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Abstract:   
   
Background: Although type-2 mellitus diabetes is the most common type of diabetes, it's 
main cause yet to be identified. Chemokines and their receptors are probable effective 
systems on diabetes. CCR5 is a chemokine receptor playing an important role in immune 
responses. Studies showed that the known δ32 mutation in CCR5 gene leads to disorder in 
the expression and function of this receptor. Hence, this project aimed to analyze the known 
δ32 mutation in CCR5 chemokine receptor. 
Materials and methods: Blood samples were collected from 200 type 2 diabetic patients 
and 300 healthy adult controls on EDTA pre-coated tubes. DNA was extracted using 
commercial kit. DNA samples were analyzed for δ32 mutation by Gap-PCR in diabetic 
patients in compared to controls. The demographic information were collected through 
questionnaire.  
Results: Our results showed that none of the diabetic patients displayed CCR5 δ32 
mutation. While 2 out of 300 healthy controls had heterozigotic form of this mutation. 
Statistical analysis didn’t show any significant difference between the two groups.   
Conclusion: Several different studies analyzed the relation of this mutation with different 
types of diseases including diabetes. All studies failed to find a relation between this 
mutation and type 2 diabetes. Since  
these studies were performed in different geographical points and races, we studied this 
mutation in Rafsanjanese population. Based on the results of our study it could be probably 
concluded that this mutation does not play a key role in the establishment of type 2 diabetes.   
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  خلاصه

از جمله موارد . جاد آن هنوز ناشناخته است اما علت اصلي اي،هاست ديابتنوعترين شايع 2 نوع شيريندرحالي كه ديابت  :سابقه و هدف
 گيرنده  در ژنδ32جهش دهد كه  مطالعات نشان مي.باشندهاي آنها ميگيرنده و هاسيستم كموكين برهم كنش ديابت، بر گذار احتمالي اثر

CCR5 ه در اين مطالعه به بررسي جهش شناخته شد. شودمنجر به اختلال در بيان و عملكرد اين گيرنده ميδ32 در ژن CCR5 در بيماران 
  .پردازيممي 2ديابتي نوع 

در  فرد سالم 300 و 2 بيمار ديابتي نوع 200نمونه خون محيطي از  ،شاهدي-اين مطالعه به صورت موردبه منظور انجام  :هامواد و روش
 با δ32بيماران از نظر وجود جهش  DNAنمونه .  از خون محيطي جدا شدDNA . جمع آوري شدEDTA ضد انعقاد هاي حاوي مادهلوله

   .و با گروه كنترل مورد مقايسه قرار گرفتندشد  بررسي Gap-PCRكمك تكنيك 
اين در حالي .  نبودندCCR5 δ32 مورد مطالعه داراي جهش 2كدام از بيماران ديابتي نوع ها در اين جمعيت نشان داد كه هيچبررسي :نتايج

گونه ارتباطي بين اين جهش هاي آماري هيچبررسي .خود بودند CCR5 گروه كنترل داراي اين جهش در ژن  نفر از افراد سالم2است كه تنها 
  . را نشان نداد2و بيماري ديابت نوع 

 2در اكثر قريب به اتفاق مطالعات انجام شده رابطه آماري بين ايجاد اين نوع جهش و وقوع ديابت نوع با توجه به اين مطلب  :نتيجه گيري
توان چنين نتيجه گرفت كه به احتمال بسيار زياد اين جهش در ايجاد مياي يافت نشد، ا نشده است و در مطالعه حاضر نيز چنين رابطهپيد

  . نقشي ندارد2ديابت نوع 
  ، جهش CCR5 گيرنده ،2نوع شيرين  ديابت : كليديواژگان

  
  ه علوم پزشكي رفسنجانمركز تحقيقات پزشكي مولكولي دانشكده پزشكي دانشگااستاديار  -1
  دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان دانشكده پزشكي  پزشك عمومي-2
  دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان  دانشكده پزشكيگروه ميكروبيولوژي ايمونولوژي و هماتولوژياستاديار  -3

