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ABSTRACT

Background & objectives: CXCL5, also known as epithelial cell-derived neutrophil-
activating peptide (ENA-78), is a chemokine that has a role in some diseases. CXCL5 blocks
insulin signaling by activating the Jak2/STAT5/SOCS2 pathway. It is reported the association
between -156G>C (rs352046) polymorphism in the promoter region and diabetes. The aim of
this study was to examine whether there is an association between this polymorphism and
diabetes mellitus in Ardabil province population.
Methods: A total of 100 patients affected diabetes were recruited from Ardabil province
population; 100 healthy control subjects also were recruited from the same area. The region
containing the CXCL5 - 156G>C polymorphism was genotyped by PCR amplification and
restriction fragment length polymorphism analysis, and allele frequency data were analyzed
using Fisher test.
Results: The results show a higher frequency of carrying both the G/G and G/C genotype in
patients with diabetes compared with healthy controls (p-value=0.01 and 0.006, respectively).
In addition, the frequency of allele C was significantly increased (p-value = 0.028) in patients
with diabetes (25.5%) compared with controls (12%).
Conclusions: Our findings suggest a role of CXCL5 in the pathogenesis of diabetes. Also,
replications in other populations with larger sample sizes are required to confirm these
findings.
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مقدمه
بیماري دیابت قندي شایعترین بیماري اندوکرین 

آن به علت تنوع معیارهاي است و تعیین شیوع واقعی
افزایش گلوکز خون و . تشخیصی، مشکل می باشد

وجود آن در ادرار به نام دیابت شیرین یکی از رایج 
در .ترین اختلالات متابولیسم کربوهیدرا تها می باشد

پاتوژنز این بیماري عوامل مختلفی از قبیل ژنتیک و 
بررسی ها نشان دهنده نقش . محیطی دخالت دارند

. ]1[موکین ها در بروز دیابت می باشدک
کین ها گروهی از ملکول هاي کوچک با وزن کمو

کیلو دالتون هستند که در تنظیم 14- 8ملکولی 
جابجایی و مهاجرت لکوسیت ها نقش ایفا می کنند

سایتوکاین هاي پیش التهابی هستند  کموکاین ها. ]2[

که در پاسخ به محرك هاي عفونی و التهابی دیگر
توسط تعدادي از انواع سلول هاي مختلف تولید می 

سایتوکاین پیش التهابی 50تا به امروز بیش از . شوند
و یا کموکاین شناسایی شده اند و با توجه به سیستئین 

، و CXCL ،CCL ،CLحفاظت شده به چهار گروه  
CX3CL3[طبقه بندي شده اند[ .

، 1اي اپیتلیالهپپتید فعال کننده نوتروفیل ازمنشا سلول
. کد می شودCXCL5کموکینی است که توسط ژن  

این کموکین پس از تحریک توسط سیتوکین هاي 
در سلول هاي TNF-αو IL-1βپیش التهابی مانند 

اپیتلیال بیان شده و سبب تجمع نوتروفیل هاي پلی 

1 Epithelial Cell-Derived Neutrophil-Activating
Peptide, ENA-78

چکیده
Epithelial cell-derived neutrophil-activating(هاي اپیتلیال پپتید فعال کننده نوتروفیل ازمنشا سلول:زمینه و هدف

peptide,ENA-78 (نقش ژن . در برخی بیماري ها نقش داردکهکموکینی استCXCL5 در بروز مقامت سلول ها به
اخیرا . ، سیگنال دهی انسولین را مهار می کندJak2/STAT5/SOCS2اده شده است که با فعال کردن مسیرانسولین نشان د

از این ژن در ناحیه پروموتر گزارش شده است که می تواند مستعد کننده بیماري 156G/C (rs352046)-چند ریختی 
. اري دیابت در جمعیت استان اردبیل می باشدهدف از این مطالعه بررسی ارتباط این چند ریختی با بیم.دیابت باشد

افرد سالم ساکن همان منطقه انتخابنفر از 100نفر از افراد دیابتی ساکن  استان اردبیل و 100این مطالعهدر:روش کار
ل با و الکتروفورز بررسی شد و نتایج حاصPCR-RFLPو ارتباط بین این چند ریختی با دیابت با روش هاي مولکولی.شدند

