي هاي تك هسته در سلولTGF-βبيان

(PBMCS) و تحريك نشده در هر گروه با استفاده از تكنيك .به روش كمي تعيين شدReal-Time PCR تازه

ژن:ها يافته از1مبتلا به ديابت نوع در بيمارانTGF-βبيان دار كـاهش معنـي. سال كاهش بيشتري پيدا كـرده بـود18 با سن كمتر

و18 با سن بالاي1مبتلا به ديابت نوع در هر دو گروه بيمارانTGF-βبيان ژن   سـال در مقايـسه بـا18بيماران با سن پائيين سال

و شد2مبتلا به ديابت نوع افراد گروه گروه افراد كنترل ژن هيچ تفاوت معني. مشاهده  بيماران مبـتلا بـه ميانTGF-βداري در بيان

.و افراد سالم كنترل وجود نداشت2ديابت نوع

ژن قبلي درباره هاي اين مطالعه يافته نتايج: گيري نتيجه ن در همچنـي،كنـد تقويت مـيرا يك نوعديابت درTGF-β تنظيم بيان

كه اين سال ديابتي مشاهده18و افراد بالاي سال ديابتي18زيرداري بين افراد هيچ تفاوت معني اين مطالعه مي نشد دهـد نشان

از انجـام مطالعـات بيـشتر.زايـي هـر دو نـوع دخيـل باشـد توانـد در بيمـاري يكساني مـي سازوكار  در مـورد انـواع ديگـري

از سايتوكاين . استبررسي كنوني ضروريهاي تأييد يافته براي Th17هاي ترشحي
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 مقدمه
TGF-βكه بـر يكي از سايتوكاين هاي چند عملكردي است

