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Abstract 
Background and Objective: Diabetes mellitus is one of the most common metabolic and global health threats. The 
gene needed for the development of the TBX20 gene is the fusion of the gene, and the defect in the sequence and 
expression of this gene also causes heart defects. Due to significant prevalence of gestational diabetes mellitus in 
human population, this study was done to evaluate the effect of TBX20-induced gestational diabetes mellitus in the 
heart of the mice embryo at 11.5 days. 

Methods: This experimental study was done on induced diabetic C57BL/6 female mice. Gestational diabetes 
induced by interaperitoneal injection of sterptozotocin at GD1. On the day of pregnancy 11.5, embryonic heart 
samples from these mice were isolated. After extraction of RNA, cDNA synthesis of RNA was performed. The Real 
Time-PCR technique was used to determine the expression of TBX20 gene. Expression level   of TBX20 gene in 
experimental and control was calculated using the 2–∆∆CT method. 

Results: Expression of TBX20 gene in diabetic specimens was twice as high as the control samples, which was 
statistically significant (P<0.05). 

Conclusion: It seems, increasing TBX20 gene expression in embryonic heart tissue may be one of the 
complications of gestational diabetes mellitus and can lead to abnormalities in the heart embryo. 
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  چکیده
 ـن مورد يها ژن از است. ابتید یجهان سلامت کننده دیتهد و یسمیمتابول اختلالات نیتر عیشا از یکی هدف: و زمینه  نیتکـو  يبـرا  ازی

 ابـت ید توجـه  قابل وعیش به توجه با گردد. یم یقلب يها نقص جادیا سبب زین ژن نیا انیب و یتوال در نقص که است TBX20 ژن جنبن قلب
 ـب بر شده القا يباردار ابتید اثر نییتع منظور به مطالعه نیا ،یانسان تیجمع در يباردار  ـرو قلـب  در TBX20 ژن انی  مـوش  روزه 5/11 انی

  شد. انجام یشگاهیآزما
 ـید يالقـا  از پس شد. انجام C57BL/6 نژاد ماده یشگاهیآزما موش سر 12 يرو یتجرب مطالعه نیا بررسی: روش  يهـا  مـوش  بـه  تاب

 از cDNA سـنتز  RNA اسـتخراج  از پـس  شدند. يساز جدا ها موش نیا از حاصل يها انیرو قلب يها نمونه ،يباردار 5/11 روز در باردار،
RNA ژن انیب زانیم یبررس يبرا د.یگرد انجام TBX20 کیتکن از Real-time-PCR ژن بیان اختلاف شد. استفاده TBX20 کنترل هاي نمونه بین 

  شد. محاسبه CT∆∆–2 روش به توجه با دیابتی و
  ).>05/0P( داد نشان داري معنی شیافزا برابر 2 زانیم به کنترل يها نمونه به نسبت یابتید يها نمونه در TBX20 ژن انیب زانیم ها: هیافت
 يهـا  يناهنجارسبب تواند  میت بارداري روزه در اثر القاء دیاب 5/11 انیرو یقلب بافت در TBX20 ژن انیب شیافزااحتمالاً  گیري: نتیجه

  گردد. ها  در جنین یقلب
  تکامل ، قلب ، TBX20 ژن ، يباردار ابتید ها: واژه کلید
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  مقدمه
 که است يباردار دوران ینیبال عوارض نیتر عیشا از یکی ابتید

 است شده انیب جهان مختلف نقاط در درصد 14 تا کی از آن وعیش
  ).2و1( است شده گزارش 9/8 تا 2/1 رانیا در يماریب نیا وعیش

 یط ـ و دهـد  یم ـ رخ يباردار دوم مهین در يباردار ابتید معمولاً
 آن بروز زانیم و داشته یشیافزا روند آن وعیش گذشته سال 20 تا 10
 ت،یجنســ ،يبــاردار ســن حســب بــر درصــد 6/11 تــا درصــد 7/1 از

ک چـالش  ی یابتید یوپاتیامبر ).3( است متفاوت مادر سن و تیقوم
ن را یجن ـ یع ـیرطبیک و دو خطـر تکامـل غ  یابت نوع یاست. د ینیبال

ــاردار ابــتید ).4( دنــده یش مــیافــزا ــا يب ــزا ب  يهــا یآنومــال شیاف
 يبـاردار  دوران عـوارض  بـا  است ممکن اما ؛ستین همراه يمادرزاد
 قبـل  ریم و مرگ شیزااف ،یماکروزوم شامل که باشد مرتبط یمختلف

 شـرفت یپ رونـد  در یمهم ـ عامـل  کـه  شـود  مانیزا نیح در و تولد از
 کـه  ینـوزادان  در عمـده  يمادرزاد يها يناهنجار ).5( است يباردار
 یناش يرهایم و مرگ موارد از یمین از شیب ؛اند داشته کیابتید مادر
 تمــام بــر توانــد یمــ یابتیــد نیجنــ ).6( ردیــگ یدربرمــ را یحــاملگ از

