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Abstract 

Background: Diabetic retinopathy (DR) is a severe complication of diabetes and the leading 
cause of blindness among working adults worldwide. 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 reactive oxygen compounds 
damage. The aim of the present study was to investigate whether the genetic polymorphism of GSTP1 
is associated with DR.  

Materials and Methods: This case–control study, included 70 patients with DR and 70 healthy 
volunteers. Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes. Genotypes were 
determined by polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism 
(RFLP). Statistical analysis was performed using the MedCalc program  
for Windows version 12. 

Results: The prevalence of genotype frequencies of the GSTP1 Ile/Ile and Ile/Val were 
71.42% and 28.57% respectively, in DR subject, whiles in healthy volunteers were 78.58% and 
21.42%, respectively. Statistical analysis has not emerged significant difference from the comparison 
of either genotype (Ρ>0.05).  

Conclusion: There was no evidence that GSTP1 variants were associated with DR in studied 
population. Further research is required to clarify role of GSTP1 in DR. 
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   در رتینوپاتی دیابتیGSTP1تنوع ژنتیکی 
 

  3علیزادهیوسف ، *2صالحیزیور ، 1عباسینسیم 
  

   کارشناسی ارشد ژنتیک، گروه زیست شناسی، پردیس بین الملل، دانشگاه گیلان، رشت، ایران-1
  ن گروه زیست شناسی، دانشگاه گیلان، رشت، ایرااستاد، -2
   دانشگاه علوم پزشکی گیلان، رشت، ایران گروه چشم پزشکی، استادیار، -3
 

  19/6/93: تاریخ پذیرش 19/3/93: تاریخ دریافت
 

  چکیده
و موجب نابینایی در بزرگسالان در سراسر جهان بوده  رتینوپاتی دیابتی یکی از عوارض شدید دیابت :زمینه و هدف

هاي واکنش پذیر اکسیژن و افزایش استرس اکسیداتیو  دیابت، محرك تولید گونهافزایش قند خارج سلولی در . شود می
هاي حاصل از ترکیبات  ست که موجب محافظت انسان در برابر آسیبا ترانسفرازها، آنزیمی –Sگلوتاتیون . باشد می

اري رتینوپاتی دیابتی با بیم GSTP1 در مطالعه حاضر به بررسی ارتباط پلی مورفیسم ژن. شود اکسیژنی واکنش پذیر می
  .پرداخته شده است
 فرد سالم مورد بررسی قرار 70 بیمار مبتلا به رتینوپاتی دیابتی و 70 شاهدي - در این مطالعه مورد:مواد و روش ها

 PCR-RFLPبا استفاده از تکنیک تعیین ژنوتیب . هاي خون محیطی استخراج گردید  از لوکوسیتDNA. گرفتند
  . انجام شد12نسخه  MedCalcوسیله برنامه ه آماري بآنالیز . صورت گرفت

  درصد57/28و  42/71  در بیماران به ترتیب برابر با GSTP1 ژن Ile/Val و Ile/Ileهاي   فراوانی ژنوتیپ:ها یافته
 و کنترل داري بین گروه بیمار آنالیز آماري تفاوت معنی.  به دست آمد درصد42/21 و 58/78 که در گروه بیمار بود در حالی

  ).>05/0p(نشان نداد
 و بیماري رتینوپاتی دیابتی در جمعیت مورد مطالعه GSTP1دار بین پلی مورفیسم ژن   ارتباط معنی:گیري نتیجه

  . تري نیاز است  در بیماري رتینوپاتی دیابتی به مطالعات وسیع GSTP1 جهت تعیین نقشبا این وجود. مشاهده نشد
  ، استرس اکسیداتیو GSTP1ابتی، پلی مورفیسم ژنی،  رتینوپاتی دی:کلیديواژگان 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
   گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، خیابان نامجو، رشت:نویسنده مسئول*

Email: geneticzs@yahoo.co.uk 



   و همکاراننسیم عباسی                                                                                                                          در رتینوپاتی دیابتی1GSTPتنوع ژنتیکی 

 72                                                                                                          1393 آذر ،9 شماره ، هفدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

  مقدمه
رتینوپاتی دیـابتی یکـی از عـوارض شـدید دیابـت        

این . باشد  ناشی از تغییرات مزمن عروق خونی می کهباشد می
بیمــاري از علــل اصــلی نابینــایی بــه ویــژه در بزرگــسالان در  

در بیمـاري رتینوپـاتی دیـابتی، عـروق     . )1(سراسر جهان است  
ــی انــسداد مــی   . )2(شــوند خــونی شــبکیه دچــار آســیب و حت