از وسيعي از انـواع سـلول روي محدوده  و در بـسياري هـا

از طريـق افـزايش(فرايندهاي زيستي نظيـر تنظـيم ايمنـي 

و تأمين شـيب لكولوم ،)هـاي كموتـاكتيكي هاي چسبندگي

مـاتريكس،ECM تنظـيم از راه( بـافتي تعميرات ضـايعات

مي) وارونه كردنو خارج سلولي  ].1[كندو تومورزايي اثر

TGF- βبـر روي بـازوي بـزرگ واقـع ژنـي بخشي توسط

 اثـرات محـافظتي.]2[شـود كد مـي (19q13)19كروموزم 

TGF-βاز در انواع به خـصوص هاي واكنش مختلفي ايمني

مي موارديدر  به اثبات رسـيده كه بافت خاصي درگير شود

كه ديابت نوع  تزريـق. جمله اسـتآناز (T1DM)1است

كه DNAاي درون ماهيچه  ژن پلاسميدي كننـدهكدحاوي

TGF-βاسـت (pCMV-TG-β1)و شــواهد ايـن نــوع آثـار

با تيمار NODهاي ديابت را در موش  وفـسفاميدلسيك شده

(CVP-Treated) بـا ايـن مـاده هـاي تيمـار نـشدهو موش 

TGF-β نقش محافظتي مـشابهي بـراي.]3[ دهد كاهش مي

به بيان عليه ديابت  هاي جزايـري سلول درTGF-β با توجه

نتيجـهدر يـاو]5،4[ مشاهده شده اسـت NODهاي موش

ي مشاهده مشابه اثرTGF-βتوليدكنندهTهاي تزريق سلول 

 تركيبـات ضـد توسـطTGF-βسازي غير فعال.]6[ گرديد

TGF-β،ژن.]8،7[ كنـد ابتلا به ديابت را تـسريع مـي بيـان

TGF-βهــاي سـلول در Tرگولاتــوري (Treg cells) درو

 مـشاهده شـده1ديابت نـوع محيطي كودكان مبتلا به خون

ژن.است  گذشته در مطالعات درTGF-βكاهش ميزان بيان

 كودكـان (PBMCS)اي خون محيطـي هاي تك هسته سلول

TGF-β.]10،9[ گزارش شـده اسـت1ديابت نوع مبتلا به

از طريـق تحريـك تمـايز پيش التهابي عنوان يك واسطههب

مي Th9و Th17 هاي سلول هـا كه اين سـلول]8[كند عمل

هـاي پاسـخ ايـن باعـث،هـا با فراخواني شيميايي لكوسيت 

مي  در فاز انتهايي پاسخ ايمنـي،به هر حالد امانشو التهابي

TGF-βبـه نظـر.]11[ كند مسيرهاي التهابي را سركوب مي

 memory هــاي بـر روي لنفوســيتTGF-β اثــر رســد مـي 

CD8+ T cells در مقايـسه بـا برخـورد نكـردهmemory 

CD8+ T cells ژن متفاوت باشـد كـه برخورد كرده به آنتي

وض،اين اثر  به و فعال وابسته و عيت تمايز سـازي آنهاسـت

.]12[ايمني دارد خـود درTGF-βاشاره بـه نقـش دوگانـه 

اشـاره بـه تغييـرات وابـسته بـه سـن در كه مطالعات اخير

ــت ــاري عل ــي بيم ــري، داردT1DMشناس ــال درگي احتم

و پيـشرفت بيمـاري سـازوكارهاي   مــد متفـاوتي را در القـا

ژن.]13[ دهدمي نظرقرار بـه عنـوان تواند ميTGF-βبيان

سـن بـا1ديابـت نـوع بين افراد مبتلا بـه افتراقعامل يك 

و18از افراد ديابتي بالاتروسال18كمتر از   افراد سالم سال

و افراد مبتلا به هدف ايـن. باشد مطرح2ديابت نوع كنترل

ــسه  ــق مقاي ژن تحقي ــان ــزان بي ــاوت در مي  درTGF-β تف

نـ هـاي تـك هـسته سلول  خـون محيطـي شدهاي تحريـك

(PBMCS) بيماران مبتلا به انواع مختلف ديابت در مقايسه 

.با افراد سالم است

ها روش
به بيماران در شروع بررسي از  كلينيك ديابتي مراجعه كننده

علـوم پزشـكي دانشگاه ديابت بيمارستان شريعتي وابسته به

. دعـوت بـه همكـاري شـد جهت شركت در مطالعه رانته

به ديابت جمعيت مورد با1نوع مطالعه شامل بيماران مبتلا

به ديابت)=20N( سال18سن زير 1 نـوعو بيماران مبتلا

2نـوع بيماران مبتلا بـه ديابـتو) =20N( سال18بالاي

)20N=  ( و يك گروه كنترل سالم)20N= (بيمـاران.بودند 

انجمن ديابـت آمريكـا تشخيصي معيارهاي براساس ديابتي

(ADA) حـداقل دارايي كـه بيمـاران، سپسند شد انتخاب

ازو نــدبود)(ADAاي يكــي از معيارهــاي ســه گانــه پــس

كه شامل ابتلا بـه ديگـر  بررسي معيارهاي خروج از مطالعه

كه سبب درگيري اعصاب وعروق مـي بيماي  ماننـد شـود ها

بر سرطان، نارسايي كليه، ادم محيطي،  مصرف داروهايي كه

ع عروقي علائم مثـل داروهـاي ضـد تـشنج صبي موثرند يا

در وجود نتي اريتمي،آو  سـابقه مـصرف تنبـاكو، پـا، زخـم

 ريـزي، افـزايش خـون الكـل،و مخـدر سابقه اعتياد به مواد

مـصرف داروهـاي متـسع كننـده هـاي قلبـي، سابقه بيماري

كه.وارد مطالعه شدند،عروق بيمـاري در سـن در مواردي

ش  سي سالگي تشخيص داده و قبل از و پيشرف حاد ده بود

 در خون را (Ketonemia)حضور مقادير زياد اجسام كتوني 

و درمـان توسـط انـسولين در اولـين سـال به همراه داشت

و ادامه يافته بود بـه عنـوان ديابـت  تشخيص بيماري شروع
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در.در نظر گرفته شـد1نوع  ايـن در بيـشتر بيمـاراني كـه