  محمد كاظمي عرب آبادي: ولونويسنده مس *
  گروه ميكروبيولوژي و ايمونولوژي  ،دانشكده پزشكي ، رفسنجاندانشگاه علوم پزشكي ،ميدان انقلاب ،رفسنجان: آدرس

   kazemim@modares.ac.ir:پست الكترونيك

  3/11/87 :تاريخ دريافت            0913  292 6113 :تلفن
  31/5/88 :تاريخ پذيرش نهايي            0391 522 5209 :دورنويس

 208-213، صفحات 1388پاييز  ،3پژوهشي فيض، دوره سيزدهم، شماره  – فصلنامه علمي  

   
  مقدمه

 باشدديابت يكي از مشكلات حال حاضر دنياي امروز مي        
 عوامل  محققينترين فرم    شايع 2 نوع   شيرين ديابت   بين در اين    .]1[

كه  داننددخيل مي بيماري  ژنتيكي و محيطي زيادي را در ايجاد اين         
  بـرد  را نام  عوامل مربوط به سيستم ايمني       تواناز مهمترين آنها مي   

 شـايد   2ديابـت نـوع     برخي محققين بر ابن عقيده هستند كـه         ]. 2[
هـاي  ، لـذا بررسـي تفـاوت      ]3،4[نوعي بيماري خود ايمني بـوده       

موجود در سيستم ايمني اين افراد با افراد سـالم از جملـه اهـداف        
يكي از عوامل سيستم ايمني كه      . ]3[باشد  محققين در اين زمينه مي    
-گيرندهها و    كموكين ،شودملكرد آنها مي  امروزه توجه خاصي به ع    

هاي مهم كه محققين زيـادي   از جمله كموكين].2[باشند هاي آنها مي 
هـاي  انـد، كمـوكين   بـرده هاي ايمني پـي   به اثر مهم آنها در طي پاسخ      

CCL3 (MIP-1α) ،CCL4 (MIP-1β)و CCL5 (RANTES) 
 CCR5رنده  ها اعمال خود را از طريق گي      اين كموكين . ]2[باشند  مي
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 متصل شـونده  هاي  جزء گيرنده مذكور  اين گيرنده   . ]5[دهند  انجام مي 
-مـي ) G protein coupled receptor؛GPCR (ها  پروتئينGبا 

باشد كه عمل خود يعني انتقال سيگنال به داخـل سـلول را نيـز بـه                 
 اين گيرنده بـر سـطح زيـر   ]. 6[دهد ها انجام مي  كمك همين مولكول  

، )NK Cells و +T CD8هـاي لنفوسـيت (ها لنفوسيتهايي از گروه
هاي غير ايمني مثـل     ها و حتي بر سطح سلول     مونوسيت/رده ماكروفاژ 
هاي اندوتليال و در مناطق غير التهابي نيز بيان         ها و سلول  فيبروبلاست

 در ايجاد كموتاكسي و بسيج      CCR5رسد كه   به نظر مي  ]. 7[شود  مي
 نقـش عمـده و      هـاي التهـابي   محله  دار ايمني ب  هاي صلاحيت سلول

را تاييـد  اي كه مطالعات متعددي نيز اين مطلب  به گونه  ؛وسيعي دارد 
مطالعات گذشته نشان مي دهد كه يك جهـش در تنهـا            ]. 5 [كنندمي

از ايـن  ) δ 32( نوكلئوتيـد  32و متعاقبا حـذف   CCR5اگزون ژن 
ول بـر   ناحيه منجر به بيان كاهش يافته و غير عملكـردي ايـن مولك ـ            

اين جهش  در برخي جوامع    ]. 8،9[شود  هاي اين افراد مي   سطح سلول 
-بنابراين به نظر مي   ]. 10،11[در آمده است    به صورت پلي مورفيسم     

رسد كه وجود اين جهش به علـت عمـل تعـديل كننـدگي كـه در                 
توانـد در جلـوگيري از ايجـاد        ، مي ]12[هاي خودايمني دارد    بيماري

مطالعات مختلفي به بررسي اين جهـش بـا          .ديابت نقش داشته باشد   
 ايـن  از آنجـايي كـه    امـا    ؛اندها از جمله ديابت پرداخته    انواع بيماري 

