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و ليپيد ايران  162-167)2شماره(11؛ دوره 1390دي-آذر. مجله ديابت

 بيماران ديابتياي خون محيطي تك هستههاي سلولدر IL23بررسي اثر بيان ژن

2مليآمحمد مهسا،2بزاز جوادتوكلي،2باقرلاريجاني،1 اكرم عيدي،2روشنك عباسي،2پروين اميري،2*فرزانه عباسي،1سعيدپيرمرادي

 چكيده

به خصوص بيماري هاي اتواي در انواع مختلفي از بيماري IL23اثرات بيان: مقدمه هايي كـه در آنهـا انـدام خاصـي درگيـر مني

كه بيماري ديابت مي به اثبات رسيده از همچنـين بـا تحريـك توليـد سـايتوكاين IL23. يك از اين جمله است نوعشود هـايي

Th17،از. پيش التهابي نقش دارد به عنوان يك واسطه و مقايسه هدف ب اين مطالعه بررسي ژن تفاوت در ميـزان در IL23يـان

 بيماراني با انواع مختف ديابت در مقايسه با افراد گروه كنتـرل (PBMCS) اي خون محيطي تحريك نشده هاي تك هسته سلول

.بود

به:ها روش از T1DMبيماران مبتلا و يك گروه بيست18 به يك گروه بيست نفره با سن كمتر  سال در زمان تشخيص بيماري

ا و T2DMبيمـار مبـتلا بـه تعـداد بيـست هم چنـين. بندي شدند سال در زمان تشخيص بيماري تقسيم18ز نفره با سن بيشتر

به عنوان كنترل در همان منطقه ژن. انتخاب شدند براي اين كار تحقيقاتي جغرافيايي بيست فرد سالم هـاي در سلول IL23بيان

گ(PBMCS)اي خون محيطي تك هسته و تحريك نشده در هر به روش كمـي Real-Time PCRروه با استفاده از تكنيك تازه

.تعيين شد

ژن:ها يافته افـزايش. بيـشتري پيـدا كـرده بـود افزايش سال18با سن كمتر از ) T1DM )juvenile-onsetدر بيماران IL23بيان

و معني  ژن محسوس و18 با سن بـالاي)T1DM)juvenile-onsetدر هر دو گروه بيماران IL23دار بيان  T1DM بيمـاران سـال

)adult-onset(و افراد18با سن پائين و. مشاهده شد T2DMگروه بيمار سال در مقايسه با گروه افراد كنترل تفاوت محـسوس

ژن معني به IL23داري در بيان .و افراد سالم كنترل وجود داشتT2DMدر بيماران مبتلا

بيماران ديـابتيدر down-regulatedو يك نوعدربيماران ديابتي IL23بيان up-regulation مطالعه ما نشان دهنده:گيري نتيجه

ژن نتايج اطلاعات قبلي موجود دربارهكه اين باشدمي T2DM دو نوع در بيماران ديـابتي.دنمايمي تاييدرا IL23ي تنظيم بيان

ب هيچ تفاوت معني يك نوع  سال ديـابتي مـشاهده نكـرديم كـه ايـن18 سن بالايو افراد با سال18ين افراد با سن زير داري را

مي سازوكاردهد نشان مي از. زايي هر دو نوع دخيل باشد تواند در بيماري يكساني مطالعـات بيـشتري در مـورد انـواع ديگـري

.هاي ما لازم است براي تأييد بيشتر يافتهTh17 ردههاي سايتوكاين
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بيبررس:همكارانو عباسي محيا تك هستهيها درسلولIL23ژناني اثر 163يابتيدمارانيبيطي خون

