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  25/4/83: تاريخ دريافت
 8/12/83: تاريخ پذيرش

  
  

   ميتوكندريايي در ديابت نوع دوDNAبررسي فراواني جهش هاي 
  

  1زاده فرزانه درويش ، 2دراج قمر سلطان، 2*مسعود هوشمند، 1باقر لاريجاني
  

  چكيده
تا كنون تعدادي بيماري ناشي از .  مخصوص به خود داردDNAهاي داخل سلولي است كه   ارگان  ميتوكندري يكي از:مقدمه

هاي ژني  عواقب اين جهش. باشد  مي5kb و حذف A3243Gها، جهش  يكي از اين جهش. شده است گزارش mtDNAجهش 
 و A3243GtRNAleuهدف از اين مطالعه تعيين جهش .  است2آورد كه يكي از آنها ديابت نوع  ها را بوجود مي طيفي از بيماري

  . باشد  مي2 در بيماران ديابتي نوع 5kbحذف 
هاي تعيين توالي،  از روش. گيري شده بود، استخراج گرديد  كه ميزان انسولين آنها اندازه2ديابت نوع  بيمار DNA 130 :ها  روش

SSCP, PCR – RFLPدر بررسي  A3243GtRNAleu و از روشPCR multiplex 5 در تعيين حذفkb فرد  40 استفاده شد و با
  .  مقايسه شدسالم
ولي درشش بيمار جهش ژني . مشاهده نشد 5kb و حذف A3243GtRNAleuه جهش كدام از بيماران مورد مطالع در هيچ :ها يافته

A3314 در منطقه mt NP1ديده شد  .  
دارد  وتا به حال گزارش نشده است پس اهميت زيادي   در منطقه حفاظت شده ژنوم جانداران قرار داردA3314 جهش:گيري نتيجه

 ابتلا به ديابت ميزان خطريتوكندريايي و درصد هتروپلاسمي آن در تعيين هاي ژني م  تعيين جهش. وتحقيقات بيشتري را مي طلبد
  . ثر استؤم باليني بسيار ميقبل از بروز علا

 
  ,mtDNA ، A3243G 5kb ، ميتوكندري ، 2ديابت قندي نوع : يكليدواژگان 

                                                 
  متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي تهران ريز و  مركز تحقيقات غدد درون -1
   پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري-2
  

؛ پست 4580399:نمابر؛ 4580390: اتوبان كرج ، بلوار پژوهش،پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري؛ تلفن17كيلومتر  : نشاني *
  ir .ac.NIGEB@massoudh: الكترونيك
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DNA...  36هاي  بررسي فراواني جهش: هوشمند وهمكاران

  مقدمه
باشد  ريز مي هاي غدد درون ترين بيماري ديابت يكي از شايع
انسولين يا هر دوي آنها در اين بيماري كه توليد يا عملكرد 

  . ]2و1[شود  دچار اشكال مي
صلي انسولين، پايين آوردن قند خون و فعال كردن اعمل 
هاي بدن  مواد غذايي مختلف در بافتسازي   ذخيرهسامانه

اشاره باشد، بنابراين در صورت بروز هر يك از اشكالات  مي
ود كه در صورت ر شده در مورد انسولين، قند خون بالا مي

عدم كنترل در دراز مدت موجب بروز عوارضي چون 
هاي قلبي عروقي، آسيب چشم، كليه و اعصاب  بيماري

  .]3و2[خواهد شد 
، 2، نوع 1بندي جديد، ديابت به نوع  امروزه بر اساس تقسيم

 در ابتلا به .شود ديابت حاملگي و انواع متفرقه تقسيم مي
 . ضروري استتيك و محيطژن عاملو دبيماري ديابت وجود 

 در دوقلوهاي همسان مدرك 2بروز همزمان ديابت نوع 
 مي باشد 2ها در بروز ديابت شيرين نوع  مستدلي از نقش ژن

 نقش اساسي ميتوكندري 1992اولين بار در سال براي . ]5و4[
 ديابت ،1996در تثبيت گلوكز خون آشكار و در سال 

  .]6و7[ميتوكندريايي شناسايي شد 
 علت بيماري را جهش ،هاي مولكولي  كمك روشبا

A3243G tRNAleu 5 و حذفkb در  DNAايي  ميتوكندري
   .كردند شناسايي

 ميتوكندري يك سلول تنها حدود يك درصد از DNAكل 
 ،mtDNAهاي  يكي از ويژگي. شود  را شامل ميآن DNAكل 

هاي  اولين جهش. باشد پذيري قابل ملاحظه آن مي جهش
 . شناسايي شد1990اوايل دهه در  mtDNA يبيماريزا