 از كشور ما به انجـام       طق جغرافيايي و نژادي متفاوت    ادر من مطالعات  
بيماران  ما نيز تصميم گرفتيم تا به بررسي اين جهش در            ،رسيده است 
  .  دازيم شهرستان رفسنجان بپر2ديابتي نوع 

  
  هامواد و روش

  نمونه گيري
طي در  .طراحي و انجام شداين مطالعه به صورت مورد شاهدي  

قند ( 2 بيمار ديابتي نوع 200نمونه خون محيطي از اين مطالعه، 
 نفر از افراد 300و )  در دو نوبتmg/ml 150خون ناشتاي بالاي 

در  )وبت در دو نmg/ml 100قند خون پايين تر از  (غير ديابتي
انتخاب  . جمع آوري شدEDTA ضد انعقاد هاي حاوي مادهلوله

 از بين )اياي چند مرحلهخوشه (بيماران به صورت تصادفي
شهر ) ع(طالب  مراجعه كنندگان به كلينيك ديابت علي ابن ابي

اي انتخاب شدند كه بيماران به گونه. رفسنجان صورت گرفت
 توسط كلينيك HbA1cگيري دازهبا ان(ديابت آنها كنترل شده بود 

-انسولين دريافت نمي(و فقط تحت درمان دارويي بودند  )ديابت

تفهيم كامل مبني بر تحقيقاتي بودن نمونه گيري با  نمونه).كردند
 دو گروه به . شدانجام افراد گيري و با كسب رضايت كتبي از

اي انتخاب شدند كه عوامل مخدوش كننده به طور كامل گونه
هاي عفوني مثلا دو گروه عاري از تمام علائم بيماري؛ شوندحذف

  .كشيدند سيگار نمي و و آلرژي بودند
  ژنومي DNAاستخراج  
نمونه مورد بررسي در اين بيماران و گروه كنترل، خون محيطي  

ژنومي  DNA. مخلوط شده بود EDTA ضد انعقاد با مادهبود كه 
هاي محيطي و توسط كيتهاي خون افراد مورد بررسي از نمونه

 ساخت كشور انگلستان، Bioneer از شركت DNAاستخراج 
هاي جداگانه ، استخراج و در ويالموجودمطابق با دستور العمل 

 PCR تا زمان انجام آزمايشات -cº20تقسيم بندي شد و در دماي 
  .ندنگهداري شد

  Gap-PCRواكنش 
نه اي طراحي  پرايمرها به گوCCR5 δ 32به منظور بررسي وجود 

شدند كه ناحيه حذف شده مورد نظر را به طور كامل دربر داشته 
بنابراين بر اساس اندازه قطعه مورد نظر مي توان به وجود . باشند

 پرايمرهاي طراحي شده در اين مطالعه .جهش در اين ناحيه پي برد
-يتكثير م) بدون جهش( را در نوع وحشي bp 188يك قطعه 

 نشان دهنده bp 156 با اندازه PCRل  و وجود محصوكردند
اين توالي پرايمرها به .  در ژن مورد نظر خواهد بودδ 32وجود 
  : بودصورت

F: 5'-CAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC-3' 
R: 5'-CCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG-3       

PCR در حجم lµ25انجام شد كه شامل اين موارد بود :  
 tris-HCL  ميلي مولار10هر  ، MgCl25/1ژلاتين، ميلي مولار  

از هر پرايمر،  dNTP  ،Mµ 6/0 ميكرومول از هر200 ، درصد1
  واحد آنزيم5آنزيم استخراج شده به همراه DNA نانوگرم از 500

Taq polymerase براي انجام نوتركيب PCR  ابتدا يك سيكل
 به cº58,5 دقيقه، 1 به مدت cº94: شدبه ترتيب روبه رو انجام مي

با ترتيب  سيكل 35 ثانيه و سپس 40 به مدت cº72انيه،  ث40مدت 
 40 به مدت cº58,5 ثانيه، 40 به مدت cº94: شدمقابل انجام مي