 مقدمه
و مهمـي در ايجـاد سايتوكاين هاي التهـابي نقـش مركـزي

كه ديابت  يكـي از (T1DM) يك نوعبيماري هاي اتوايمن

از23اينترلـوكين (IL23).]1[ نها مـي باشـد دارنـدآ يكـي

ســايتوكاين هــاي مهــم بــدن وعــضوي ازســايتوكاين هــاي 

پاسخ مي باشدكه به نظر مي رسد درايجاد IL12هترودايمر 

ــاي  ــش داردTh1 ه ــلول IL23.نق ــده ازس ــاي توليدكنن  ه

مـي نامنـد ترشـح Th17را نهـاآكه ) (17IL17اينترلوكين

ودر ها اين سايتوكاين.شوند مي و بسط پيـدايش گسترش

 ـنقـش دار IL17هاي توليدكننـده سلول در IL23.]3،2[دن

از القاء ژن ازجمله پروتئين هاي متصل شونده بـه 160بيش

DNA ژن ونيزالقاء هـاي مـرتبط بـا سيـستم دفـاعي برخي

به محل عفونت نقش ايفا مـي ميزبان ونيزنفوذ  نوتروفيل ها

.]5،4[كند

ژن،درانسان در IL12B پلي مورفيسم وردنآدر به رمـز كه

مي رسد كـه بـا نقش دارد،IL23از P40 واحد زير به نظر

.]6[ ارتبـاط مـي باشـد يـك در نـوع علايم ديررس ديابت 

اولين شـواهد مربـوط بـه in vitroمحيط هاي همچنين در

ــايي  ــرات الق ــاددر IL23اث ــارآ ايج در ث ــابتي ــررس دي  دي

ه همچنين مـشاهد.]7[مدآبه دست MLD-STZهاي موش

و IL23شده كـه باعـث NOتحريـك سـنتز ازطريـق القـا

در سلول1افزايش ارتشاح  و جزايـر هاي ايمنـي  پانكراسـي

به سمت ديابتي شدن مـي MLD-STZ تحريك موش هاي

 ديگـرطي مطالعه اي محققيناز گروهي ديگر.]4،7[ شود

و IL23ثابت كردند كـه در نقـش اساسـي ثابـت شـده اي

مي   شواهد.]8[ كند ايجاد التهابات در ارگان هاي خاص ايفا

كه بيانگر اين است كـه سـلول زيادي نيز وجود هـاي دارد

Th17 از پاتولوژيدر يماري هاي اتـوايمن نقـشب بسياري

 ايجـاددر ها با ترشح يك سري فاكتورهـا سلول اين.دارند

كه با خالص سـازي يك نقش دارند، نوعديابت بدين گونه

و BDC25ازمـوش هـاي Th17ازسلول هاي زيادي مقدار

به موش هاي ترانس ژنيكآانتقال در،ن  مـشاهده شـد كـه

د SCID,NODاين سري ازموش هـا مثـل يابـت عـوارض

 ايجـاددر STATS,IL6به همـراه IL23.]10،9[شد ايجاد

1- Infiltration 

به واسطه سلول هاي   STATS.]8[ نقش دارند Thالتهابات

مي شـوندIL17, ROR فاكتورهاي رونويسييباعث القا

از foxp3,T-betبه افزايش منجركه كاهش اين فاكتور،  كـه

 مرتبط بـا ايجـاد پاسـخ هـاي رونويسيدر فاكتورهاي موثر 

،هـستند Th1شـده بـه واسـطه سـلول هـاي التهابي ايجاد

.]11[ شوند مي

 موثر در پاتوژنز انواع مختلف ديابت سازوكاركهيياز آنجا

مـي توانـد بـه IL23بيـان ژن مشخص نمي باشد بررسـي

ي  درك فاكتور عنوان ب افراد تشخيصي با سن T1DMه مبتلا