 DKAاند، داده شده تشخيص1 ديابت نوعبه عنوان مطالعه

و شروع درمان با انسولين در زمان تـشخيص اولين عارضه

از همچنين افراد سالم.بيماري اتفاق افتاده بود  مراجعـه نيز

. شدند انتخاب بيمارستان شريعتيبه گانكنند

كتبـي نامـه بيماران رضايت قبل از شروع بررسي از همه-1

و  ي در محـيط آوري خـون وريـد بعد از جمـع اخذ گرديد

شـ هپارين، جداسازي لنفوسيت  غلظتـيبيها با اسـتفاده از

و)077/1( فايكول  RNA Total پس از استخراج انجام شد

ــتفاده از ــا اس ــنتز Tripure (RocheAppliedScience) ب  س

cDNA ــر( شــدانجــام  Roche)،طبــق پروتكــل كيــت ب

Applied Science ،ســپس بــا روشReal time PCR بــا 

ــتفاده از ــراي ژن اس ــل ب ــاي ذي  HPRTوTGF-β پرايمره

(House-keeping)بيــان ژن عنــوان ژن كنتــرل بــه TGF-β

:بررسي گرديد
Forward (HPRT):5´CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT3´ 
Revers (HPRT):5´AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA3´

Forward (TGF- β):5´CGACTACTACGCCAAGGA3´
Revers (TGF-β):5´GAGAGCAACACGGGTTCA3´

 ميكروليتـر شـامل25 كمي درحجم PCRهاي تمام واكنش

 Real time SYBRگـرمو ده ميلـي cDNA نـانوگرم 250

Green/Rox PCR Master آب و ــا ــت پرايمرهـ و جفـ

nuclease Free گيـرد انجام مـي ميكروليتر20به حجم كل .

ــر ــتگاه دوReplicateهـ ــار در دسـ  ABI steponeبـ

quantitative PCR system ايـن تكنيـك مـورد بررسـي با

به سازي آنزيم پلي دماي ابتدايي براي فعال. قرار گرفت  مراز

كه به دنبـال آن oC35 دقيقه دماي10مدت   سـيكل40 بود

 ثانيــه در دمــايoC95 ،30 ثانيــه در دماهــاي5متــشكل از
oC57 ،سپسانجام شدMelting curve و  جهت شناسـايي

