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چكيده
پذير هاي واكنشافزايش قند خارج سلولي در ديابت، محرك توليد گونه. كندهاي شبكيه چشم را درگير ميرتينوپاتي ديابتي عارضه شايع ديابت قندي است كه رگ: مقدمه

هاي هاي حاصل از تركيبهايي هستند كه موجب محافظت انسان در برابر آسيب، آنزيم)GST(ترانسفرازها –Sگلوتاتيون . و افزايش استرس اكسيداتيو است) ROS(اكسيژن 
. شودپلي مورفيك بوده و حذف اين ژن موجب توليد نشدن اين آنزيم مي) GSTM1(در انسان، ژن . شوندپذير مياكسيژني واكنش

با رتينوپاتي ديابتيGSTM1ارتباط حذف ژن عيينت:هدف

ژنومي DNAابتدا . بررسي شدندGSTM1مورفيسم حذف ژن فرد سالم از نظر پلي80بيمار دچار رتينوپاتي ديابتي و 80شاهدي، -در اين پژوهش مورد:هامواد و روش

.صورت گرفتMedCalcافزار ها با نرمآناليز داده. تعيين شد) PCR(مراز اي پلياز خون محيطي افراد بيمار و كنترل استخراج و ژنوتيپ با واكنش زنجيره

، GSTM1در آناليز آماري ژن. ديده نشدGSTM1ك از افراد سالم ژنوتيپ حذف ژن يكه در هيچدر حالي. حذف شده بودGSTM1نفر ژن 9فرد بيمار در 80از :نتايج

05/0P≤≤14/374-22/1=CI95٪،39/21=ORدار در فراواني ژنوتيپ حذف ارتباط معنييبدست آمدكه نشان دهندهGSTM1بين دو گروه بيمار و كنترل است.

هاي نياز به مطالعه در جمعيتGSTM1مورفيسم د ارتباط رتينوپاتي و پليييأبراي ت. و رتينوپاتي ديابتي ارتباط قوي وجود داردGSTM1بين حذف ژن :گيرينتيجه

.بزرگتر وجود دارد

گلوتاتيون/ هاژن/ رينوپاتي ديابتي:هاكليد واژه

34-40: صفحات،88شمارهدوموبيستدورهگيلان،پزشكيعلومدانشگاهمجلهــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

مقدمه
ديابت بيماري متابوليك است كه به علت نارسائي در ترشح 

ديابت .شودانسولين يا عملكرد انسولين يا هر دو ايجاد مي

وابسته به انسولين است و بيشتر در افراد كمتر از سي 1تيپ 

وابسته به انـسولين ري، غـ2ديـابت تيپ . كندساله بروز مي

). 1(كندبوده و بيشتر در بزرگسالي و افراد چاق بروز مي

افزايش مزمن قند خون باعث اختلال و آسيب گوناگون در 

دستگاه قلبي عروقي بدن بويژه در چشم، كليه، اعصــاب و 

يكي از عوارض مهم ديابت رتينوپاتي ديابتي است . شوديمـ

). 2(دهدهاي خوني شبكيه رخ ميكه به دليل تغيير در رگ

ساله در 20ـ60رتينوپاتي علت اصلي كــوري در گـروه سني 

). 3-5(جهـان است

پـرولـيفراتـيورتينوپاتي ديابتي از نظر باليني به دو گروه غـير

پروليفراتيو، رتينوپاتي غير.)2(شوديفراتيو تقـسيم مـيپرولـو

تر رتينوپاتي است و معمولا در اواخر دهه اول مرحله خفيف

آسيب شبكيه در ). 6(شوديا اوايل دهه دوم بيماري ظاهر مي

هاي كوچك يميكروآنوريسم، خونرو: اين مرحله عبارتست از

گزوداي نرم و سخت گرد در شبكيه، اختلال عروق شبكيه و ا

با پيشرفت بيماري، رتينوپاتي ). ماكولا(و ادم لكه زرد

شود، در اين پروليفراتيو مييغيرپروليفراتيو وارد مرحله

) نئوواسكولاريزاسيون(مرحله عروق خوني تازه و غيرطبيعي 

).  2(كنندبر سطح شبكيه وعصب بينايي رشد مي

تينوپاتي و عوامل هاي گوناگوني در رابطه با بروز ربررسي

از جمله عوامل موثر در ). 7-9(استموثر بر آن انجام شده

سن، مدت ديابت، قندخون، : رتينوپاتي ديابتي عبارتند از
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و BMI)(بدنيچربي خون، كاربرد دخانيات، شاخص توده