و18كمتر از   افـرادوالسـ18از ديـابتي بـالاتر افـراد سال

هـدف.گروه كنترل مطرح باشدو (T2DM) دو نوعديابتي

ژن از  IL23ايــن تحقيــق مقايــسه تفــاوت در ميــزان بيــان

ــشده محيطــي درســلول هــاي تــك هــسته اي تحريــك ن

)PBMCs(به انواع مختلف ديابت در مقايـسه بيماران مبتلا

مي باشد .با افراد گروه كنترل يا سالم

ها روش

 بيماران

به ديابت از كلينيك ديابت بيمارستان شـريعتي بي ماران مبتلا

وابسته به علوم پزشكي دانشگاه تهران دعوت بـه همكـاري 

 بيماران براسـاس معيارهـاي انجمـن ديابـت آمريكـا.شدند

(ADA) كه حداقل داراي يكي. شدند وارد مطالعه بيماراني

شد،بودند)(ADAاي از معيارهاي سه گانه  .ند وارد مطالعه

سي سالگي تـشخيص كه بيماري در سن قبل از در مواردي

و حضور مقادير زيـاد اجـسام  و پيشرف حاد داده شده بود

و درمان توسط انسولين2كتوني به همراه داشت  در خون را

و ادامه يافته بود  بـه،در اولين سال تشخيص بيماري شروع

اني در نظر گرفته شد در بيشتر بيمـار يك عنوان ديابت نوع

به عنوان ديابـت نـوعكه در مطالعه  تـشخيص داده يـك ما

و شروع درمـان بـا انـسولين در DKAشدند،   اولين عارضه

 جمعيت نرمـال نيـز.زمان تشخيص بيماري اتفاق افتاده بود

. جغرافيايي انتخاب شدند از همان منطقه

2- Ketonemia 
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و ليپيد ايران )2شماره(11؛ دوره 1390دي-آذر. مجله ديابت 164

از. بيماران رضـايت نامـه كتبـي تهيـه شـد از همه-1  بعـد

ن وريـدي در محـيط هپـارين، جداســازي آوري خـو جمـع

)077/1(ها بـا اسـتفاده از شـيب غلظتـي فـايكول لنفوسيت

و پـس از اسـتخراج  بـا اسـتفاده از RNA Total انجام شد

Tripure (RocheAppliedScience)،ــنتز ــام cDNA س  انج

ــد ــت،( ش ــل كي ــق پروتك ، RocheAppliedScience) برطب

 از پرايمرهـاي بـا اسـتفاده Real time PCRسپس با روش

 به عنـوان HPRT (House-kepping)و IL23ذيل براي ژن

: بررسي گرديد IL23ژن كنترل بيان ژن
5´CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT3´Forward(HPRT) 

5´AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA3´Revers(HPRT): 
5´GGACAACAGTCAGTTCTGCTT3´Forward(IL23) 
5´CACAGGGCTATCAGGGAGC3´Revers(IL23): 

PCR كمي 

 ميكروليتـر شـامل25 كمي درحجم PCRهاي تمام واكنش

 Real time SYBRو ده ميلـي گـرم cDNA نـانوگرم 250

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

nuclease Free ميكروليترانجام مـي گيـرد20به حجم كل .