.استفاده از تست آماري فیشر مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت
در ). p=006/0(بود%) 14(نسبت به افراد سالم %) 39(در افراد مبتلا GCنتایج نشان دهنده فراوانی بالاي ژنوتیپ : یافته ها

%) 12(بیشتري نسبت به افراد کنترل سالمCداراي الل) p=028/0(به دیابت بطور معنی داري %) 5/25(این مطالعه افراد مبتلا 
.بود

تکرار این مطالعه در جمعیت با . در پاتوژنز دیابت هستندCXCL5یافته هاي این پژوهش نشان دهنده نقش :نتیجه گیري
. حجم نمونه بالا جهت تایید این یافته ها پیشنهاد می گردد

؛ چند ریختیCXCL5دیابت؛ :کلمات کلیدي
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همچنین به . ]4[می شود(PMN)مورفونوکلوئر 
ي بافت همبند و عنوان یک کموکین مهم در بازساز

. ]5[بروز بیماري هاي التهابی نقش ایفا می کند
به دنبال تحریک سلول ها با سایتوکاین هاي التهابی، 

یا فاکتور نکروز تومور آلفا، تولید 1-اینترلوکین
نیز در ائوزینوفیل مشاهده CXCL5بیان .می شود
. می شودمهارγاینترفرون IIنوع بوسیلهشده و 

در سرم CXCL5یج نشان دهنده میزان بالاينتا
پس از CXCL5در مقابل، غلظت. افراد چاق است

.یک برنامه کاهش وزن در افراد چاق کاهش می یابد

CXCL5هاي ماکروفاژ به میزان زیادي توسط سلول
بافت چربی سفید تولید می شودکه علاوه بر چاقی 

رددر مقاومت سلول ها نسبت به انسولین نقش دا
]1 ،8 -6[ .

انسان قرار گرفته 4برروي کروموزوم CXCL5ژن 
در ناحیه . ]6[است و داراي چهار اگزون می باشد

وجود دارد 156G>C-چند ریختیبالادست این ژن، 
افراد حامل . که در میزان بیان این ژن تاثیر می گذارد

را در CXCL5، مقادیر بالاتري از کموکین Cآلل 
. ]8[دهندخون خود نشان می

، ارتباط این در مطالعه اي بر روي جمعیت رفسنجان
با بیماري دیابت نشان داده شده استچند ریختی

]10،9[ .
هدف کلی بررسی ارتباط پلی مورفیسم با بیماري 

این . دیابت بر روي جمعیت استان اردبیل است
مطالعه  وجود و یا عدم وجود ارتباط بین  پلی 

و بیماري CXCL5ژن در156G/C-مورفیسم
دیابت در مقایسه با جمعیت کنترل سالم در جمعیت 

. استان اردبیل را بررسی خواهد کرد

روش کار
مبتلا به دیابت اولیه نفر از افراد 100این مطالعهدر

افراد سالم ساکن همان 100ساکن  استان اردبیل و 
پس از کسب رضایت 91- 90در سال هاي منطقه 

نسبت مرد و . رداري خون به عمل آمدکتبی نمونه ب

نفر و 100در 57و 43زن در گروه بیماران دیابتی 
. نفر بود100از 55و 45در گروه کنترل سالم 

در گروه کنترل و54میانگین سنی در گروه بیمار 
سی سی از 5از هر فرد حداکثر. سال بود56سالم 

خون وریدي در لوله هاي حاوي ماده ضد انعقاد
EDTA جمع اوري شد و پس از استخراجDNA از

اي از خون، با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی قطعه
چند ریختیکه حاوي محل CXCL5ژن 

-156 G>C بود با استفاده از روشPCRتکثیر شد.

و RFLPاین پلی مورفیسم  با روش هاي مولکولی 
حاصل با استفاده از رز بررسی شد و نتایجوالکتروف

تست آماري مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار 
.گرفت

DNAاستخراج 

به دو خون راK -SDS:ml5روش پروتئیناز 
دقیقه به دردور3000با قسمت تقسیم کرده و

پلاسماي خون  کرده ودقیقه سانتریفوژ10مدت
و سپس روي سلولهاي ته نشین شدهریخته شد دور 

ml5 دقیقه دردور3000و با شداضافه سردآب
و محلول رویی  گردید دقیقه سانتریفوژ 25بمدت

عمل فوق تا شفاف شدن محلول وشد دور ریخته 
روي سلولهاي ته نشین شده بر. گردیدرویی تکرار

ml4 داده شدافزوده و به خوبی تکانلیزات بافر .
μl250SDSسپس بر روي محلول بدست آمده

اضافه Kپروتئیناز)μg/ml200(ml7/1و )10%(
درجه 47دماي ساعت در24الی 3کرده و به مدت

نمک طعام اشباع شده ml7/1سپس . شدانکوبه 
دور در دقیقه به مدت نیم ساعت 3000ریخته و با  
منتقلمحلول رویی به لوله تمیز. شدسانتریفوژ 