). 11و10(ژنتيكعوامل

برخي از مطالعات مؤيد نقش استرس اكسيداتيو در گسترش 

شبكيه بافتي سرشار از ). 12-14(ديابتي هستندرتينوپاتي 

ها از اشباع است و نسبت به ساير بافتاسيدهاي چرب غير

نبودن تعادل بين گونه). 15(كنداكسيژن بيشتري استفاده مي

ها باعث اكسيدانهاي آزاد و آنتيهاي فعال اكسيژن يا راديكال

S–گلوتاتيون ). 16(شودند استرس اكسيداتيو مييفرآ

هاي چند عملكردي اي از آنزيمترانسفرازها متعلق به خانواده

). 12(كننداكسيدان در بدن فعاليت ميهستند كه به عنوان آنتي

جايگاه ژني مجزا كد مي8كم توسط دستGSTهايآنزيم

، )P)πترانسفرازS–گلوتاتيون :شوند كه عبارتند از

KترانسفرازS–، گلوتاتيون )S)δترانسفرازS–گلوتاتيون 

)κ(، گلوتاتيون–SترانسفرازA)α( گلوتاتيون،–S

، )(TترانسفرازS–،گلوتاتيون )M)µترانسفراز

S–، گلوتاتيون )O)OترانسفرازS–گلوتاتيون 

).(Zترانسفراز

توسط يك خوشه ژني µ (GSTM(زير خانوادهاعضاي

قرار گرفته، كد مي1P13.3كيلوبازي كه در محل 100

GSTM ،GSTM1يكي از اعضاي زير خانواده ). 17(شود

ها، توجه بيشتري نسبت به ساير جايگاهGSTM1). 18(است

جفت باز، 12950اين ژن با ). 12(استبه خود معطوف كرده

سازي طيف وسيعي از آنزيمي است كه در خنثييكدكننده

ها، سموم محيطي، ليك مانند كارسينوژنيمواد سمي الكتروف

حفاظت از يبه علاوه وظيفه. داروها و مواد غذايي نقش دارد

هاي آزاد را به هاي فعال اكسيژن يا راديكالبدن در مقابل گونه

). 19(عهده دارد

دهد كه مهميرخ مـGSTM1در يگـونـاگونـهـايجهـش

در اين حالت آلل نول ايجاد .ترين آنها حذف اين ژن است

اي با همولوژي بالا قرار در ناحيهGSTM1ژن . شودمي

احاطه كيلوبازي2/4بيش يكسان وگرفته و توسط دو توالي كم

از راه نوتركيبي همولوگ بين GSTM1آلل نول . شده است

. آيدكيلوبازي چپ و راست خود به وجود مي2/4تكرارهاي 

چنانچه فردي . شوداين نوتركيبي منجر به حذف كل ژن مي

آلل حذف به صورت هموزيگوت داشته باشد، در واقع يدارا

. شوددارد كه ژنوتيپ نول ناميده ميGSTM1-\-ژنوتيپ 

به واسطهGSTM1اورده پروتئيني گونه فردر اين حالت هيچ

به رغم اهميت ). 17(شودحذف گسترده توليد نميي

اكسيدان، عنوان آنتيبهGSTM1رتينوپاتي ديابتي و نقش 

مورفيسم اي در ايران در خصوص ارتباط پليتاكنون مطالعه

و رتينوپاتي ديابتي صورت نگرفته است، لذا GSTM1ژن 

با GSTM1هدف اين پژوهش بررسي ارتباط ژنوتيپ حذف 

.رتينوپاتي در جمعيتي از استان گيلان بوده است

ها مواد و روش
دچار ) مرد40زن و40(نفر80شاهدي - اين تحقيق مورددر

عنوان سالم به) مرد40زن و40(تن 80رتينوپاتي ديابتي و 

از . بررسي شدند30-70گروه كنترل در محدوه سني 

. نامه آگاهانه كتبي گرفته شدكننده، رضايتداوطلبان شركت

براي تاييد ابتلاي به (هاي لازماين افراد مورد تمام آزمايش

و معاينه كامل چشم شامل، شبكيه با ) ديابت يا سالم بودن

لنز تماسيمستقيم و گشاد كردن مردمك و افتالموسكوپي غير

و در پس از تاييد پزشك، از افراد نمونه تهيه شد. قرار گرفتند

علاوه بر اين اطلاعاتي شامل سن، . اختيار ما قرار گرفت

خون، مصرف دخانيات و خون، ميزان چربيجنس، سابقه فشار

فرآيند . سابقه خانوادگي رتينوپاتي در قالب پرسشنامه تهيه شد

يگرفت و در اين محدودهماه صورت 6تهيه نمونه طي 

مرد دچار رتينوپاتي ديابتي به بيمارستان 40زن و 44زماني 

اميرالؤمنين رشت مراجعه كردند چون در نظر داشتيم كه تعداد 