و همچنـين شناسـايي تعيين پيك مربوط به يك ژن خاص

ل از هاي حاصـ داده. شكل گرفتPrimer dimrersيلكتش

شد نرمال، به عنوان ژن مرجع HPRTبيان ژن  سپس.سازي

و تحليل انجـامct2∆∆- اطلاعات با اسـتفاده از روش تجزيه

و مطالعـه بـا داري معني.شد و اختلاف بين دو گروه كنترل

و SPSSافزارمو با استفاده از نرTاستفاده از آزمون  بررسي

 ).>05/0P(تعيين شد

ها يافته
 نفره بـا سـن20به يك گروه1ديابت نوع بيماران مبتلا به

و يك گروه18كمتر از 20 سال در زمان تشخيص بيماري

 تـشخيص بيمـارينال در زمـاسـ18با سن بيشتر از نفره

 اولمــدت زمــان بيمــاري در گــروه. بنــدي شــدند تقــسيم

ــا6/1±4/1 ــروه سـ و در گـ ــود9/1±7/1 دومل ــال بـ . سـ

 ميـزان. شـده اسـت ارائـه1 بيماران در جـدول هاي ويژگي

 هـاي در گـروه Fold change تغييرات بيان ژن بـه صـورت

كاهش محـسوس. شده استمشخص1نمودار در مختلف

ژندرداريو معنـي   در هــر دو گــروهTGF-β ميــزان بيـان

،CI 95%)7/0-06/3[( ســـال18جوانـــان ديـــابتي زيـــر

002/0P= 26/0fold change [جوانان ديابتي بـالغ گروهو

 CI 95%001/0P< 17/0fold)2/1-8/3[( سـال18بالاي 

change [ بيـان. مشاهده شـد كنترل گروه در مقايسه با افراد

بي سال18بالاي در بيمارانTGF-βژن  زيـر اران م ـكمتر از

ل تـوجهي نرسـيد بود اما اين مقدار بـه ميـزان قابـ سال 18

)2/0=P(.ژن به طور قابـل تـوجهي در -βTGFميزان بيان

 در مقايسه با بيماران مبتلا بـه1ديابت نوع بيماران مبتلا به

ــوع ــت2ديابـــت نـ ــاهش يافـ ،CI 95%)2/1-03/3[( كـ

001/0P< ،14/0-fold change[.هيچ تفـاوت محـسوسي

نو در بيماران مبتلا بهTGF-βدر بيان ژن  و افراد2ع ديابت

.گروه كنترل وجود نداشت

و ويژگي-1جدول  گروه كنترل افراد هاي كلي بيماران ديابتي

 متغير
 گروه كنترل

)20=تعداد(

2 ديابتي نوع گروه

)20=تعداد(

18 ديابتي بالغ بالايگروه

)20=تعداد(سال،

 جوان1ديابتي نوع گروه

)20=تعداد( سال،18 زير

2±411±924±58 12±55)سال(سن

14/66/125/1511/12زن/مرد: نوع جنسيت

-kg/m2(1/27±6/27/27±2/33/21±7/2(نمايه توده بدني

1/31±5/494/20±19-- نياز روزانه به تزريق انسولين
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 در بيماران داراي انواع ديابتTGF-β ژن بيان Real time آناليز كمي-2جدول

%)CI 95( ميزان بيان  نوع ديابت ناداريسطح مع

)06/3-7/0(26/0 002/0 *سال درمقايسه با گروه كنترل18 جوان زير1 ديابتي نوع گروه

)8/3-2/1(17/0 001/0  سال درمقايسه با گروه كنترل18 بالغ بالاي1 ديابتي نوع گروه
)3/1-8/1-(06/1 8/0  در مقايسه با گروه كنترل2 ديابتي نوع گروه

