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     چكيده

 
؛ بنابراين ستا 2ديابت نوع  باترين پلي مورفيسمي مرتبط شايع TCF7L2در ژن rs7903146 مورفيسم پلي: زمينه و هدف

سـتان جمعيـت ابـا ديابـت نـوع دو در TCF7L2 در ژن  rs7903146هدف از اين مطالعه بررسي همراهي پلـي مورفيسـم 
  آذربايجان شرقي بود.

آوري شد. بعـد از اسـتخراج معجنمونه خوني از افراد سالم  101نمونه خوني از افراد بيمار مبتلا به ديابت و  101تعداد  كار:روش
DNA ها با پرايمر اختصاصي، ها و كيفيت سنجي نمونهاز تمامي نمونهPCR .آنـزيم  در نهايـت بـا و الكتروفورز انجـام گرفـت

  د.مورفيسم هدف بررسي ش، تيمار شده و دوباره الكتروفورز گرديد و پليPCRمحصولات  Rsalمحدود كننده 
ست آمد و در افراد ) براي افراد سالم به د(درصد =5/49CTو  =7/33TT= ، 8/16 CCها به صورت فراواني ژنوتيپ :هاافتهي

در افراد سالم و  نيز T(درصد) محاسبه گرديد. درصد آلل  =43TCو  =43TT= ،14CCها به صورت نيز فراواني ژنوتيپبيمار 
  درصد گزارش شد. 5/35 ودرصد  9/57در افراد سالم و بيمار به ترتيب  Cدرصد و درصد آلل  5/64درصد و  1/42بيمار به ترتيب 

ته باشد. بنابراين با و ابتلا به ديابت ارتباط وجود داشTCF7L2 در ژن  rs7903146مورفيسم  بين پلياحتمالاً :گيرينتيجه
هاي مختلـف بررسـي جمعيت تمال ابتلا به ديابت را درتر رسيد و تشخيص احتوان به نتايج دقيقيشتر در اين زمينه ميمطالعات ب

  كرد.
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Abstract   
 
Background & Aims: Diabetes as a heterogeneous disease is characterized by a 
decrease in insulin sensitivity and a defect in insulin secretion. In general, diabetes is 
divided into four groups, type 1 diabetes, type 2 diabetes, gestational diabetes, and 
diabetes of various causes. To be Emerging evidence suggests that common and rare 
genetic polymorphisms can influence the risk of diabetic complications. Type 2 diabetes 
is a heterogeneous group of disorders that is usually characterized by the inability of 
pancreatic beta cells to increase insulin secretion to compensate for insulin resistance in 
peripheral tissues. Type 2 diabetes has been diagnosed in adults and is related to 
obesity, lifestyle, age, family history, and genetics. Genetically, many gene 
polymorphisms are known to be associated with this disease. The cause of type 2 
diabetes is a mixture of lifestyle and genetic factors, while a person can control some of 
these issues such as diet and obesity, other issues such as aging, being female, and 
genetics cannot be controlled. However, until now, the exact cause of this disease has 
not been determined and its prevalence rate is also increasing. In the last decade, the 
prevalence of this disease has increased alarmingly in Iran. The single nucleotide 
polymorphism 7903146rs is located in intron number 3 of the TCF7L2 gene, which is 
significantly associated with type 2 diabetes. The expression of TCF7L2 in pancreatic 
cells of type 2 diabetic patients compared to healthy individuals was reported to be 
accompanied by a decrease in insulin secretion. Apart from the effect of the TCF7L2 
variant on cell structure and insulin release from the beta pancreas, several studies have 
also reported a decrease in insulin secretion in response to the increased expression of 
TCF7L2 in the pancreas. The TCF7L2 gene is a transcription factor involved in the Wnt 
signaling pathway, which plays an important role in the development of pancreatic islets 
and fat. The TCF7L2 gene is considered one of the most important candidate genes for 
T2DM and plays an important role in blood glucose homeostasis and function. It has 
beta cells. The rs7903146 variant is one of the most important variants that has been 
proven to be related to diabetes in other populations, but so far no study has been 
conducted in East Azerbaijan on the relationship between the role of TCF7L2 in the 
development of type 2 diabetes, so the present study aims to investigate the relationship 
between poly The Morphism of rs7903146 in the TCF7L2 gene was performed in 
patients with type 2 diabetes in East Azerbaijan. 
Methods: 101 unrelated patients were invited to the diabetes clinic to provide blood 
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samples. The basic information of the patients such as BMI, gender, and age was 
recorded in a questionnaire, and to comply with the ethical principles, a tracking code 
was inserted at the top of each questionnaire. Also, 101 unrelated healthy people were 
selected from the general population to call the control subjects. In this study, about 2 cc 
of blood samples were taken from each person and collected in tubes containing EDTA. 
The collected samples were transferred to the laboratory with a flask containing dry ice 
and kept at -20°C until extraction. The tubes containing the blood samples of patients 
and controls were numbered separately, and their gender was also noted on the tubes. 
After DNA extraction from all samples and quality assessment of the samples with 
specific primers, PCR and electrophoresis were performed. Took finally, the PCR 
products were treated with RSal restriction enzyme and electrophoresed again, and the 
target polymorphism was checked. 
Results: The frequency of genotypes was found as TT=33.7, CC=16.8, and CT=49.5 
(percentage) for healthy people and the frequency of genotypes in sick people was 
found as TT=43, CC=14, and TC=43. = (percentage) was calculated. The percentage of 
the T allele in healthy and sick people was reported as 42.1% and 64.5%, respectively, 
and the percentage of the C allele in healthy and sick people was reported as 57.9% and 
35.5%, respectively. 
Conclusion: Because today diabetes is spreading all over the world as an 
unprecedented epidemic and also considering the role of genetic factors in the 
development of type 2 diabetes, it is necessary to investigate the genes related to this 
disease. It seems in the present study, the results showed that the frequency of the C 
allele, which is the dominant allele, is 57.9% in the healthy group, and 35.5% in the 
patient group, which shows a 22% decrease, and the frequency of the T allele, which is 
the polymorphism allele. It is 42.1% in the healthy group and 64.5% in the patient 
group, which 22% increase in the patient group shows that there is probably a 
relationship between the increase of the T allele and the risk of type 2 diabetes and the 
risk The incidence rate in the patient group is 2.501, and since it is more than one, there 
is a risk of contracting the disease, while the risk rate in the healthy group is 638.00, 
which is less than one. On the other hand, the frequency of genotypes was found as 
TT=33.7, CT=16.8, and CC=49.5 (percentage) for healthy people, and in sick people, 
the genotype frequency was as TT=43, CC=14, and TC = 43 (percentage) was 
calculated. The results of this study show that the types of polymorphisms are a factor 
for genetic diversity and determine the phenotypic diversity between people, and it may 
affect the susceptibility of people to diseases and the progression of diseases and 
polymorphisms. A gene shows a significant relationship with the probability of 
diabetes. In this study, the possibility of the association of rs7903146 polymorphism 
with diabetes has been determined, so it can be said that rs7903146 polymorphism can 
be used as an indicator and marker to detect the susceptibility to diabetes in other 
research, and considering that this polymorphism Gene Morphism shows a different 
frequency distribution in different regions, it seems that studying target gene variants in 
different populations to find their relationship with diabetes is important.  
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 و همكاران فريساع مهيفه