ــر ــارReplicateهـ ــتگاه، دوبـ  ABI stepone در دسـ

quantitative PCR system با ايـن تكنيـك مـورد بررسـي 

سازي دمايي متشكل از دماي ابتدايي براي فعال. قرار گرفت

به مدت آنزيم پلي  كه بـه. بودoC95 دقيقه در دماي10مراز

از40دنبال آن  oC95 ،30 ثانيه در دماهاي5 سيكل متشكل

 جهــت Melting curve بــود ســپس oC60ثانيــه در دمــاي

و تعيين و هـم شناسايي پيك مربـوط بـه يـك ژن خـاص

. شكل گرفتPrimer dimrersچنين شناسايي تشكيل 

 آناليز آماري

ژن داده  بـه عنـوان ژن HPRTهاي حاصل از بيان يـا بيـان

شد نرمال مرجع، از.سازي سپس آناليز اطلاعات با اسـتفاده

و اختلاف بـين دو significance. انجام شدندct2∆∆-روش 

م و و بـا T(T-test)طالعه با اسـتفاده از آزمـون گروه كنترل

و براسـاس SPSSافزار استفاده از نرم  significance بررسي

05/0P< 05/0( تعيين شدP<.( 

ها يافته
از20 به يك گروه T1DMبيماران مبتلا به  نفره با سن كمتر

و يك گروه 18  نفره بـا20 سال در زمان تشخيص بيماري

د18ســن بيــشتر از ر زمــان تــشخيص بيمــاري ســال

 juvenile)مدت زمان بيمـاري در گـروه. بندي شدند تقسيم

onset) 6/1±4/1و در گروه adult onset 7/1±9/1 سال

مختصات بيماران در جدول يك داده شده اسـت. سال بود

ــه صــورت  ــان ژن ب ــرات بي ــزان تغيي  درFold change مي

. مختلف در شكل يك داده شده استهاي گروه

هاي بيماران انواع گروهدر IL23بررسي بيان ژن

 هاي كنترل مقايسه با افرادگروه با انواع ديابت در

گروه بيمـاران ديـابتيدر IL23 كاهش مشخصي از بيان ژن

مقايسه با افراد گـروه كنتـرل مـشاهدهدر T1DM يك نوع

داراي كـاهش IL23 هـم چنـين بيـان ژن ).P=004/0)شد

در T1DM يـك نـوع ان ديـابتي گـروه بيمـار مشخصي در 

 بـود T2DMدو نـوع مقايسه با افرادگـروه بيمـاران ديـابتي

)02/0=P(اماقابل مقايسه بـا گـروه كنتـرل نبـود )1/0=P.(

 يـك نـوع گـروه بيمـاران ديـابتيدر IL23 تفاوت بيان ژن 

early onset T1DM دونوعديابتي مقايسه با گروه افراددر

T2DM 004/0(معني دار بود=P(در مقايسه با تفـاوت اما

 late onset يـك نوعگروه بيماران ديابتيدر IL23 بيان ژن

T1DM دو نـوع ديـابتي بيمـار مقايسه با افـراد در T2DM 

همچنـين ).P=05/0(داراي درصد معنـاداري كمتـري بـود

ژن تفاوت معناداري در  گـروه بيمـاران افـراددر IL23 بيان

 افـراد مقايـسه بـادر adult onset T1DM يـك نوعديابتي 

 juvenile onset T1DM يـك نـوع گـروه بيمـاران ديـابتي

).2شكل()P=4/0(مشاهده نكرديم
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بيبررس:همكارانو عباسي محيا تك هستهيها درسلولIL23ژناني اثر 165يابتيدمارانيبيطي خون

 مشخصات كلي بيماران ديابتي وگروه كنترل مورد مطالعه-1جدول

1نوعديابتي افراد متغيرها
 سال18 زير

1نوعديابتي افراد
 سال18بالاي

 كنترلگروه2نوعديابتي افراد

3/55±6/5812±2/243/9±6/116/4±9/2)سال(سن افراد
12/1115/512/66/14)زن/مرد(جنسيت

BMI (kg/m2-7/2±3/212/3±7/276/2±1/27(نمايه توده بدني
05/49±1/3119±4/20)روز/واحد(روزانه به انسولين نياز

A. 

B. 

بانوعبيماران مبتلا به ديابتدرIL23تفاوت قابل ملاحظه اي از بيان ژن بيان).P=01/0( دو مشاهده شد نوعبيماران مبيلا به ديابت يك در مقايسه

ژن).P=004/0( دو در مقايسه با گروه كنترل داراي تفاوت معني دار كمتري بود نوع در بيماران ديابتي IL23ژن   نوع در بيماران ديابتي IL23بيان

)يك early onset) T1DMبادر . داراي تفاوت معني داري نبودT1DM (late onset)مقايسه
ژن-2شكل  بيماران داراي انواع ديابتPBMCs خون تحريك نشده در IL23 بيان
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و ليپيد ايران )2شماره(11؛ دوره 1390دي-آذر. مجله ديابت 166