براي الكتروفورز ابتدا يك ژل آگارز .  ثانيه40 به مدت cº72ثانيه، 
 سپس محصول . به همراه اتيديوم برومايد درست شددرصد 2

PCR 50 به همراه bp ladderتمام . تروفورز قرار گرفت مورد الك
  .مواد فوق از شركت سيناژن تهيه شدند

و با استفاده از   مجذور كاي وtهاي نتايج با آزمون :آناليز آماري
  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت 13 ويرايش SPSSنرم افزار 

  
  

  نتايج
 نيز  نفر از بيماران ديابتي و200 تعداد  اين تحقيقطولدر 

.  بررسي قرارگرفتند موردδ32جهش  سالم از نظر  نفر از افراد300
 و 40±9ميانگين سن افراد در دو گروه مورد و شاهد به ترتيب 
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... در ايجاد ديابت،   δ32نقش جهش    
 

)211( 

داري گونه اختلاف معني هيچtآزمون آماري . سال بوده است 8±40
 180تعداد . )=34/0P(گروه از نظر سن نشان نداد را در بين دو 

 ، نفر) درصد40 (120و تعداد   زن، از گروه شاهد نفر) درصد60(
 5/60 (121ها به ترتيب در گروه مورد برابر اين نسبت. اندمرد بوده
مجذور  آزمون آماري .اند بوده نفر) درصد5/39 (79 و  نفر)درصد

 نيستنددار ها از نظر آماري معنيدهد كه اين اختلافنشان ميكاي 
)21/0P=( .بر عي  نسبت افراد دو گروه در طبقات اجتمابه علاوه

 نيز اختلاف معني دار آماري نداشته استاساس ميزان درآمد ماهانه 
)14/0P=) ( 1جدول شماره( .  

  

  كننده در مطالعه از نظر سن، جنس و سطح درآمد ماهانه مقايسه افراد شركت -1جدول شماره 
  گروه هاي مورد مطالعه              

   سالم بيمار نتيجه آزمون آماري
  هامتغير

34/0 P=  8 ±40  9 ±40    سن  
  زن  %)60 (180  %)5/60 (121

21/0P=  
  مرد  %)40 (120  %)5/39 (79

  جنس

  ) هزار تومان200زير  (ضعيف  %)24 (72  %)22 (44
  =14/0P  ) هزار تومان600-200 (متوسط  %)44 (132  %)49 (98

  ) هزار تومان600بالاتر از  (بالا  %)32 (96  %)29 (58

  
  سطح درآمد

  

  
-دو گروه نشان داد كه هيچ       در δ32جهش  نتايج حاصل از بررسي     

 CCR5 در ژن    δ32كدام از بيماران مورد بررسـي داراي جهـش          
 نفر از افراد سالم گـروه       2اين در حالي است كه تنها       . خود نبودند 

هاي آماري  آزمون. كنترل داراي فرم هتروزيگوت اين جهش بودند      
 ـ      داري را ب  گونه اختلاف معني  هيچ نتـايج  . دداين دو گـروه نـشان ن

  .است نشان داده شده 1حاصل از اين مطالعه در شكل شماره 
  

  
 تكثير ،1ستون . CCR5اي از نتايج تكثير ژن نمونه -1 شماره شكل
، ستون )bp 188قطعه (دهد  را نشان ميδ32 بدون CCR5ژن 

2،50bp ladder محصول ،3 و ستون PCR كه حاوي هر دو قطعه 
را نشان ) δ32حاوي جهش ( bp 156 و bp 188) يگوتهتروزا(

  .دهدمي
  

  بحث
به عقيده بسياري از محققين عوامل مربوط به سيستم 

از جمله ]. 1[  دارند2در ايجاد ديابت نوع ايمني سهم عظيمي 
-هاي آن ميعواملي كه موجب جهت گيري سيستم ايمني و پاسخ

هم كه نقش موثري هاي مكموكين ].13[ باشندها ميشوند كموكين
، RANTESسازي آنها دارند هاي ايمني و فعالدر بسيج سلول