  مقدمه
ديابت به عنـوان يـك بيمـاري نـاهمگن بـا كـاهش 
حساسيت به انسولين و نقص ترشح انسولين مشـخص 

يابت وه، درگر يابت به چهادكلي ر به طو. )1(شـود مي
يابت به و ديابت حاملگي ع دو، ديابت نو، ديكع نو

ن ين ميادر اكه د شوميي بندعلل متفرقه تقسيم
 90-85كه % ده يابت بوع دنوع دو بيشــترين يابت نود

شواهد در حال . )2( شودشامل ميرا يابت ارد دكل مو
ظهور نشان مي دهد كه پلي مورفيسم ژنتيكي رايـج و 

تواند بر خطر ابتلا به عوارض ديابتي تأثيرگذار نادر مي
يك گروه ناهمگن از اختلالات  2ديابت نوع . )3( باشد

هاي بتا لوزالمعـده در است كه معمولاً با ناتواني سلول
افــزايش ترشــح انســولين بــراي جبــران مقاومــت بــه 

. )4( شـودهاي محيطي مشخص مـيانسولين در بافت
در بزرگسالان تشخيص داده شده است و  2ديابت نوع 

، سبك زندگي، سن، سابقه خانوادگي و ژنتيك با چاقي
هـاي مرتبط است، از لحاظ ژنتيكي، پلي مورفيسم ژن

 .)5( انـدزيادي در ارتباط با اين بيماري شناخته شـده
اي از سبك زنـدگي و آميزه 2علت ابتلا به ديابت نوع 

تواند برخي از كه فرد ميعوامل ژنتيكي است، در حالي
را كنتـرل كنـد  چـاقياين امور مانند رژيـم غـذايي و 

ساير مسايل ماننـد بـالا رفـتن سـن، مونـث بـودن، و 
ژنتيك قابل كنترل نيستند. با اين حال تاكنون دليـل 
قطعي پيـدايش ايـن بيمـاري مشـخص نشـده و نـرخ 
شيوع آن نيز رو به افزايش است. در دهه اخير، به طور 

اي شيوع اين بيمـاري در ايـران افـزايش نگران كننده
با توجه بـه گسـتردگي، پيچيـدگي و  .)6( ستيافته ا

چند عاملي بودن بيماري ديابت، شناخت دقيق عوامل 
همراه اسـت، و بيشـتر  هاييژنتيكي مرتبط با دشواري

هايي هستند افراد مبتلا به ديابت داراي بسياري از ژن
توانند در افزايش احتمال ابـتلا ها ميكه هركدام از آن

 نقش مشاركتي اندكي داشـته باشـند 2به ديابت نوع 
ديابت داشته باشـد  دوقلوهاي همساناگر يكي از . )7(

شانس ديگري در ابتلا به ديابت در طول دوره زنـدگي 
خواهد بود در حالي كه اين ميزان  %90چيزي بيش از 

است و تـا سـال  ٪50-25براي دوقلوهاي غيرهمسان 
است كه در ابتلاي  كشف شده ژن 36، بيش از 2011

همـه ايـن . )8(مشـاركت دارنـد  2فرد به ديابت نـوع 
كل مؤلفه ارثي ايـن بيمـاري را  %10ها با هم تنها ژن

 TCF7L2 توالي ژنبراي نمونه . )9( دهندتشكيل مي
و  دهدبرابر افزايش مي 	5/1خطر پيشرفت ديابت را تا 