DNAتاکردیمایزوپروپانول اضافه ml4، شده

داخل محلول ي منعقد شده ازDNA.عقد شودمن
به آن آب مقطرشسته و%70استخراج و با اتانول

. اضافه شد
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PCR:μl5DNA استخراج شده به داخل
،μl5/2Buffer10X-PCRمسترمیکس که حاوي

μl75/0)50 mM(MgCl2،μl5/0(10mM)

dNTPs ،U5/2Taqپلیمراز،μM25/0 پرایمر
افزوده و سپس بودپرایمر برگشتμM25/0رفت، 

با استفاده از آب دیونیزه حجم نهایی محلول به  
μl25توالی پرایمر رفت و برگشت به . ده شدرسان

. ]10[قرار زیر است
Forward-5´-CTCCTCCTGGCCACCCTCGC-3´
Reverse-5´-TCAAGCTTTGGGATGCTGGGGGA-3´

یل، برنامه ذ، سپس با استفاده ازترمال سایکلر
C˚60بمدت یک دقیقه، اتصالC˚94دناتوراسیون

بمدت سی ثانیه مورد C˚72بمدت سی ثانیه و
سیکل بوده و  35تعداد سیکل ها . گرفتاستفاده قرار

دقیقه و3در سیکل اول مرحله دناتوراسیون بمدت 
سپس . شددقیقه عمل 5مرحله توسعه سیکل آخر

.لکتروفرز شدا% 2بر روي ژل آگارز PCRمحصول 
RFLP : محصولPCR جفت باز با 114به اندازه

. تحت برش قرار داده شدNURIآنزیم محدودالاثر 
را برش داده PCRآنزیم، محصول Gدر حضور آلل 

جفت بازي را ایجاد می کند که با 19و 95و قطعات 
. قابل مشاهده است%4الکتروفرز بر روي ژل آگارز 

موجب عدم برش در Cدر صورتیکه حضور آلل 
جفت بازي قابل 114باند ودشPCRمحصول 

.)1شکل ( مشاهده است

ژل الکتروفورز. 1شکل 
PCRمحصول . 2لاین مارکر. 1لاین 

GCنمونه هتروزیگوت . 4لاین GGنمونه هموزیگوت . 3لاین 

CCنمونه هموزیگوت . 5لاین 

- مورديهمطالعیکمطالعهاین: روش آماري
با آنالیز فیشرحاصلنتایجآندرکهبود شاهدي

افرادبینوگرفتهقرارتحلیل آماريوتجزیهمورد
انجاممقایسهمربعکايروشبهکنترلوبیمار

نظردر05/0دارمعنیسطحمطالعهایندر. گرفت
. شدگرفته

یافته ها
ساکن  استان نفر از افراد دیابتی 100این مطالعهدر

افراد سالم ساکن همان منطقه نفر از 100اردبیل و 
میانگین سنی افراد دیابتی و سالم به .انتخاب شدند

در گروه بیمار Gفراوانی آلل. بود56و 54ترتیب 
Cفراوانی آلل، همچنین %88و در گروه سالم5/74%

بدست %12و در گروه سالم%5/25در گروه بیمار 
لاف فراوانی آلل ها بین گروه بیمار و که اخت.آمد

نتایج حاصل از ). p=01/0(بود گروه سالم معنی دار 
.آورده شده است1آزمایشات در جدول 

درG>C156-CXCL5مورفیسمفراوانی ژنوتیپی پلی. 1جدول
سالم در جمعیت استان اردبیلکنترلافرادودیابتبه مبتلابیماران