پـاتوژنز ایـن    . رتینوپاتی دیابتی یک بیماري چند عاملی است      
 و فاکتورهایی از قبیـل سـن، مـدت    بودهبسیار پیچیده  بیماري  

ابــتلا بــه دیابــت، میــزان چربــی خــون، فــشار خــون و عوامــل  
در طـول چنـد دهـه اخیـر         . )3(باشـند  ژنتیکی در آن دخیل می    

هــاي متعــددي در رابطــه بــا نقــش عوامــل ژنتیکــی و   بررســی
هاي مـؤثر در رتینوپـاتی دیـابتی صـورت گرفتـه         شناسایی ژن 

تـوان بـه ژن    هـاي مـورد بررسـی مـی      از جملـه ژن  .)5، 4(است
 و فاکتور رشـد انـدوتلیال    (ALR2)کدکننده آلدوزردوکتاز   

-Vascular endothelial growth factor)عروقـــی 

VEGF) )6(.  
برخی از مطالعات مؤیـد نقـش اسـترس اکـسیداتیو       

شبکیه یـک بافـت    . )7-9(باشند در توسعه رتینوپاتی دیابتی می    
ي چرب غیر اشباع اسـت و نـسبت بـه سـایر       سرشار از اسیدها  

اســترس  .)10(کنــد هــا از اکــسیژن بیــشتري اســتفاده مــی بافــت
پـذیر   هاي واکـنش  اکسیداتیو بر اثر عدم تعادل بین تولید گونه   

اکــسیژن و ظرفیــت سیــستم آنتــی اکــسیدانی بــدن ایجــاد       
ــی ــسیداتیو، آســیب . )11(شــود م ــتلالات   اســترس اک ــا و اخ ه

آورد و در نهایت باعث ایجاد   جود می گوناگونی در بدن به و    
هـاي تولیـد    از ژن. )12، 13(شـود  بیماري رتینوپاتی دیـابتی مـی   

 -Sهاي آنتی اکسیدان، خانواده ژنی گلوتـاتیون         کننده آنزیم 
 (Glutathion s-transferases-GSTs) ترانـــــسفرازها

ترانــسفرازها، خــانواده ژنـــی از    -Sگلوتــاتیون  . باشــد  مــی 
لکردي هستند که در سم زدایی ترکیبـات       هاي چند عم   آنزیم

ها، سموم محیطـی، داروهـا و       الکتروفیلیک مانند؛ کارسینوژن  
چنین در نقـل و انتقـالات    مواد غذایی نقش اساس دارند و هم  

داخل سلولی و محافظـت در برابـر اسـترس اکـسیداتیو مـؤثر              
باشـد   میGST ، GSTP1یکی از اعضاي خانواده . باشند می

ري این ژن بر روي بـازوي بلنـد کرومـوزوم           که محل قرارگی  

11) 11q13.2 (ــا . اســت  209محــصول ایــن ژن، پروتئینــی ب
ایـن  . )14(باشد  کیلو دالتون می23اسید آمینه و وزن مولکولی   

 سم زدایی داروها نقـش      II پروتئین با فعالیت آنزیمی، در فاز     
ــدادي از       ــردن تع ــال ک ــر فع ــابولیزه و غی ــه مت ــادر ب دارد و ق

 داراي چنـدین    GSTP1. )15(باشـد   ضد سرطان می   داروهاي
ترین  باشد که یکی از مهم     پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي می    

اســت کــه منجــر بــه تغییــر اســیدآمینه در   Ile105Val آنهــا
ــله مـــی 105موقعیـــت  ــروتئین حاصـ ــردد  پـ ــایگزینی . گـ جـ

Ile105Val    باعـث تغییـر در جایگــاه فعـال آنــزیم GSTP1 
ــص،شــود مــی ــه   در نتیجــه اخت ــر کــرده و ب ــزیم تغیی اصیت آن

  .)16(شود تر متصل می سوبستراهایی کم حجم
رغـــم اهمیـــت رتینوپـــاتی دیـــابتی و نقـــش  علـــی

GSTP1       اي در   به عنوان یک آنتی اکسیدان، تا کنون مطالعه
ــسم ژن     ــی مورفی ــاط پل ــصوص ارتب ــران در خ  و GSTP1ای

رتینوپاتی دیـابتی صـورت نگرفتـه اسـت، لـذا هـدف از ایـن                
 در GSTP1ژن  Ile105Valبررسی پلی مورفیسم   پژوهش،  