بسـياري از . )10( بزرگترين خطر ژنتيكي شايع اسـت
 سـلول بتـاهاي مرتبط بـا ديابـت درگيـر عملكـرد ژن

هاي متعددي كه در بـروز ديابـت از ژن. )11( هستند
 ،كننـددخيل هستند يا ابتلاي به ديابت را تسهيل مي

ها نواحي بر روي اين ژن. )12( باشدمي TCF7L2ژن 
ند كه ارتباط اپلي مورفيسمي گوناگوني شناسايي شده

ها با اختلال در ترشح انسولين، توليد گلوكز و ميان آن
ثير مستقيم أهم چنين مقاومت به انسولين به واسطه ت

. )13( به اثبات رسيده اسـتهاي بتا پانكراس بر سلول
واقـع در   rs7903146پلي مورفيسم تك نوكلئوتيـدي

باشد كـه بـه طـور مي TCF7L2ژن  3اينترون شماره 
ــوع  ــا ديابــت ن ــوجهي ب بيــان  .مــوثر اســت 2قابــل ت

TCF7L2 ع يابتي نواس بيمـاران دپانكرهاي در سلول
نسولين اسالم كه با كاهش ترشح اد فرابه نســــبت  2

ثير أتا از جد. )13( ارش شــــــــدست گزده ابواه همر
هايي و رل بر ساخت سلوي هاTCF7L2يانت وار
از نيز دي متعدت مطالعااس، پانكري بتااز نسولين ا

ن يش بياافزاپاسخ به در نسولين اكاهش ترشح 
TCF7L2  ژن . )14( اس گــزارش شــده اســتپانكردر
TCF7L2 مسـير  يك فـاكتور رونويسـي را درگيـر در

كند، كه نقش مهمي در توسـعه مي Wntسيگنالينگ 
 TCF7L2ژن  .كنـدجزاير پانكراس و چربي بازي مـي

ــرين ژن ــي از مهمت ــراي يك ــد ب ــاي كاندي  T2DMه
شود و نقش مهمـي در هموسـتاز گلـوكز محسوب مي

،  2006در اوايل سـال . خون و عملكرد بتا سلول دارد
گزارش داد كـه  GWASيك مطالعه بزرگ در مقياس 

هـاي تـك نوكلئوتيـدي تـك برخي از پلـي مورفيسـم
)SNP در ژن (TCF7L2  به شدت بـا خطـر ابـتلا بـه

T2DM  در يك نمونه كنترل مـوردي ايسـلند همـراه
-از مهمترين واريانت rs7903146واريانت  .)15( بودند

ر جمعيت ها ارتبـاط آن بـا ديابـت ها است كه در ساي
اي در آذربايجان اثبات شده است ولي تا كنون مطالعه

در ايجـاد ابـتلا بـه  TCF7L2شرقي بر ارتبـاط نقـش 
صورت نگرفته است، لذا مطالعه حاضر بـا  2ديابت نوع 

در ژن  rs7903146هدف بررسي ارتباط پلي مورفيسم 
TCF7L2  ــوع ــت ن ــه دياب ــتلا ب ــاران مب ر د 2در بيم

  . )15( آذربايجان شرقي انجام شد
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  كار روش
مطالعــــــه حاضــــــر بــــــا كــــــد اخــــــلاق 

IR.IAU.TABRIZ.REC.1398.104  در كميســـيون
 كد اخلاق دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز به تصويب

د بيمار غير خويشاون 101تعداد  رسيد. در اين مطالعه 
جهت ارائه نمونه خون به كلينيك ديابت دعوت شدند. 

شـاخص تـوده بـدن،  اطلاعات اوليه بيمـاران از قبيـل
جنسيت و سن در يك پرسشنامه ثبت و جهت رعايت 

در بالاي هـر پرسشـنامه كـد رهگيـري  اصول اخلاقي
درج شد. همچنين براي فراخواني افراد كنترل، تعـداد 

ــرد ســالم غيرخويشــاوند از جمعيــت عمــومي  101 ف
هـاي ورود بـه مطالعـه انتخاب شدند. برخـي از ملاك

عدم پيشينه خانوادگي ابتلا بـه ديابـت نـوع دو  شامل
تسـت  حداقل در دو نسل قبل و آزمـون منفـي بـراي

 افراد گروه كنترل از لحاظبود.   مل گلوكز خوراكيتح
ز ادر اين مطالعـه  سني با افراد بيمار مطابقت داشتند.

سي نمونه خون گرفتـه شـد و در سي 2هر فرد حدود 
هاي آوري شـد. نمونـه، جمـعEDTAهاي حـاوي لوله

آوري شــده بــا فلاســك حــاوي يــخ خشــك بــه جمــع
ان اسـتخراج در آزمايشگاه انتقال داده شدند و تـا زمـ

هاي داري شدند. لولهگراد نگهدرجه سانتي -20دماي 
حــاوي نمونــه خــون افــراد بيمــار و كنتــرل جداگانــه 

ها ها نيز بر روي لولهگذاري شدند و جنسيت آنشماره
 DNAدر ايـن پـژوهش بـراي اسـتخراج  ذكر گرديـد.