 متنوع DNA  mtهاي  محدوده بيماري باليني ناشي از جهش
ها اغلب سبب نقص عملكردي در زنجيره  اين جهش. باشد مي

هاي غير   آنزيم،كه در اين زنجيره طوري هب. شوند تنفسي مي
 متابوليسم اختلال در. ] 8- 10[. مي گردندطبيعي هم توليد 

اي از جهش در   نشانه ،دنبال نقايص آنزيمي به گلوكز
mtDNAاي   جهش نقطه.]10[ باشد  ميA3243G tRNAleu  

 هاي باعث بيماري بسته به ميزان جهش  mtDNAدر 

MELASو  Leiqh  مطالعاتي در . ]12و11[ شود ميديابت و
 جمعيت ديابتي بيماران  دراين جهشآسيا انجام شده و ميزان 

 در ايران .]12و11[ ارش شده است درصدگز1 – 3آسيايي 
  .مطالعه اي انجام نشده استدر اين زمينه تا به حال 

با توجه به اين كه تشخيص و درمان زود هنگام ديابت به هر 
 كه  مهم اينبا در نظر گرفتن علت اهميت شاياني دارد و 

يا  گيريتشخيص اوليه اين بيماري با تعيين جهش در پيش
 ريزي شد و اين مطالعه طرح. ستا ثرؤتأخير بروز ديابت م

 در ناحيه mtDNAهاي   آن تعيين جهش اصليهدف
A3243G tRNAleu  5و حذفkbبيمار ديابتي نوع 130 در 

  . باشد دو مي
  

  ها روش
 ديابتدرمانگاه به  مراجعه كننده 2 بيمار ديابتي نوع 130

 م باليني و آزمايشگاهييييد علاأ ت بعد از بيمارستان شريعتي
 توسط پزشك معالج انتخاب و به ،خيص قطعي ديابتو تش

 فرد غير ديابتي نيز كه به 40.واحد خونگيري ارجاع شدند
هاي بيمارستان شريعتي مراجعه كرده بودند و  ساير درمانگاه

 به عنوان گروه كنترل انتخاب ؛سابقه فاميلي ديابت نداشتند
اي  ه پس از اخذ رضايتنامه كتبي از بيماران، پرسشنام.شدند

 تكميل   ، سير بيماري و سابقه فاميلي  فرديشامل اطلاعات
  -1.  گروه تقسيم شدندچندشد و بر اساس آن بيماران به 

 ديابت با توارث پدري –2) مورد4(ديابت با توارث مادري 
-4) مورد6( ديابت با توارث مادري و پدري –3)  مورد5(

- 5 3ا  ي2 در خويشاوندان درجه  ديابتخانوادگيسابقه 
  بدون هيچ سابقه فاميلي.
 بيمار ديابت با شروع زودرس 2 ،علاوه در ميان بيماران ه ب

(MODY) ، 4 ،بيمار با 8 بيمار با مشكلات حاد قلبي 
 به  بيمار با ديابت4 و بيمار با فلج عصب چشم 2 ،رتينوپاتي

  .  مشاهده شدGDM دنبال 
ماران و  خون از بيml5 ،  ميتوكندرياييDNAاستخراج براي 

درون به  از خونليتر  ميليسه . گرفته شدگروه كنترل
با توجه  . منتقل شدEDTA محلول cc300هاي حاوي  فالكون
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37  )3شماره  (4؛ دوره 1384بهار . مجله ديابت و ليپيد ايران

در محل رها سازي به نظر مي رسد ميتوكندري  به اين كه 
آن وجود داشته و هاي ترشح كننده   گرانولازانسولين 

راين براي بناب ثير بگذارد؛أتواند در ميزان ترشح انسولين ت مي
هاي  و تغيير عملكرد سلولA3243G تعيين ارتباط بين جهش

 نيز براي خون از ليتر دو ميلي پانكراس مترشحه انسولين ،
 استفاده سيانوموگيري سطح انسولين با روش راديواي اندازه
 از نمونه خون استخراج DNAبا روش نمك اشباع، . گرديد
لظت حاصل حاصل تغليظ شد تا با توجه به غ DNA. شد

پس از آن نمونه . بتوان مقدار مناسبي از آن را برداشت نمود
 macro gene براي شركت sequencing DNAها براي انجام 
  .كره ارسال شد

اي   روش واكنش زنجيرهاز  A3243G تشخيص جهش براي
 با RFLPهاي تكميلي  و روش)  استانداردPCR (مراز پلي

 با 5kbتعيين حذف و در  عمل شد SSCP و Apa lآنزيم 
 از  پس.  قطعه مورد نظر تكثير يافت،muliplex PCRروش 