  .بیماري رتینوپاتی در جمعیتی از استان گیلان بوده است
  

  مواد و روش ها 
 زن و  40( نفـر    70 شـاهدي    - مـورد    مطالعهاین   در

 30 زن و 40( فـرد    70مبـتلا بـه رتینوپـاتی دیـابتی و          )  مرد 30
. نـد عنوان گروه کنترل مورد بررسـی قـرار گرفت    ه  سالم ب ) مرد

.  ســال بــود30-70محــدوه ســنی در بیمــاران و گــروه شــاهد 
صـورت  ) 1392مـرداد تـا بهمـن   ( ماه 6فرآیند تهیه نمونه طی    

از داوطلبین شرکت در مطالعه رضایت نامـه آگاهانـه        . گرفت
چنـین تمـام نکـات اخلاقـی در ایـن           کتبی اخـذ گردیـد، هـم      
ــد   ــت ش ــژوهش رعای ــام    . پ ــت تم ــی تح ــورد بررس ــراد م اف

به منظور تایید ابـتلا بـه بیمـاري دیابـت و یـا      (زم آزمایشات لا 
و معاینـات کامـل چـشم شـامل معاینـه شـبکیه بـا        ) سالم بودن 

گشاد کردن مردمک و استفاده از افتالموسکوپ غیر مـستقیم     
و لنز تماسی توسط پزشک فوق تخصص فلوشیب شبکیه در          

پــس از تاییــد . بیمارســتان امیرالمــؤمنین رشــت قــرار گرفتنــد
لیتر خون محیطی جهـت    میلی1 افراد مورد مطالعه،  پزشک از 

مـورد اسـتفاده    هاي ژنتیکی دریافت وجهت استخراج بررسی
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به منظور جلوگیري از لخته شـدن، نمونـه خـون           . قرار گرفت 
ــه  ــشته ب ــه آغ ــد EDTA درون لول ــره گردی ــتخراج .  ذخی اس

DNA توسط کیت GPP Solution)    ،شـرکت ژن پژوهـان
 DNA. کـل مربوطـه صـورت گرفـت    و بر اساس پروت   ) ایران

استخراج شده توسـط اسـپکتروفتومتري و الکتروفـورز مـورد        
تعیــین ژنوتیـپ بــا اسـتفاده از واکــنش   . بررسـی قــرار گرفـت  

PCR-RFLP ــد ــام ش ــنش از  .  انج ــن واک ــايدر ای  پرایمره
GSTP-F   و GSTP-R 290اي بـه طـول     جهت تکثیر قطعـه 

). 1جـدول  ()16(استفاده شد GSTP1جفت باز مربوط به ژن    
اي در دمـاي    دقیقــه 7 با واسرشته سـازي اولــیه     PCRبرنامـه  

ــانتی 94 ــه س ــراد  درج ـــامه   35، گ ــا برن ـــل ب ــه  94 سیک درج
 1بـراي    گـراد  درجـه سـانتی    59 ثانیـه،    40 به مدت  گراد سانتی

 دقیقـه و در نهایـت بـه    1به مـدت  گراد درجه سانتی 72دقیقه،  

 دســـتگاه در گـــراد درجـــه ســـانتی 72 دقیقـــه در 10مـــدت 
بـه منظـور   . تنظـیم گردیـد  ) BioRad شـرکت  (ترموسـایکلر 

 PCRاطمینان از تکثیر قطعـه مـورد، محـصولات حاصـل از              
ــه ( ــامی نمون ــا تم ــارز ) ه ــد2روي ژل آگ ــورز  درص  الکتروف

 جهت هضم آنزیمی بـه مـدت      PCRسپس محصول    .گردید
، در مجاورت آنـزیم  گراد  درجه سانتی 37 ساعت در دماي     4

ALW26I(BsmI))  سـپس محــصول  . قـرار گرفــت ) فرمنتـاز
 الکتروفـورز و   درصـد  3تیمار بـا آنـزیم بـر روي ژل آگـارز            

در پایان با استفاده از آنالیز آماري       . مورد بررسی قرار گرفتند   
 (CI) درصــد  95 و فاصــله اطمینــان   (OR)نــسبت شــانس   

ــشخص     ــاري م ــسم و بیم ــی مورفی ــین پل ــاط ب محاســبه و ارتب
نسخه  Med Calc توسط نرم افزار آنالیزهاي آماري. گردید

  . صورت گرفت12
  

  GSTP1 مورد استفاده جهت تکثیر ژنپرایمرهاي .1جدول 
اندازه قطعه تکثیر   دماي اتصال ژن