ژنومي از كيت استخراج شركت امينسان استفاده شـد 
تورالعمل كيــت مربوطــه، مراحــل كــه مطــابق بــا دســ

استخرج به طور كامل انجام شـد. در نهايـت، محلـول 
DNA داري طـولاني مـدت، در دمـاي به منظور نگـه
بـه جهـت . گراد نگهداري شـددرجه سانتي 20منفي 

ــورز و  DNA كســب اطمينــان از اســتخراج از الكتروف
بر روي ژل آگارز استفاده شـد. سـپس  DNAمشاهده 

 NCBIاحي كدكننــده ژن از ســايت بــراي تعيــين نــو
استفاده گرديـد تـا نـواحي اينترونـي و اگزونـي ژن و 

  ها تعيين گردد.هاي آنواريانت
در اين مطالعه بـدين  هاي خونينمونه PCRپروسه 

به نسبت يك دوم  Rو  Fابتدا پرايمرهاي گونه بود كه 
سازي شد. بدين منظور ابتدا پرايمرهاي مذكور از رقيق

 150خارج شد. به اندازه گراد درجه سانتي -20فريزر 
 ميكروليتر آب ديونيزه بـه داخـل ميكروتيـوپ حـاوي

ــه داخــل  150و  Fپرايمــر  ــونيزه ب ميكروليتــر آب دي
منتقــل شــد و هــر دو  Rميكروتيــوپ حــاوي پرايمــر 

روليتر از هـر ميك 1ميكروتيوب تكان داده شد. سپس 
پرايمر در ميكروتيوپ مجزا ريخته شد و به داخل هـر 

ميكروليتر آب ديـونيزه افـزوده شـد.  2كدام به اندازه 
ليتـري خـالي، بـر ميلي 5/0يك ميكروتيـوپ  متعاقباً

ميكروليتـر از پرايمـر  1روي يخ آماده شد و داخل آن 
F  ميكروليتر از پرايمر  1وR  .رقيق شده، ريختـه شـد

ميكروليتر آب  8و  Master Mixميكروليتر  13سپس 
ديونيزه به همان ميكروتيوپ منتقل شـد و محتويـات 

سـپس بـه  .آن يك دور كوتاه به آرامي اسپين گرديـد
 DNAميكروليتر از محتويات ميكروتيوپ  2داخل آن 

استخراج شده منتقل شده و يك دور كوتاه بـه آرامـي 
 25جـم نهـايي ميكروتيوپ بـا ح اسپين گرديد. نهايتاً

قرار داشت. بعد ايـن كـه  PCRميكروليتر، در دستگاه 
ها در دستگاه ترموسايكلر قرار داده شد دسـتگاه نمونه

، PCRپـس از اتمـام  تنظـيم گرديـد. 2طبق جـدول 
تكثير يافتـه،  DNAهاي هاي حاوي نمونهميكروتيوپ

گراد منتقل گشـته درجه سانتي -21به فريزر با دماي 
داري گرديـد. تمـامي ايـن لكتروفـورز نگـهو تا انجام ا

هاي گرفته شده از افراد تكـرار مراحل براي ساير نمونه
 گرديد.

و مشـاهده  PCRبراي انجام الكتروفورز محصـولات 
هاي به همراه چاهك %1ابتدا ژل آگارز  DNAقطعات 

ــد. ســپس از ميكروتيوپ هــاي حــاوي آن تهيــه گردي
 5ها، به اندازه تمامي نمونه PCRمحصولات حاصل از 

هاي ژل منتقل گرديـد. در ميكروليتر به داخل چاهك
به همان انـدازه  DNA Ladder 50 bpچاهك اول نيز 

سـاعت بـا  1ريخته شد. دستگاه الكتروفورز بـه مـدت 
 تنظيم شده و عمل الكتروفورز انجام گرديـد. 90 ولتاژ

دقيقه  20آميزي ژل به مدت پس از اتمام، جهت رنگ
اتيديوم برمايـد قـرار داده شـد. سـپس بـه در محلول 

 دستگاه ترانس ايلوميناتور جهت مشاهده باندها منتقل
  شد.

جايگـاه  هاي محدودكننده،با توجه به اينكه از آنزيم
برشي آنزيم مشخصي دارنـد، از هضـم آنزيمـي بـراي 

هاي مورد مطالعه استفاده شـد. مورفيسمشناسايي پلي
والي قطعات تكثيـر شـده از براي انجام اين كار، ابتدا ت

 webcutterگرفته شـد و بـا نـرم افـزار  NCBIپايگاه 
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 http://rna.lundberg.yu.se/cutterzموجود در سايت 
آنزيم مناسب جهت هضم انتخاب شد. ابتدا بـه انـدازه 

ها، داخل يكي از نمونه PCRميكروليتر از محصول  10
ميكروليتــر آب  18ميكروتيــوپ ريختــه شــد ســپس 

 2يزه بــه آن افــزوده شــد. همچنــين بــه انــدازه ديــون
ميكروليتر از آنـزيم محـدود  2و  bufferميكروليتر از 

به داخل آن اضافه شد. سپس به آرامي با  Rsalكننده 
عمل پيپتينگ مخلوط شد و درب ميكروتيوپ محكـم 
بسته شد و پارافين گذاري گرديد. ايـن مراحـل بـراي 

ميكروتيـوپ در  اًهايتـها هم تكرار گرديد. نساير نمونه
گراد بـه درجـه سـانتي 37داخل بن مـاري در دمـاي 

  ساعت قرار داده شد. 16مدت 
تيمـار شـده بـا آنـزيم  PCRالكتروفورز محصـولات 

 %1ابتـدا ژل آگـاروز بدين گونه بود كه  محدود كننده
 5هاي آن ايجاد گرديد. سپس به اندازه تهيه و چاهك
بـه چاهـك اول و  DNA Ladder 50 bpميكروليتر از 