 تعيين توالي ABI 3/0 با دستگاه DNAهاي   نمونهآن

 پژوهشگاه ملي ،هاي ژنتيكي محل انجام كليه آزمايش.ندگرديد
  . مهندسي ژنتيك و زيست فناوري بود

  
  ها يافته

نگين سني  با ميا2ديابتي نوع    بيمار130در اين تحقيق 
 گروه كنترل بدون هيج گونه عنوان  فرد سالم به 40و  )5±50(

  .انتخاب شدند )45±5(سابقه فاميلي ديابت با ميانگين سني
گيري  به كمك راديوايمونواسي ميزان انسولين بيماران اندازه

  . شد و از نظر ميزان انسولين بيماران به سه گروه تقسيم شدند
           )ng/mlt 64/0 – 16/0( انسولين در حد طبيعي – 1
  )مورد96( 
  ) مورد30( انسولين بيشتر از حد طبيعي – 2
  ) مورد4( انسولين كمتر از حد طبيعي – 3

) Apa 1عمل هضم با آنزيم براي  (PCR – RFLPهاي  نمونه
يك از بيماران  در هيچ. برده شد% 8بر روي ژل آكرپلاميد 

  ). 1 شكل( مشاهده نشد  A3243Gجهش 
  

                                                1       2       3        4      5       6 

  
  

چاهك ، bp127 و 110وقطعاتbp237نمونه كنترل مثبت با قطعه RFLPنمونه:4چاهك شماره ،  DNA labor:1 چاهك شماره -1شكل 
  kb237نمونه كنترل منفي قطعه  RFLP:6شماره
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DNA...  38هاي  بررسي فراواني جهش: هوشمند وهمكاران

 
 

  . بيمار و كنترل منفي باند مشكوكي ديده نشد3در .  بيمار باند مشكوك ديده شد6كنترل منفي در :3، چاهك شماره SSCPجه نتي-2شكل 
  

 
 

  A3314 نمودار حذف نوكلئوتيد-3شكل 
  
  

1 2  3  4  5 6  7  8 9 10 11 12 13  

 
كنترل :13چاهك شماره  279قطعه bpا  ،bp 279وbp900كنترل مثبت با قطعه:2چاهك شماره : 4 چاهك شمارهDNA ladder -4شكل 

  ها نمونه بيمار با منفي در مابقي چاهك
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39  )3شماره  (4؛ دوره 1384بهار . مجله ديابت و ليپيد ايران

ناحيه ( جهش هاي متعددي گزارش شد tRNAleuدر ناحيه 
 تكثير شده و پس PCRهاي  بنابراين نمونه) hot spotداغ يا 

 single strand conformationاز آن به روش 

polymorphism 6در . برده شد% 10ميد يلاآكر بر روي ژل 
هاي  سپس نمونه .)2 شكل( باند مشكوك ديده شد 3بيمار 

  . مشكوك تعيين توالي شدند
  نتيجه تعيين توالي

 ناحيه  يككه A3314 در موقعيتAحذف نوكلئوتيدي 
 بيمار 6 بيمار از 2 . شدمحافظت شده در جانوران است ،ديده

 نظمي بي وبوده عارضه شديد قلبي دچار  ،داراي اين حذف
 بيمار 6همين  يك نفر از  در.در ميزان انسولين را نشان دادند

 در يك نفركمبود شديد انسولين ديده شد افزايش شديد و
   ).3 شكل(

 بر روي ژل multiplex نمونه ،5kbجهت تشخيص حذف 
يك از بيماران حذفي مشاهده  برده شد كه در هيچ% 3آكارز 
  .)4 شكل(نشد 

  
  بحث

 . است1هاي باز فعال شده  اكسيژن منبع انواع،ميتوكندري
 درصد از اكسيژن مصرف شده در فرايند 1 – 5/1حدود 

 آنزيم .شود مي ROSفسفريلاسيون اكسيداتيو تبديل به 
 H2O2 را به (OH)سموتاز سوپر اكسيداز، آنيون سوپر اكسيد د

هاي كاتالاز و گلوتاتيون  كند كه توسط آنزيم تبديل مي
فقدان يا نقصان . شود پراكسيداز تبديل به اكسيژن و آب مي

نهايت در  و H2O2عملكرد اين آنزيم حفاظتي موجب تجمع 
 چون .]13، 14[ شود ميهاي هيدروكسيل  تشكيل راديكال

 غشاي داخلي به به صورت گذرا mtDNAهاي  مولكول
 معرضشوند، به طور گسترده در  ري متصل ميميتوكند