گروه بیمار 
نفر100

گروه کنترل 
نفر100سالم 

P

GG55%81%01/0ژنوتیپ 
GC39%14%006/0ژنوتیپ 
CC6%5%00/1ژنوتیپ 

G5/74%88%028/0آلل 
C5/25%12%028/0آلل 

بحث
یکی از بیماریهاي غیرعفونی 2نوع بیماري دیابت

است که در سنین میانسالی افراد را درگیر میکند که 
متعددي را براي فرد، خانواده و در هزینه و مشکلات

با توجه به اینکه بیماري .نهایت جامعه ایجاد میکند
سبتا شایع در سنین بالا است و ندیابت یک بیماري 

ي و اجتماعی زیادي را فرد مبتلا هزینه هاي اقتصاد
متحمل میشود لذا شناخت بیماري و نحوه پیشگیري و 
غربالگري ان یکی از ضروریات سلامت افراد جامعه 
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می باشد و با توجه به اینکه این بیماري علاوه بر 
عوامل محیطی داراي ابعاد ژنتیکی نیز می باشد که 
فرد را مستعد به این بیماري میکند لذا پیدا کردن این 

بنابراین . رسدعوامل ژنتیکی ضروري به نظر می
هایی که افراد را نسبت به این چند ریختی شناسایی 

کند، می تواند بسیارتر و مستعدتر میبیماري حساس
تا با مراقبت هاي که در سنین . حائز اهمیت باشد

جوان تر به عمل آورده می شود از بروز بیماري 
جلوگیري به عمل جلوگیري یا از شدت بروز بیماري 

. ]11-13[آید
با استفاده از مطالعات وسیع ژنومی و غربالگري 

Gene(ژنتیکی screening ( می توان به منظور یافتن
ژنهایی که با فرکانس بیشتري در میان افراد مبتلا به 
این بیماري یافت می شود، استفاده کرد که بیش از 

ابتلأ ناحیه از ژنوم کشف شده که فرد را مستعد40
با توجه به اینکه نقش ژن . به بیماري دیابت می کند

CXCL5مت سلول ها به انسولین ودر بروز مقا
نشان داده شده است که با فعال کردن مسیر

Jak2/STAT5/SOCS2 سیگنال دهی انسولین را ،
بنابراین می تواند به عنوان ژن کاندید . مهار می کند 

د بررسی قرار و موثر در بروز بیماري دیابت مور
چند ریختینقش عملکردي براي . گیرد

-156G/C توضیح داده شده نشان می دهد که حامل
CXCL5داراي مقادیر بالایی از غلظت Cهاي آلل 

در گردش خون و همچنین بر روي لکوسیت ها 
. ]14،1[هستند

که ناحیه -156در جایگاه Cوجود آللبنابراین 
می براي ژن مربوطه است موجب افزایش نسبی تظی

بیان ژن می شود و با بالا رفتن میزان این کموکین در 
خون، استعداد و حساسیت فرد در برابر ابتلا به دیابت 

البته براي اثبات تاثیر این . ]14[افزایش پیدا می کند
ژن بر بیماري دیابت بررسی هاي بر روي نمونه هاي 

. باشدمختلف ضروري میبیشتر در جمعیت هاي 
همچنین بررسی هاي مولکولی عملکردي در مسیر 
هاي احتمالی در بروز بیماري دیابت که احتمالا به 

چه . مسیر هاي جدید منجر شود اجتناب ناپذیر است
بسا مسیرهاي جدید در ارائه روش هاي درمانی 

نتایج .موثر تر و ارائه داروهاي جدید راه گشا باشد
با دیابت CXCL5-156Cارتباط بین آلل این مطالعه، 

در جمعیت استان اردبیل نشان داد که تاییدي برنتایج 
بر ]10،9[بدست آمده از مطالعه آملی و همکاران

.روي جمعیت رفسنجان می باشد

نتیجه گیري
CXCL5چند ریختی  را می توان به عنوان یکی 156-

استان ابتلا به دیابت در جمعیت از عوامل موثر در
اردبیل در نظر گرفت اما در یک اختلال چند عاملی 
مانند دیابت که عوامل زیادي تاثیر گذار می باشند 
پیدا کردن یک چند ریختی خاص و تکیه بر آن به 

تکرار . دیابت صحیح نیستعنوان عامل ابتلا در
مطالعات در سایر جمعیت ها و نیز مطالعات ملکولی 

لازم به نظر می رسد بر روي نحوه عملکرد این ژن
که می تواند نشان دهنده نقش جدید این ژن در 

. دیابت باشد
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