تيمار شده با  PCRميكروليتر از محصولات  7به اندازه 
 Loadingميكروليتر از  2با  PST1آنزيم محدودكننده 

buffer ها بارگذاري شـد. مخلوط شد، در ساير چاهك
ــاً ــي  نهايت ــده در مراحــل قبل ــر ش ــتور ذك ــق دس طب

براي مشـاهده قطعـات بـرش . الكتروفورز انجام گرديد
آنزيم (مرحله قبل)، ژل آگـاروز بـه مـدت  داده شده با

آميزي دقيقه در محلول اتيديوم برمايد جهت رنگ 20
ژل به دستگاه ترانس ايلومينـاتور  قرار داده شد. نهايتاً

بـرش داده  DNAمنتقل شد و باندهاي حاوي قطعات 
  برداري گرديد.شده، مشاهده و عكس

ــين پلــي مورفيســم  ــل انجــام پروســه تعي مراح

rs7903146  در ژنTCF7L2 ـــابتي ـــاران دي ، در بيم
گيري، شامل چند مرحلـه بـود كـه عبارتنـد از نمونـه

، PCR، الكتروفــورز، محصــول DNA ،PCRاســتخراج 
تيمار شده با آنـزيم  PCRانجام الكتروفورز محصولات 

محدودكننده، مشـاهده قطعـات بـرش دااده شـده بـا 
 در ايـن اسـتفاده هـاي پرايمرهـاي مـوردتواليآنزيم. 

  ارائه گرديد. 1مطالعه در جدول شماره 
بـراي  PCRشرايط چرخه دمايي در انجـام واكـنش 

  آمده است.  2در جدول شماره  هر دو جفت پرايمر
 نـرم از اسـتفاده بـا هاداده آزمايشات، تكميل از پس
 بـراي شـدند. تحليـل و تجزيـه 22 نسخة SPSS افزار

كـاي  آزمون از بيماري بروز با هاژنوتيپ بررسي ارتباط
براي آناليز متغيرهاي ژنتيكي، نـوع  شد. استفاده مربع

ــي ــاي  SNPوحش ــپ TCF7L2 ه ــفر، ژنوتي ــا ص ب
كدبنـدي  2و ژنوتيپ هموزيگوت بـا  1هتروزيگوت با 

هـاي مـورد مطالعـه  SNP. توزيع ژنوتيـپ بـرايشدند
بــراي تعيــين انحــراف از تعــادل هــاردي  محاســبه و 

يـك  بـا درجـه آزادي chi-squareواينبرگ از آزمـون 
  استفاده شد.

  
  هايافته

درصـد  7/60درصـد مـذكر و  3/39در اين مطالعه 
سـال  52هـا مونث بودند. ميانگين سـني در ميـان آن

 63درصـد سـالم و  37هاي مـذكر بود. در ميان نمونه
درصد 18ها مونث درصد ديابتي بودند و در ميان نمونه

درصد ديابتي بودند. ژل الكتروفورز جهـت  82سالم و 
ثير جريان الكتريكـي از أ، تحت تDNAتعيين قطعات 

 استفاده هاي پرايمرهاي موردتوالي -1جدول
  (جفت باز) طول توالي پرايمر  نام پرايمر

Forward 5'-ACA ATT AGA GAG CTA AGC ACT TTT TAG GTA  -3'  26 
Reverse 5'-GTG AAG TGC CCA AGC TTC TC  -3' 19 

 
  براي هر دو جفت پرايمر PCRشرايط چرخه دمايي در انجام واكنش  -2جدول 

 تعداد سيكل زمان گراد)دما (درجه سانتي مراحل
 1 دقيقه6 94 واسرشت اوليه
 34 ثانيه30 94 واسرشت

 34 ثانيه30 65  دماي اتصال
 34 ثانيه45 72  سازيطويل

 1 دقيقه5 72 سازي نهاييطويل
 - ∞ 4 دارينگه
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قطب منفي به مثبت قرار داده شد. قطعـات كـوچكتر 
DNA  در ژل خيلي سريعتر از قطعات بزرگتر حركـت

اسـتخراج شـده  DNAكنند. جهت بررسي كيفيت مي
از روش ژل آگارز استفاده شده است. به منظور تكثيـر 

هاي كمـي از يـك قطعـه يك نسخه منفرد يـا نسـخه
DNA  از تكنيـك با توالي خاصPCR  شـد. اسـتفاده

باشد. طول قطعه جفت بازي مي 50لدر مورد استفاده 
جفــت بــاز بــود كــه در فاصــله بــين  188مــورد نظــر 

جفت بازي از لدر تشـكيل شـد.  200و  150باندهاي 
هاي در نمونه PCRمراحل انجام الكتروفورز محصولات 
جام هاي افراد سالم انافراد مبتلا به ديابت مشابه نمونه

باشـد. جفـت بـازي مـي 50گرفت. لدر مورد استفاده 
جفت باز بود كه در فاصـله  188طول قطعه مورد نظر 

جفت بازي از لـدر تشـكيل  200و  150بين باندهاي 
هاي افراد نمونه PCRشد. نتايج الكتروفورز محصولات 

جفـت  188بيمار نشان داد كه طول قطعه مورد نظـر 
جفـت  200و  150انـدهاي باز بود كه در فاصله بين ب

جفـت بـازي  50بازي از لـدر تشـكيل شـد و از لـدر 
هـاي حاصـل از تيمـار محصـولات نمونه استفاده شد.