 بحث
ژن در بـه IL23اين مطالعه مشاهده گرديد كـه ميـزان بيـان

سـلول هـاي تـك هـسته اي تحريـك طورقابل توجهي در 

گروه بيماراندوهردر)PBMCs(نشده خون محيطي تازه 

 گروه كنترلو T2DM يك در مقايسه با بيماران نوعديابتي 

يافتـه افزايش ميزان همچنين.معني دار وكاملا مشخص بود

 در مقايـسه بـا juvenile onset گروه افراددر IL23بيان ژن 

مي رسـد كـه.بود شكارآadult onset افراد به نظر بنابراين

IL23 يـك ايفـا نـوع ديابـت ار مهمـي در ايجـاد نقش بسي 

 نقـش مهمـي التهـابي مونوسيت هـاي فعـال شـده.كند مي

مونوسـيت.دربيماري زايي ديابت نوع يك بازي مـي كننـد

بيمـاري زايـي ديابـت نـوع دو دخيـل هاي التهابي نيـز در 

 بـه سـمت ايمونــوتراپي اخيـرا توجهـات.]12،13[ هـستند 

T1DM بـو دناا هـدف قـرارد سركوب واكنش هاي ايمني

و خودTهاي سلول تنظيمـيTسـلول هـاي فعـال شـده

)Treg(بيـان چنـدين سـايتوكاين پـيش. جلب شده اسـت

و  از التهابي  بيماران مبـتلا Tregsدر IL23جمله ضدالتهابي

عدم تعادل بيان]14[به ديابت نوع يك مشاهده شده است

ردســازوكاريپاسـخ ايمنــي بـه عنـوان درTh1,Th2بـين 

 اما شـواهد.گسترش اختلالات اتوايمني شناخته شده است

به دخالت سـلول از +Th17cd4هـاي اخير اشـاره دارد كـه

بكر تمايز لنفوسيت  ينگي سـيگنال فراينـدهاي نتيجهدر،هاي

 يجـادا IL23,IL6,IL21توليد شده بـه واسـطه فاكتورهـاي 

مـسئول IL17هـاي توليـد كننـده لنفوسـيت.]15[ انـد شده

گزارشـات]17،16[ هستندنري از بيماري هاي اتوايم بسيا

و قبلي اشاره به هتروژنـي در  ويژگـي هـاي ژنتيـك ايمنـي

ــروه  ــك گ ــاي متابولي در juvenile onset،adult onset ه

به ديابت نـوع يـك دارد ينينـرخ پـا.]12،2[ بيماران مبتلا

concordance كه برروي بيماراندر ديابتي انجـام مطالعاتي

شـاره بـه اثرنـاچيزا T1DM adult onsetبراي بيماران شد،

 adult onset استعداد ابـتلاي افـراد ريسك هاي ژنتيكي در

T1DM خـودايمني بـالقوه بزرگـسالان ديابتو )LADA(

پيـدا كه بيشتر به صورت بدون نياز به انسولين تظـاهر دارد

ازدر هرچند.كند مي  ژنتيكيرنظ كنار نرخ پائين در بيماران

ژندو هر نشانرا HLAهاي ناحيه نوع ديابت همبستگي با

كه اين اشاره بـه اثـر ناهنجـاري هـاي سيـستم]2[دهد مي

يــد را تائ T1DM ايمنــي در اســتعداد ابــتلاي افرادبــالغ بــه

قدر.كند مي  IL23نقـشد بلي درمـور اين مطالعه اطلاعات

.كنــد اثبــات مــيرا T1DM بيمــاراندر بيمــاري زايــي، در

از رسي پروفايل بيان سايتوكاين بر در Th17 هـاي ترشـحي

سـنين مختلـفدر T1DMبـه ابتلاي افـراد ميزان استعداد

مي  و IL23 همچنين بررسي همبستگي بيـان.نمايد ضروري

 گــروهT1DMنتي بــادي مــرتبط بــا ديابــت بيمــارانآاتــو

juvenile onset،adult onset باشـد مفيـد توانديم.IL23 و

تواننـد مـي نقش دارند Th17ها كه در مسير كاينسايتو ديگر

به سن  در ارتباط با ظهور علائم باليني بيماري ديابت مرتبط

مي باشد تواند بـه عنـوان ماركرهـاي تشخيـصيو همچنين

هرچنـد.قـرار گيرنـد براي شناسايي انـواع ديابـت مـدنظر 

مطالعات بيشتري بـراي تائيـد اطلاعـات مـشاهده شـده در 

.ردنياز مي باشدمطالعه ما مو

 سپاسگزاري

هــاي ارزنــده ســركارخانم مهــسا راهنمــايي نويــسندگان از

ميآمحمد اين مطالعه با حمايت.نمايند ملي تشكروقدرداني

ريز ومتابوليسم دانشگاه علوم درون مالي مركزتحقيقات غدد 

.پزشكي تهران انجام شده است
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