 )bp(شده
 آغازگرهاتوالی 

           3ˊ     5ˊ                 
GSTP1 64 290  F: TCCTTCCACGCACATCCTCT         

R: AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC                            
  

  ها یافته
DNAهاي مورد بررسی استخراج   از تمامی نمونه

 به بررسی PCR-RFLPسپس با استفاده از تکنیک . گردید
با استفاده از .  پرداخته شدGSTP1هاي  ها و ژنوتیپ آلل

 GSTP1اي از ژن  جفت پرایمرهاي اختصاصی تکثیر قطعه
ها مورد بررسی قرار   نمونه جفت باز از تمامی290به طول 

 جفت بازي نشان 290 وجود باندهاي 1شکل در . گرفت
در A313G  بـر اثر مـوتاسیون .باشد  میGSTP1دهنده ژن 

 (Alw26I)  یک جایگاه برش براي آنزیمGSTP1ژن 

BsmAI جایگاه برش آنزیم.شود ایجاد می  BsmAI در دو 
 ژنوتیپ  حالت ژنوتیپی وجود خواهد داشت،

 70 و220 با برش آنزیم دو قطعه Val/Valزیگوتهمو
شود و در ژنوتیپ هتروزیگوت  جفت بازي ایجاد می

Ile/Val دست ه جفت بازي ب70 و290،220، سه قطعه
بدیهی است که در صورت وجود ). 2شکل(خواهدآمد 

 برشی توسط آنزیم )Ile/Ile)A/A ژنوتیپ هموزیگوت 
BsmAIگیرد  صورت نمی.  

  
  
  
  

  
  
  
  

در تمامی . PCR  محصولاتدرصد 2تصویر ژل آگارز  .1شکل 
 M ،DNA. نمونه ها باند مورد نظر با کیفیت مناسب وجود دارد

، محصولات 6 -1اي ه ستون.  جفت بازي می باشد100مارکر 
  . نشان داده شده استPCR ،GSTP1حاصل از 
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 که ژنوتیپ 6 و 4، 2اي  نستو.  درصد2  ژل آگارز.2شکل
Ile/Ile ،هتروزیگوت  ژنوتیپ 5 و 3، 1هاي ستون Ile/Val را

 و 290قطعات .  جفت بازي50 مارکر M ،DNA. نشان می دهد
اما قطعه . اند شده جفت بازي قابل رویت و با فلش مشخص 220
  . جفت بازي به علت کوچک بودن  قابل رویت نبود70

 فـرد بیمـار در   70نتایج آزمایشات نشان داد کـه در    
 70در . وجـود داشـت  Val  آلـل  20و Ile ل  آل120مجموع 

در .  وجـود داشــت Val آلـل  15 و Ile آلـل  125فـرد سـالم،   
)  درصـد  42/71( نفر   50هاي بیماران،  رابطه با فراوانی ژنوتیپ   

داراي )  درصــــد57/28(نفــــر  Ile/Ile ،20داراي ژنوتیــــپ 
 57/78 (55 فــرد ســالم 70در بــین .  بودنــدIle/Valژنوتیــپ 

نفـر  )  درصد42/21 (15 و   Ile/Ileژنوتیپ  داراي   نفر) درصد
در هیچ یک از افـراد بیمـار و        .  بودند Ile/Valداراي ژنوتیپ   

داده آنــالیز آمــاري .  مــشاهده نـشد Val/Val ژنوتیــپ ،سـالم 
داري بـین دو گـروه بیمـار و کنتـرل از             تفاوت معنی نشان داد   

  . رد وجود نداGSTP1 ژن Ile105Valنظر پلی مورفیسم 
  

   در بیماران مبتلا به رتینوپاتی دیابتی و افراد سالمGSTP1تایج مربوط به آنالیز آماري ژنوتیپ هاي ژنن. 2جدول 
کنترل   )درصد(مورد  ژنوتیپ ها  ژن

  )درصد(
OR (95% CI)  p 

GSTP1  Ile/Ile  50)42/71(  55)57/78(      
 Ile/Val  20)57/28(  15)42/21(  46/1)17/3-67/0(  33/0  
 Val/Val  0  0  09/1)42/56-02/0(  96/0  

 

  بحث 
رتینوپاتی دیابتی، بیماري چشمی خطرناکی است 
که از علل اصلی نابینایی در بین بزرگسالان در سراسر جهان 

،  درصد7/5ها  شیوع رتینوپاتی دیابتی در آسیایی. )1(باشد می
، سفیدپوستان  درصد36/ 7هاي آفریقایی تبار  آمریکایی