PCR  درصـد الكتروفـورز  2با آنزيم، بر روي ژل آگارز

 5-6ها بدون نياز به لودينگ بافر بـه مقـدار شد. نمونه
ميكروليتر لود شد. به علت غلظت ژل آگارز بهتر است 

كم باشد. براي اين منظور  DNAعت حركت قطعه سر
از قطب منفي بـه مثبـت قـرار داده شـد.  85در ولتاژ 

جفت باز بود كـه  188همچنين طول قطعه مورد نظر 
جفت بازي از لـدر  200و  150در فاصله بين باندهاي 

 50تشكيل شد به علـت سـهولت در خـوانش از لـدر 
محصـول  جفت بازي استفاده شـد. نتـايج الكتروفـورز

PCR  تيمار شده با آنزيم Rsal در افـراد سـالم نشـان
جفـت بـازي بانـد  188در  TTمورفيسـم داد كه پلـي

 188 -29در  TCنشان داد در حاليكه  پلي مورفيسم 
اگر برش بخـورد  CCجفت بازي باند داشت و  159 –

شـود. ديده نمـي 29دهد كه اغلب مي 159و  29باند 
اســتخراج شــده از  DNAحاصــل از  PCRمحصــولات 

هاي خوني افراد مبتلا به ديابت، با آنزيم محدود نمونه
اثر داده شد و مراحل تكنيك الكتروفـورز  Rsalكننده 

هاي هاي افراد سالم، براي نمونهانجام شده براي نمونه
بيمار هم تكرار گرديد. سه نوع ژنوتيپ مـورد نظـر در 

هـا بود كه فركـانس TCو  TT ،CCاين تحقيق شامل 
ها در جامعه هدف مورد مطالعه در اين تحقيق كـه آن

 
  ها در افراد سالم و بيمارهاي مورد مطالعه و اختلاف درصد آندرصد آلل -3جدول 

P نام آلل درصد آلل در افراد بيمار درصد آلل در افراد سالم  درصد اختلاف بين افراد سالم و بيمار  كاي مجذور  
000/0  

  
293/20  

  
 T )129درصد ( 5/64 )85درصد (1/42  درصد 22
 C )71درصد ( 5/35 )117درصد (9/57  درصد 22

  مجموع % 100 100%  
 

  
  هاي سالم و بيمارها به تفكيك در نمونهدرصد فراواني ژنوتيپ -1 نمودار
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نفر بيمار تشكيل شده بودند،  100نفر سالم و  101از 
سـه  TC و 188يك باند  TTمورد بررسي قرار گرفت. 

شـود و اغلـب ديـده نمي 29كـه  29-188-159باند 
 29شود كه اغلـب ديده مي 29و  159دو باند   CCدر

هـاي حاصـل از فراوانـي دهشـود. بـر روي داديده نمي
) انجـام chi-squareها، آزمـون كـاي اسـكوئر (ژنوتيپ

گرفت. سه نوع ژنوتيپ مورد نظر در اين تحقيق شامل 
TT ،CT  وCC ها آنها در جامعه هدف بود كه فركانس

نفـر سـالم و  101مورد مطالعه در اين تحقيـق كـه از 
قـرار نفر بيمار تشكيل شده بودند، مورد بررسي   100

در هاي آناليز آماري انجام شده كه گرفت. بر روي داده
 1ها ارائه شد. نتـايج نمـودار گروهبه تفكيك  1نمودار 

 TT 7/33در گـروه سـالم فراوانـي دهد كـه نشان مي
نمونـه) و  17درصـد ( CT  8/16نمونـه)، 34درصـد (

CC 5/49 ) تـرين باشد كه فراواننمونه) مي 50درصد
درصد اسـت.  50با   CCها كل نمونهمورفيسم در پلي

 43درصـد ( TT 43به تفكيك در گروه بيمار فراوانـي 
درصـد  CT 43نمونـه) و  14درصد ( CC  14نمونه)،

ترين پلي مورفيسـم در باشد كه فراواننمونه) مي 43(
دهد كه در بـين است. نتايج نشان مي  TTهاكل نمونه

ــپ  ــالم، ژنوتي ــراد س ــپ CCاف  CT بيشــترين و ژنوتي
كمترين فراواني را دارد و در بين افراد بيمـار ژنوتيـپ 

TT  بيشترين و ژنوتيپCC  .كمتـرين فراوانـي را دارد
هـا بـين افـراد سـالم و بيمـار مقايسه فراواني ژنوتيـپ

 56/32 مربـع خـي ).P< 05/0( دار نبوده اسـتمعني
  باشد. مي

هـا و ها، فركانس آلـلپس از بررسي فراواني ژنوتيپ
درصد محاسبه گرديد و نتايج بدست آمده در جـدول 

هاي حاصل از بررسي فركـانس داده ارائه شده است. 3
ها در جامعه هدف مورد مطالعه نشان داد كه آلـل آلل

T  در افراد بيمار بيشترين فراواني را داشته و نسبت به
نيز  Cدهد. آلل درصد افزايش نشان مي 22افراد سالم 

در افراد سالم بيشترين فراواني را داشـته و نسـبت بـه 
دهـد. ايـن درصـد كـاهش نشـان مـي 22افراد بيمار 

 Tبين افزايش آلل  دهد كه احتمالاًها نشان ميمقايسه
 بت رابطه وجود داشته باشد. فراواني اللـيو ابتلا به ديا