دtآزمون*  معني دار است05/0ست آمده درسطح به

ژن-1 نمودار  هاي مختلف بيماران ديابتي در گروهTGF-β ميزان بيان

 بحث
ژنكه ميزان اين مطالعه مشاهده گرديد در  بـهTGF-βبيان

 تحريك نشدهاي هاي تك هسته طور قابل توجهي در سلول

 مبتلاهر دو گروه بيماراندر (PBMCS)خون محيطي تازه

 در مقايـسه سـال18بـالايو سال18زير1به ديابت نوع

.ر اسـتو افراد سـالم كمتـ2ديابت نوع با بيماران مبتلا به

18بالاي در افراد گروهTGF-β ميزان كاهش يافته بيان ژن

مهمي هاي فعال شده نقش مونوسيت.بيشتر آشكار بود سال

مي1زايي ديابت نوع در بيماري  هـاي وسـيت مون. كنند بازي

 دخيــل2زايــي ديابــت نــوع التهــابي نيــز در بيمــاري 

به سمت ايم.]15،14[هستند ديابت تراپي ونواخيراً توجهات

هـاي ايمنـي بـا هـدف قـرار دادنو سركوب واكنش1نوع 

و سـلولTهاي سلول تنظيمـي(Tهـاي خـود فعـال شـده

(Treg cells) بيـان چنـدين سـايتوكاين. جلب شـده اسـت

 Tregs در -βTGFو ضــد التهــابي از جملــه پــيش التهــابي

د به عـدم.]9[ مشاهده شده است1ع يابت نو بيماران مبتلا

ــين  ــان ب ــادل بي ــوان Th1/Th2تع ــه عن ــي ب  در پاســخ ايمن

 شناخته شـده خود ايمني در گسترش اختلالات سازوكاري

به دخالت سـلول  +Th17 CD4هـاي است اما شواهد اخير

ــه از تمــايز لن هــاي بكــر در نتيجــه فوســيتاشــاره دارد ك

و IL21و IL6وTGF-βهاي توليد شده از تركيب سيگنال

IL-1 beta وIL23هاي توليد لنفوسيت.]16[ اند ايجاد شده

ــده  ــسIL17كنن ــخوؤ م ــسياري از پاس ول ب ــابي ــاي الته ه

ه گزا.]17[ايمني هستند خود تروژنـي در رشـات قبلـي بـه

و ويژگي  جوانان زيـرايه گروه متابوليكهاي ژنتيك ايمني

و بالاي 18 به ديابت نـوع سال18 سال 1در بيماران مبتلا

مطالعات اخير الگوي متفاوتي از بيـان.]14،13[ دارداشاره

هـاي خـون محيطـي بيمـاران هاي التهابي در مونوسـيت ژن

 كــه وابــسته بــه تظــاهرات بــاليني بــالينيمبــتلا بــه ديابــت 

ــين ــشخيص وهمچن ــن ت ــاري س ببيم ــي ــد م ــشان اش  ن

 در مطالعاتي كـه بـرروي هماهنگي نرخ پايين ].14[اند داده

 سـال18ديـابتي بـالاي بـراي بيمـاران انجام شده قلوها دو

به اثر نـاچيز  ژنتيكـي در اسـتعداد عوامـل خطـرزاي اشاره

و ديابـت سـالگي18شروع ديابـت بعـد از ابتلاي افراد به

ــسالان ــالقوه بزرگ ــي ب ــود ايمن  latent autoimmune]خ

diabetes of adults (LADA)] كه بيـشتر بـه صـورت دارد

 (nonInsulin reguiring diabeteg)انـسولين بـه بدون نيـاز 
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از،در دوقلوهـا هماهنگييني پا در كنار نرخ.تظاهرمي يابد

ژن هر دو نوع ديابت هم ژنتيكي نظر  HLAهـاي بستگي با

تم ايمنـي هاي سيس كه اثر ناهنجاري،]13[دنده را نشان مي

 را تاييـد1ديابـت نـوع در استعداد ابـتلاي افـراد بـالغ بـه 

 مطالعات قبلـي يافته هاي با مطالعه كنوني هاي يافته.دكن مي

مبـتلا بـه بيمـاراندر،زايي بيماري درTGF-βدرمورد نقش

در همچنين كاهش محسوسي.همخواني دارد1ديابت نوع 

 سـال18ي بـالاي افراد ديابت در گروهTGF-βميزان بيان ژن

ي هـا بررسي پروفايـل بيـان سـايتوكاين.ه است مشاهده شد

به Th17ترشحي از  در سـنين1ديابـت نـوع بيماران مبتلا

 به منظور فهم نقش دقيـق مـسيرهاي مختلف شروع بيماري

Th17 رد1ديابـت نـوع در ميزان استعداد ابتلاي افـراد بـه

ســي چنــين بررهم. نمايــد ضــروري مــيرا ســنين مختلــف

هـاي مـرتبط بـاو اتوآنتي باديTGF-βهمبستگي بين بيان 

 سال18بالاي گروه1مبتلا به ديابت نوع ديابت در بيماران 

توانـد مفيـد مـي LADAو بيماران مبتلا بـه سال18زيرو

 Th17هـا كـه در مـسيرنكايو ديگـر سـايتوTGF-β. باشد

مي توليد مي مـاريبيعلائـم بـاليني تواننـد بـا ظهـور شوند

به سن  و همچنين مـي در ارتباطديابت مرتبط تواننـد باشند

 شناسايي انواع مختلـف تشخيصي براي هايبه عنوان ماركر 

به ذكر است ضروري اسـت. گيرند قرار مدنظرديابت لازم

مطالعات بيشتري براي تأييـد اطلاعـات مـشاهده شـده در 

.انجام شود حاضر مطالعه

 سپاسگزاري

هاي ارزنده سركارخانم مهـسا راهنمايياز مقاله نويسندگان

ايـن مطالعـه بـا.نماينـد قـدرداني مـيو ملي تـشكرآمحمد

 ومتابوليـسم دانـشگاه پژوهشكده علـوم غـدد حمايت مالي 

.علوم پزشكي تهران انجام شده است
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