دليل  ه ب.]15[ بينند اكسيداسيون قرار گرفته و آسيب مي
 ها در  ون فقدان هيست،هاي ضعيف ميتوكندريايي سازوكار

mtDNAسيستم ترميمي محدود   و mtDNA 10 برابر 20 تا 
هاي  ل راديكا.]16[  بيندميآسيب اي   هستهDNAبيشتر از 

                                                 
1 Reactive Oxygen specics 

 و در نتيجه حذف و DNAهاي  ت ريشهآزاد موجب شكس
شده زين رميكه پروت يياز آنجا. شوند اي در آن مي جهش نقطه

mtDNAن رمز شده يي با پروتDNAدر درون اي   هسته
 در صورت بروز جهش در ،شوند ميتوكندري تركيب مي

mtDNAهايي زنجيره  ، اشكالاتي در عملكرد يا ساختار آنزيم
 كاهش يافته و ATPيجه توليد شود، در نت  ايجاد ميتنفسي
آيند كه در نهايت  بوجود مي (ROS)هاي آزاد  راديكال

امروزه . ]17،16 [كنند بيشتري به ميتوكندري وارد ميصدمات 
ROSزاي   يكي از مهمترين عوامل جهشmtDNA محسوب 
مطالعاتي ديگر در مورد ساير جهش هاي  .]18، 19[شوند  مي

mtDNAدر  .]20[ ست آمده است انجام شده و نتايجي بد 
 بيشترين βهاي   سلول،A3243Gبيماران ديابتي با جهش 

 در ها  اين سلولدهند و درصد هتروپلاسمي را نشان مي
د نمودن بيمار براي انجام عاقمت. مناسبند بسياربررسي جهش 

 پس است مشكل  براي بررسيبيوپسي پانكراس و عضلات
 بنابراين.  بيمار است استفاده از خون، تشخيصترين راه ممكن

، انگيري ميزان انسولين خون بيمار  از اندازه پسدراين مطالعه
DNAبا  بيماران وشده استخراج ها آنهاي خون  از لكوسيت 

، تعيين PCR/SSCP, PCR/RFLP استاندارد PCRروش 
  . ند مورد مطالعه قرار گرفتPCR multiplex وmtDNA ،توالي

 جهش ،اه ز انجام آزمايشدر بيماران مورد مطالعه پس ا
 بيمار 6 مشاهده نشد اما 5kb و حذف A3243Gاي  نقطه

.  را نشان دادند كه تا كنون گزارش نشده استA3314حذف 
 قرار دارد و از لحاظ ND1 (mtDNA)اين حذف در منطقه 

. باشد مي  ژنوم جاندارانتكاملي ناحيه كاملاً حفاظت شده
 خود رايدهاي بعد از  آمينواسA3314كه حذف  دليل اين هب

 ND1ين ناحيه ي ساختار پروتتغييردهد، موجب  تغيير مي
 بيمار ودر ميان بيماران داراي اين حذف، د. خواهد شد

 كه حذف اين پرسشپاسخ به اين . داشتندعارضه شديد قلبي 
ژن عامل بيماري ديابت است يا خير و يا ديابت منجر به اين 

هاي مولكولي  سي نياز به برر يا نهحذف شده است
  . وبيوشيميايي بيشتري دارد

 را  A3243Gاي   و جهش نقطه5kbعدم تشخيص حذف 
، زيرا  دانست%5/0  هتروپلاسمي كمتر از به دليل توان مي
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DNA...  40هاي  بررسي فراواني جهش: هوشمند وهمكاران

 ،آميزي اتيديوم برومايد  با رنگPCR/RFLPروش 
 هتروپلاسمي PCR – SSCPو روش % 1هتروپلاسمي در حد 

كاهش نفوذ ژنتيكي، بروز . نمايد را تعيين مي% 5/0در حد 
 و نژادي خاص ميجهش در شرايط قو) متفاوت(متغير 

 در نظر توان از علل اين يافته  را ميبيماران مورد بررسي
  . گرفت

بروز از گيري  كه بررسي جهش در پيش يياز آنجا
ن ديابتي كه اختلالات ژنتيكي فرزندان بيمارادر هيپرگليسمي 

كال پيچيده ديابت و ديابت  پيشگيري از اشبرايو  دارند
 در بيماران ديابت حاملگي به A3243Gجهش (بارداري 

) ب بيشتر از ساير بيماران ديابتي گزارش شده استمرات
تعيين توجه بيشتر به ، بنابراين ما اهميت شاياني دارد 

 به طور معمول در  كه در بيماران ديابتيmtDNAهاي  جهش
پيشنهاد   رامي شودانجام نهاي تشخيص طبي  آزمايشگاه

 . دهيم مي
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