C درصد در  9/57باشد در گروه سالم كه الل غالب مي
درصد كاهش  22باشد كه درصد مي 5/35گروه بيمار 

كــه الــل پلــي  Tدهــد و فراوانــي اللــي را نشــان مــي

درصـد و در 1/42باشـد در گـروه سـالم مورفيسم مي
گروه بيمار درصد در  22باشد كه مي 5/64گروه بيمار 

و  Tبين افزايش الل  دهد كه احتمالاًافزايش نشان مي
اي وجـود داشـته ريسك ابتلا به ديابت نـوع دو رابطـه

باشد و از مي 501/2باشد و ريسك ابتلا در گروه بيمار 
باشد احتمال ريسك ابتلا بـه نجا كه بيشتر از يك ميآ

در ضمن ريسك ابـتلا در گـروه  ؛بيماري موجود است
  باشد.باشد كه كمتر از يك ميمي /638 سالم
  

   بحث
با توجه به اين كه امروزه ديابت در سراسر دنيـا بـه 

باشد سابقه در حال گسترش ميصورت يك اپيدمي بي
و هم چنين با توجه به نقش عوامل ژنتيكي در ايجـاد 
بيماري ديابت نوع دو، بررسي ژن هاي مرتبط بـا ايـن 

مطالعـه حاضـر  رسـد. دربيماري ضروري به نظـر مـي
-كه الل غالـب مـي C نتايج نشان داد كه فراواني اللي

 5/35درصد در گروه بيمـار  9/57باشد در گروه سالم 
دهـد درصد كاهش را نشان مي 22باشد كه درصد مي

باشـد در كه الل پلـي مورفيسـم مـي Tو فراواني اللي 
درصـد  5/64درصد و در گروه بيمـار 1/42گروه سالم 

درصد در  گروه بيمار افـزايش نشـان  22شد كه بامي
و ريسـك ابـتلا  Tبين افزايش الل  دهد كه احتمالاًمي

اي وجود داشته باشد و ريسـك به ديابت نوع دو رابطه
باشد و از انجا كه بيشتر مي 501/2ابتلا در گروه بيمار 

باشد احتمال ريسك ابتلا به بيماري موجود از يك مي
 /638ابــتلا در گــروه ســالم در ضــمن ريســك  .اســت

باشـد. از طرفـي، فراوانـي ميباشد كه كمتر از يك مي
ــپ ــورت ژنوتي ــه ص ــا ب و  =7/33TT=، 8/16 CTه

5/49CC= (درصد)  براي افراد سالم بدست آمـد و در
، =43TTها بـه صـورت افراد بيمار نيز فراواني ژنوتيپ

14CC=  43وTC=  (درصد) محاسبه گرديد. همسو با
ــايج مطال ــش نت ــددي نق ــات متع ــر مطالع ــه حاض ع

ـــــــم ژنپلي را در  rs7903146 (TCF7L2( مورفيس
ها گزارش كردند و همچنين بـين اي از بيماريگستره

و احتمـال  rs7903146( TCF7L2( پلي مورفيسم ژن
هـا نيـز بررسـي هـاي حـدودي ابتلا به برخي بيماري

هاي طور خاص در رابطه با بيماريه انجام شده است. ب
بـه  HOMA-IRسندرم متابوليك، پاسـخ انسـولين و 

تعامل با پلي مورفيسم تك نوكلئوتيـدي  ALEمكمل 
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  2 نوع ابتيد به مبتلا مارانيب در TCF7L2 ژن در rs7903146 سميمورفيپليبررس                                                                                                               

rs7903146  درTCF7L2 عــلاوه بــر  .را نشــان دادنــد
هاي سندرم متابوليـك بطـور ويـژه در ديابـت بيماري

حاملگي نيز همسو با نتايج مطالعه حاضر گزارش شده 
يـك  TCF7L2 rs7903146است كه پلـي مورفيسـم 

عامل خطر براي ديابت حاملگي اسـت. بـا ايـن حـال، 
 TCF7L2هـــاي خطرنــاك حضــور اضـــافي آلــل

rs7903146  باعث افزايش تأثير منفـي سـابقه ديابـت
ــا  ــرتبط ب ــابوليكي م ــر صــفات مت ــارداري ب  T2DMب

 TCF7L2 (rs7903146) پلي مورفيسـم ژن  شود.نمي
پلـي  باشـد و ايـنمـرتبط مـي 2با بيماري ديابت نوع 

مورفيسم فاكتور خطر ژنتيكي مهمـي بـراي توسـعه و 
گـزارش اسـكاريگلاي  باشـد.مي 2پيشرفت ديابت نوع

 EXT و TCF7L2 كردند كه يك ارتباط ژنتيكي بـين
در خصوص ديابت نوع دو عـلاوه بـر پلـي  وجود دارد.