نفر از 4كننده در اين مطالعه برابر باشند، زنان و مردان شركت

از . صورت تصادفي انتخاب و از مطالعه حذف شدندزنان به

ليتر خون محيطي براي بررسي ميلي1د مطالعه، افراد مور

هاي ها در لولهنمونه. استفاده شدDNAژنتيك و استخراج 

با كيت DNAاستخراج . قرار گرفتندEDTAاستريل حاوي 

GPP Solution)و بر اساس ) شركت ژن پژوهان، ايران

كيفيت باندهاي حاصل از . پروتكل مربوطه صورت گرفت

DNAسط اسپكتروفتومتري و الكتروفورز استخراج شده تو

از PCRبـا واكنش GSTM1ژنوتيپ . آگارز بررسي شد

-Internal Standard(نوع كنترل استاندارد داخلي 
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Control PCR (در اين واكنش از آغازگرهاي . تعيين شد

GSTM-F  وGSTM-R )20 ( اي به طول تكثير قطعهبراي

در ضمن . استفاده شدGSTM1جفت باز مربوط به ژن 273

اي به براي تكثير تكه) LIF-R)21و  LIF-Fاز آغازگرهاي 

همزمان با آغازگرهاي LIFجفت باز از ژن 488طول 

GSTM1ها استفاده عنوان كنترل داخلي، براي همه نمونهبه

).1جدول(شد 

PCRتفاده درتوالي پرايمرهاي مورد اس: 1جدول

ياي در دمادقيقـه7ه يسازي اولـبا واسرشتهPCRبرنامـه 
Cº94 ،35 سيكـل با برنـامهCº94)40ثانيه( ،Cº59)1دقيقه( ،

Cº72)1دقيقه در 10و در نهايت به مدت ) دقيقهCº72 در

. تنظيم شدBioRad)محصول شركت(دستگاه ترموسايكلر

، الكتروفورز و %2بر ژل آگارز PCRهاي سپس، فراورده

Gel Documentationآشكارسازي باندها با دستگاه

انجام شد براي تاييد تشخيص، BioRad)محصول شركت(

دوباره ژنوتايپينگ ها به صورت تصادفي انتخاب ونمونه% 10

Medافزار ها با نرمدر پايان آناليز داده. صورت گرفت Calc

.صورت گرفت) 12ويرايش(

:نتايج
هاخصوصيات نمونه

خانوادگي رتينوپاتي يسابقه%) 7/93(نفر 75فرد بيمار، 80از 

ژنتيك در يدهنده مؤثر بودن زمينهديابتي داشتندكه نشان

اما ارتباطي بين استعمال دخانيات، . ابتلاي به اين بيماري است

خون بالا با رتينوپاتي ديابتي بدست خون بالا و چربيفشار

. نيامد

هاي مولكولينتايج بررسي

DNA ژنومي از خون همه افراد مورد مطالعه با موفقيت

كنترل  PCRبعد ژنوتيپ به روشيدر مرحله. استخراج شد

) Internal Standard-Control PCR(استاندارد داخلي 

.تعيين شد

و در حضورGSTM1و GSTM1Rبا جفت پرايمرهاي

، )GSTM1-\+يا  +\+GSTM1ژنوتيپ (GSTM1ژن 

در نمونه. جفت باز از اين ژن تكثير شد273اي به طول تكه

رخ داده بود GSTM1هايي كه حذف هموزيگوت در ژن 

با توجه به . هيچ باندي ديده نشد) GSTM1-\- ژنوتيپ (

بهLIFاز ژن يااستفاده از آغازگرهايي براي تكثير قطعه

ها مربوطه، در همه نمونهPCRعنوان كنترل داخلي واكنش 

در .ديده شدLIFجفت بازي از ژن 488اي تكثير قطعه

.نشان داده شده استPCR، تصوير حاصل از 1شكل

و ) -/-GSTM(ژنوتيپ نول %) 2/11(نفر 9در گروه بيمار، 

فعال از يكم يك نسخهدست(ژنوتيپ مثبت %) 7/78(نفر 73

ك از افراد سالم ژنوتيپ نول يدر هيچ. داشتند) GSTM1ژن 

جهت بررسي ژنوتيپ % 2تصوير ژل آگارز : 1شكل

GSTM1 .افراد داراي ژن 7و1،2،3،4هايدر نمونه ،

GSTM1افراد داراي حذف 6و5هايو در نمونه

جفت بازي مربوط به ژن 273ي قطعه. باشندژن مي

GSTM1جفت بازي مربوط به 488ي و قطعه

LIFباشدمي.
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لذا همه افراد سالم داراي حداقل يك نسخه فعال از . ديده نشد