 گزارش  درصد37/ 4ها  ی و اسپانیای درصد8/24آمریکایی 
این بیماري شبکیه را تحت تاثیر قرار . )18، 17(شده است

شبکیه یک بافت غنی از اسیدهاي چرب غیر اشباع . دهد می
هاي خونی فراوانی تشکیل شده و نسبت به  است که از رگ

. کند هاي بدن از اکسیژن بیشتري استفاده می سایر بافت
هاي   بدن، نسبت به گونهيها تبنابراین در مقایسه با سایر باف

 بواکنش پذیر اکسیژن و فرآیند استرس اکسیداتیو آسی
به دلیل اهمیت بیماري رتینوپاتی دیابتی و با . باشد پذیرتر می

در نظر گرفتن نقش آسیب اکسیداتیو در بروز این بیماري، 
ژن Ile105Val مورفیسم  تحقیق حاضر با هدف بررسی پلی

GSTP1باشند و  ي آنتی کسیدانت میها  که از آنزیم
احتمال افزایش خطر ابتلا به بیماري رتینوپاتی دیابتی، با 

 در جمعیتی از استان گیلان RFLP- PCRاستفاده از روش 
  . انجام شد

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که در بین 
به ترتیب برابر  Val و Ileهاي   فراوانی آلل،افراد بیمار

 و در افراد سالم به ترتیب برابر با د درص28/14و  71/85
تفاوت مشاهده شده بین افراد .  بود درصد71/10و  28/89

دار   معنی کاي اسکوئربیمار و سالم با توجه به نتیجه آزمون
، بنابراین به عنوان فاکتور خطر محسوب )<05/0p(نبود
 نتایج GSTP1هاي  در رابطه با فراوانی ژنوتیپ. شود نمی

  Ile/ Ileدر بین افراد بیمار و سالم، ژنوتیپنشان داد که 
 داراي کمترین Val/Val داراي بیشترین فراوانی و ژنوتیپ 

نتایج نشان دهنده عدم ارتباط این پلی . باشد فراوانی می
به عبارت . باشد مورفیسم با بیماري رتینوپاتی دیابتی می

دیگر در جمعیت مورد مطالعه، احتمالا این پلی مورفیسم 
  .یري در بروز و پیشرفت رتینوپاتی دیابتی نداردتاث

در رابطه با پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدي 
Ile105Val ژن GSTP1 ،در بیماري رتنیوپاتی دیابتی 
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و همکاران روي جمعیتی از  کلنسک اي توسط مطالعه
 284 فرد شامل 604(هاي مبتلا به رتینوپاتی دیابتی  قفقازي

. صورت گرفت) ان گروه کنترل نفر به عنو320نفر بیمار و 
 و Ile/ Ile ،Ile/Valهاي  در این بررسی، فراوانی ژنوتیپ

Val/Val و 4/44، 5/40 در افراد بیمار به ترتیب برابر با 
 و 4/44، 46 و در افراد سالم به ترتیب برابر با درصد 4/11
 آزمون کاي با توجه به نتیجه.  به دست آمددرصد 6/9

داري بین افراد   تفاوت معنیχ2=1.8) و (P=0.373 اسکوئر
چنین رابطه خاصی در  هم. )3(بیمار و سالم مشاهده نشد

هایی نظیر سرطان  خصوص این پلی مورفیسم با بیماري
 II، بیماري دیابت تیپ )20(، سرطان حنجره)19(پروستات

که در برخی از مطالعات ارتباطی   در حالیمشاهده نشد، )21(
هایی   با بیماريGSTP1 ژن Ile105Valبین پلی مورفیسم 

 و )23(، آدنو کارسینوم مري)22(مانند سرطان سینه
  .  گزارش شده است)24(آلزایمر

  
  نتیجه گیري

به طور کلی نتایج حاصل از این بررسی نشان 
دار بین پلی مورفیسم  دهنده عدوم وجود ارتباط معنی

Ile105Val ژن GSTP1 با بیماري رتینوپاتی دیابتی 
تر نقش پلی مورفیسم  براي ارزیابی دقیق  گرچه.باشد می

Ile105Val ژن GSTP1  در رتینوپاتی دیابتی به مطالعات
تر و اقوام گوناگون  هاي بزرگ بیشتر و بررسی در جمعیت

  .باشد نیاز می
  

  تشکر و قدردانی
از تحصیلات تکمیلی دانشگاه گیلان به دلیل 

در ضمن . محمایت مالی بخشی از پروژه کمال تشکر را داری
از تمامی بیماران و افراد سالم شرکت کننده در این تحقیق 
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