MIP-α و MIP-β اين سه كموكين از ]. 14[ توان نام بردرا مي

 كنند جهت انجام اعمال خود استفاده ميCCR5طريق گيرنده 
 ميزان بيان اين گيرنده بر عملكرد سيستم ايمني ،بنابراين]. 14[

 از جمله مواردي كه منجر به كاهش بيان اين .ودتاثيرگذار خواهد ب
در طي اين جهش تعداد ]. 9،10[ است δ32  جهش،شودگيرنده مي

 حذف شده و متعاقب آن CCR5 جفت باز از اگزون يك ژن 32
ما در ]. 9،10[يابد ميزان بيان اين گيرنده به ميزان زيادي كاهش مي

 2 ديابتي نوع نا در بيمارδ32ود جهش جاين مطالعه به بررسي و
گونه كه نتايج حاصل از مطالعات آماري بر روي همان. پرداختيم

، دو گروه به )1جدول شماره (دهد دو گروه مورد و شاهد نشان مي
خوبي از نظر سن، جنس و طبقه اجتماعي همسان سازي شده 

 بين دو گروه مورد و  كه نشان داداين تحقيق نتايج چنينهم. بودند
دار آماري وجود معني اختلاف δ32جود جهش  از نظر وشاهد
توان به اين نكته دست يافت با مطالعه تحقيقات گذشته مي. ندارد

كه اگر چه اكثر محققين به وجود اين جهش در بين بيماران ديابتي 
داري بين  اما در هيچ يك از مطالعات اختلاف معني،پي برده بودند

 و Kalev اي كهطالعه با م.دو گروه مورد و شاهد مشاهده نشد
 بيمار مبتلا به 111 و 1 بيمار مبتلا به ديابت نوع 38 روي همكاران

گونه اختلافي بين  هيچانجام دادند، دريافتند كه 2ديابت نوع 
]. 15[  وجود نداردδ32بيماران و گروه كنترل از نظر وجود جهش 
يز ناتي  مبتلا به نفروپ2مطالعه اخير ما بر روي بيماران ديابتي نوع 

 CCR5 در ژن δ32نشان داد كه هيچ يك از بيماران داراي جهش 
 مطالعه ديگري كه به بر اساس اطلاعات موجود،. ]16[نبودند 

 وجود ،پرداخته باشد 2بررسي اين جهش در بيماران ديابتي نوع 
 بيمار مبتلا به 116با مطالعه   و همكارانGambelunghe. ندارد

  لافي بينـ فرد سالم نيز نتوانستند اخت127 به همراه 1ديابت نوع 
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 مي عرب آبادي و همكارانظكا

 

)212(  

 و Yangمطالعه ]. 17[بيماران ديابتي و گروه سالم پيدا كنند 
 فرد سالم 104 و 1 بيمار مبتلا به ديابت نوع 260 روي كههمكاران 

 به ؛ نيز نتايج يكساني با مطالعات ذكر شده داشتانجام شده است
 ].18[گونه اختلافي دست پيدا نكردند اي كه آنها نيز به هيچگونه

 CCR5افزايش بيان به بررسي ر محققين كه ديگمطالعات نتايج 
 نيز بر اين اندپرداختهاي خون هاي تك هسته سطح سلولموجود

و وقوع  δ32 كه ارتباطي بين وجود جهش گذاردادعا صحه مي
 نويسندگان اين مقاله پيشنهاد .]13،19[بيماري ديابت وجود ندارد 

 ژنتيكي هايكنند ديگر محققين بهتر است به بررسي تفاوتمي

هاي هاي سايتوكين موجود در ژنهاي ژنيچند شكليديگري مثل 
   .هاي مرتبط با سيستم ايمني بپردازند ديگر ژنواين دسته بيماران 

  
  نتيجه گيري

به طور كلي با توجه به تمامي مطالعات انجام شده در اين 
رسد كه اين  به نظر مي و همچنين نتايج حاصل از بررسي مازمينه
 مورد ،باشدبا ايجاد ديابت در ارتباط مي δ32 كه جهش فرضيه

  .باشدتاييد نمي
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