MedCalcافزار آناليز آماري با نرم. بودندGSTM1ژن 

05/0p≤14/374 -22/1=CIانجام شد و مقادير

95٪،39/21=OR لذا تفاوت معني). 2جدول(بدست آمد

هاي ژن بين دو گروه بيمار و كنترل از نظر ميزان ژنوتيپيدار

GSTM1بنابراين، نتايج نقش احتمالي پلي. وجود داشت

ابتي را نشان يدر رتينوپاتي دGSTM1مورفيسم حذف ژن 

.داد

تينوپاتي ديابتي و افراد سالمنتايج آماري مربوط به ژنوتيپ هاي ژن در بيماران مبتلا به ر: 2جدول

χ2 = 7.53

گيريبحث و نتيجه
ديابتي از عوارض شديد ديابت و از علل اصلي رتينوپاتي 

سازمان جهاني . كوري در بزرگسالان سراسر جهان است

هاي بسيار اعلام كرد تا سال طي پژوهش) WHO(بهداشت 

پاتي ديابتي در معرض از تعداد افرادي كه به علت رتينو2030

گيرند به دو برابر افزايش خواهد دست رفتن بينايي قرار مي

). 20(يافت

با توجه به اهميت و نقش استرس اكسيداتيو در رتينوپاتي 

مورفيسم حذف ژن ديابتي، در اين مطالعه به بررسي پلي

GSTM1در بيماران مبتلا به رتينوپاتي ديابتي پرداخته شد .

GSTM1زدايي و مقابله هاي درگير در سميكي از سيستم

).21(هاي فعال اكسيژن استزا و گونهبا مواد سرطان

دهد كه وجود ژنوتيپ حذف مطالعات اپيدميولوژي نشان مي

GSTM1شود لذا مييباعث توليد نشدن پروتئين عملكرد

هاي مرتبط با استرس استعداد ابتلاي به برخي از بيماري

استرس اكسيداتيو بر اثر نبودن ). 17(يابداكسيداتيو افزايش مي

ها در بدن اكسيدانهاي فعال اكسيژن و آنتيتعادل بين گونه

).14(شود ايجاد مي

داد كه فراواني ژنوتيپ هموزيگوت نتايج اين مطالعه نشان مي

كه در حالي. بود% 10در بيماران رتينوپاتي GSTM1حذف 

به . وجود نداشتGSTM1ك از افراد سالم حذف يدر هيچ

مورفيسم عبارت ديگر نتايج اين بررسي نقش احتـمالي پـلي

GSTM1دهدر رتينوپاتي ديابتي نشان ميرا د.