هـاي سـاير ژن rs7903146 (TCF7L2(مورفيسم ژن 
ه سي شده است. بـمرتبط با ديابت نيز در مطالعات برر

اي در مطالعـه) 2018(و همكـاران  دانشپورطور مثال 
پپتيــد فعــال كننــده   CXCL5نشــان دادنــد كــه ژن

شـود هاي اپيتليال) ناميده مينوتروفيل از منشا سلول
عروقي و برخي ديگر از  -هاي قلبيكه در بروز بيماري

ثير در ابـتلا أاين مطالعه از نظر ت .ها نقش داردبيماري
ديابت نوع دو با نتايج مطالعه حاضر همخواني دارد.  به

نشـان داد پلـي مورفيسـم ژن  اتمطالعـبا ايـن حـال 
GFPPT2  همراه اسـت و  2با خطر ابتلا به ديابت نوع

 TT دار در فراوانـي ژنوتيـپنشان دهنده تفاوت معني
علـت تفـاوت  .بـود 2در بيماران مبتلا به ديابـت نـوع 

نتايج در مطالعات مختلف ممكن است به علت تفـاوت 
ــت  ــه موقعي ــد و اينك ــف باش در بررســي دو ژن محتل

ــري ژن  ــا ژن  GFPPT2قرارگي ــر آن ب ــم اث و مكانيس
TCF7L2  متفاوت است ولي هر دو در ابتلا به ديابـت

موثر هستند. در خصوص ارتباط بـين سـاير ژن هـا و 
 فرالينـگ ن بـه مطالعـهتـوااحتمال ابتلا به ديابت مي

و  FTOن ژن مياط تبابـار ارلين اي اوبراشاره كرد كه 
ــــه د ــــتلا ب ــــر اب ت مطالعام نجاابا ع دو يابت نوخط

سفيد ن پاييااروجمعيت م در نوي ژدههمبستگي گستر
اين مطالعـه نشـان  .اردادندشناسايي قررد پوست موو 

يابت و خطر ابـتلا بـه د FTO ن ژن مياط تباداد كه ار
ــو اســت. عنو ــر همس ــه حاض ــايج مطالع ــا نت ژن  دو ب

TCF7L2  بيشترين تأثير را در خطر ابـتلا بـه ديابـت

نشان دادند كـه توانـايي كـاهش  مطالعاتدارد.  2نوع 
ها وجود دارد و يافته لوزالمعده براي پاسخ به اينكرتين

رسـد نقـص ترشـح انسـولين بـراي گلـوكز به نظرمـي
ز درجـه بنـدي خوراكي انتخابي است و تزريـق گلـوك

شده نشان داد كه پاسـخ ترشـح انسـولين بـه گلـوكز 
داخل وريدي بيش از يك طيف فيزيولـوژيكي غلظـت 

 2گلوكز به خوبي در افراد مبتلا به ژنوتيپ ديابت نوع 
در مطالعه مشابه ديگـري،  نتـايج نشـان  مرتبط است.

ــل ــد آل ــه چن و  T rs12255372  ،rs7903146داد ك
rs290487  ازTCF7L2 تعداد ابتلا به اسT2DM  را در

ــي ــان م ــران نش ــرد اي ــت ك ــد.جمعي ــي  ده در بررس
 TCF7L2 (rs7903146( پراكندگي پلي مورفيسم ژن

در غرب استان مازنـدران بـه  2در بيماران ديابتي نوع 
 TCF7L2ژن  rs7903146اين نتيجه دست يافتند كه

 .در ايران اسـت 2ژن مستعد مهمي براي ديابت نوع  ،
 از T ديگري اين نتيجه حاصل شد كه آللدر پژوهش 

rs7903146 SNP  با خطر بالاي قابل توجهي از ديابت
ارتباط پلي  .در جمعيت الجزاير در ارتباط است 2نوع 

ـــــم  و rs7903146، rs12255372 هايمورفيس
rs290487 در ژن TCF7L2  2مبتلا بـه ديابـت نـوع 

ه مورد بررسي قرار گرفت و اين نتيجه به دست آمد ك
ــل ـــسم T آل ــي مورفـي ــاياز پل  ،rs7903146 ه

rs12255372 و rs290487 از ژن TCF7L2  اسـتعداد
در جمعيت كردنشـين ايرانـي را  2ابتلا به ديابت نوع 

قابل ذكر است كه اين نتيجه محدود بـه  كند.اعطا مي
باشـد و بـه مطالعـات جمعيت مورد مطالعه حاضر مي

د و نژادهــاي بيشــتر بــر روي تعــداد بيشــتري از افــرا
بـا  TCF7L2 متفاوت براي تاييد ارتباط پلي مورفيسم

  باشد.نياز مي 2بيماري ديابت نوع 
  

 گيرينتيجه
دهد انواع پلي نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي 

ها عاملي براي تنوع ژنتيكي و تعيين كننـده مورفيسم
باشـند و ممكـن اسـت در تنوع فنوتيپي بين افراد مي

هــا و پيشــرفت افــراد در ابــتلا بــه بيمــاريحساســيت 
مورفيسم هاي ژني در احتمال ابتلا به ها و پليبيماري

در اين مطالعه، ديابت ارتباط معناداري را  نشان دهد. 
ابـتلا بـه بـا  rs7903146مورفيسم احتمال ارتباط پلي

توان بيـان كـرد كـه مي مشخص شده، بنابراين ديابت
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ــم  ــي مورفيس ــه rs7903146پل ــاخص و  ب ــوان ش عن
ماركري جهت تشخيص اسـتعداد ابـتلا بـه ديابـت در 
ساير تحقيقات استفاده شود و با توجه بـه اينكـه ايـن 

هـاي ژنـي، توزيـع فراوانـي متفـاوتي در مورفيسمپلي
رسـد كـه  دهد، به نظر مـيمناطق مختلف را نشان مي

هـاي هاي هدف در جمعيتي واريانت هاي ژنمطالعه
ها با ابتلا به ديابت امري تن ارتباط آنمختلف براي ياف

  مهم و ضروري است.  
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