ژنمورفيسم حذفكـنون مطالعاتي در مورد نقش پــليتا

GSTM1هاي گوناگون از جمله رتينوپاتي ديابتي در بيماري

بكليگ و همكاران يدر مطالعه). 24-26(صورت گرفته است

بيمار دچار 107كه بر جمعيت فيليپين صورت گرفت، از 

نفر 75فرد سالم 127و از %) 96(نفر 103بيماري مزمن كبد، 

با توجه به نتايج . داشتندGSTM1ژنوتيپ حذف %) 59(

را در ابتلاي به بيماري كبد موثر GSTM1ژنوتيپ حذف 

اي توسط كانول و چنين، مطالعههم). 001/0p<)(24(دانستند

در جمعيتي از مردم تركيه 2همكاران درمورد ديابت تيپ

) مرد47زن و80(فرد127در اين مطالعه ). 25(صورت گرفت

به ) مرد64زن و63(فرد سالم 127و 2مبتلا به ديابت تيپ 

فرد مبتلا به ديابت 127از . عنوان گروه كنترل بررسي شدند

%) 3/69(نفر 88مثبت و ژنوتيپ%) 7/30(نفر39، 2تيپ 

نفر 80در گروه كنترل . داشتندGSTM1ژنوتيپ حذف ژن

داراي %) 0/37(نفر 47داراي ژنوتيپ مثبت و %) 0/63(

>001/0p(نتايج . بودندGSTM1ژنوتيپ حذف ژن 

496/6-280/2=CI95٪،841/3=OR (داري ارتباط معني

نشان 2و ديابت تيپ GSTM1بين ژنوتيپ حذف ژن 

).25(داد

اي توسط هونيك و همكاران در رابطه ، مطالعه2009در سال 

در رتينوپاتي ديابتي GSTM1مورفيسم حذف ژن با پلي

فرد دچار 62نفر شامل 124در اين مطالعه . صورت گرفت

) گروه كنترل(1نفر دچار ديابت تيپ 62رتينوپاتي ديابتي و 

ي ژنوتيپ بيماران دارا% 75نتايج نشان داد، . بررسي شدند

ژنوتيپ مثبت ژن يدارا% 25و GSTM1حذف ژن 

GSTM1افراد % 7/46چنين، در گروه كنترل هم. بودند

ژنوتيپ حذف ژن % 3/53و GSTM1ژنوتيپ مثبت 

 CI) 95٪OR(P(%)مقدار(%)شاهدژنوتيپژن
GSTM163)7/78(80)100(مثبت(Ref)00/1-

Null0)2/11(9)14/374-22/1 (39/2105/0≤
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GSTM1031/0(با توجه به نتايج . را داشتند=p47/6-

07/1=CI63/2=OR(داري بين ژنوتيپ حذف ارتباط معني

به رتينوپاتي ديابتي نشان داده كاهش ابتلاي وGSTM1ژن

در GSTM1نقش حفاظتي ژن يكنندهاين يافته بيان. شد

چنين، مطالعه ديگري توسط هم). 27(رتينوپاتي ديابتي است

). 12(صورت گرفت 2012كلينسيك و همكاران در سال 

هاي مبتلا به رتينوپاتي جمعيت مورد مطالعه اين گروه، قفقازي

بيمار 284فرد شامل 604مورد بررسي افراد. ديابتي بودند

به عنوان گروه (2فرد ديابت تيپ 320رتينوپاتي ديابتي و 

پايه اين بررسي فراواني ژنوتيپ نول در بر. بودند) كنترل

نتايج . بدست آمد% 5/44و در گروه كنترل % 5/27بيماران 

دار بين ژنوتيپ حذف ژن ارتباط معنييدهندهنشان

GSTM1بتلاي به رتينوپاتي ديابتي بود و كاهش ا

)001/0p<()12 .( در اين مطالعه، حذف ژنGSTM1 با

علت تفاوت در . افزايش ابتلاي به رتينوپاتي ديابتي مرتبط بود

هاي مورد بررسي، هاي موجود در نمونهتواند تفاوتنتيجه مي

هاي مختلف يا روش استفاده تفاوت در خزانه ژني جمعيت

.مورفيسم حذف باشدپليشده در بررسي 

دهد كه ژنوتيپ حذف به طور كلي نتيجه نشان مي

خطري براي رتينوپاتي ديابتي عاملبه عنوان   -/-GSTM1يا

تر نقش ژنوتيپ حذف براي ارزيابي دقيقگرچه. است

GSTM1 در رتينوپاتي ديابتي نياز به مطالعات بيشتر و

.باشدميهاي بزرگتر و اقوام گوناگون بررسي در جمعيت

از اداره تحصيلات تكميلي دانشگاه گيلان به :يتشكرو قدردان

در . دليل حمايت مالي بخشي از پروژه كمال تشكر را داريم

كننده در اين تحقيق ضمن از همه بيماران و افراد سالم شركت

.كنيمسپاسگزاري مي
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Abstract

Introduction: Diabetic retinopathy is a common complication of diabetes mellitus that affects retinal blood vessels. 
Chronic extra cellular hyperglycemia in diabetes stimulates reaction oxygen species (ROS) production, and increase 
oxidative stress. Glutathion S- transferases (GSTs) enzymes have been shown to protect human from reaction oxygen  
compounds damage. GSTM1 gene polymorphic in human and deletion in the gene result in virtual absence of enzyme 
activity.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the association of GSTM1 gene deletion with diabetic retinopathy. 

Materials and Methods: In this molecular study, 80 patients with diabetic retinopathy and 80 healthy individuals 
were tested for deletion polymorphism GSTM1. Genomic DNA was extracted from peripheral blood of the patients and 
controls (having obtained written informed consents from them). Genotypes were determined by polymerase chain 
reaction (PCR). Statistical analysis was performed using the MedCalc program

Results: Of the 80 patients, there were 9 with GSTM1 gene deletion while, deletion genotype GSTM1 was found in 

none of the healthy subjects. Statistical analysis of the gene GSTM1, OR=21.39, 95% CI=1.22-374.14, P≤≤0.05
demonstrates a significant association between GSTM1 deletion genotype frequencies in both patient and control 
groups.

Conclusion: A significant association was found between GSTM1 gene deletion and diabetic retinopathy. Larger 
population-based studies are needed to more clarify the relationship between diabetic retinopathy and GSTM1
polymorphism. 
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