 و یعصـب  لولـه  صینقـا  .گـذارد  ریتـاث  عضو رشد حال در يها ستمیس
 يهـا  يناهنجار نیدتریشد و نیتر عیشا یعروق - یقلب يها يناهنجار
 ،یبطن ـ يزی ـدهل سـپتوم  نقـص  هسـتند.  يبـاردار  بـا  مرتبط يمادرزاد
 جـزء  مـداوم،  وسی ـآرتر تانـدونوس  و چپ یپوپلاستیه یقلب سندرم

 ییشناسـا  ینیبال مطالعات در که ستنده یقلب يها يناهنجار نیتر عیشا
 شده انجام يها یبررس و يمرور مطالعه کی براساس ).8و7( اند شده
 يهـا  سپتوم و ها چهیدر عمدتاً یقلب يها نقص اختلالات، نیا انیم در

 زی ـن TBX20 يری ـگ شـکل  در شکسـت  و )9( نمـوده  ری ـدرگ را قلب
ــص ــا نق ــ يه ــوق یقلب ــذکر ف ــادیا را ال ــ ج ــد یم ــی. )10( کن  از یک

 نوع يزیدهل وارهید نقص ؛دارد نقش درآن TBX20 که ییها يماریب
4 (ASD4) .دهنده ارتباط جهـش در   ک مطالعه نشانین یهمچن است

 قلب اسـت  يا چهیص دریو نقا يزیواره دهلیص دیبا نقا TBX20ژن 
 ،یانسان تیجمع در يباردار ابتید توجه قابل وعیش به توجه با). 11(

 ژن بیـان  بـر  شـده  القـا  بـارداري  دیابت اثر تعیین ورمنظ به مطالعه این
TBX20 شد. انجام آزمایشگاهی موش روزه 5/11رویان قلب در  
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  بررسی روش
 C57BL/6 نـژاد  آزمایشـگاهی  يها موش روي تجربی مطالعه این
 مرکز در نر موش سر 6 و هفته 8-10 سن در ماده موش سر 12 شامل

 پزشـکی  علـوم  دانشـگاه  به وابسته مولکولی سلولی پزشکی تحقیقات
  شد. انجام 1396 زییپا یط گلستان

 علــوم دانشــگاه پــژوهش در اخــلاق کمیتــه تاییــد مــورد مطالعــه
  گرفت. قرار (IR.GOUMS.RES.1395.156) گلستان پزشکی

د. ی ـت گردی ـرعا یشـگاه یوانـات آزما یح يپروتکل کـار بـر رو  
 یپزشـک  هدانشـکد  وانخانـه یح به يراز تتویانس از شده هیته يها موش
 درجــه بــا وانخانــهیح اســتاندارد طیشــرا در وانــاتیح شــدند. منتقــل

ــرارت ــه 22-24 ح ــانت درج ــراد یس ــا گ ــیطب دوره ب ــاعت 12( یع  س
 غـذا  و آب بـه  آزادانـه  یدسترس ـ و )یکیتـار  سـاعت  12 و ییروشنا

  شدند. ينگهدار
 يریجفتگ يبرا ؛دندیرس يبارور و بلوغ سن به  ها موش که یزمان

 نسبت (به نر یشگاهیآزما هاي موش مجاورت در تساع 24 مدت به
 در نــالیواژ پــلاك صیتشــخ .شــدند گذاشــته نــر) کیــ بــه مــاده 2

 گرفتـه  صورت يریجفتگ که کرد دییتا ماده یشگاهیآزما يها موش
 ).12( شـد  گرفتـه  نظـر  در (E0.5) يباردار صفر روز عنوان هب و است
 و کنتـرل  گـروه  دو بـه  یتصـادف  صـورت  بـه  بـاردار  يها موش سپس

  شدند. میتقس یابتید
  گلوکـومتر  از اسـتفاده  بـا  بـاردار  يهـا  مـوش  سـرم  گلـوکز  سطح

(ACCU-CHEK® Active Glucometer, Roche Diagnostics, Mann-heim, Germany)  
 (STZ) نیاسترپتوزتوس ـ قیتزر از بعد ساعت72 و مطالعه اول روز در
  شد. نییتع

 روز در ابـت ید القاء نظورم به یابتید گروه در باردار يها موش به
 بـر  گرم یلیم 60( دوز تک صورت به نیاسترپتوزوتوس يباردار اول
 گـروه  شـد.  قی ـتزر یصـفاق  داخـل  صـورت  بـه  بـدن)  وزن لوگرمیک
 بــر گــرم یلــیم 250 حــدود نیانگیــم خــون گلــوکز ســطح بــا یابتیــد

 در )GDM )Gestational Diabetes Mellitus عنـوان  هب ـ تـر، یل یدس ـ
 از بعـد  و قبـل  زی ـن کنتـرل  گروه خون گلوکز زانیم ند.شد گرفته نظر

  ).13( دیگرد کنترل يباردار
 کنترل گروه دو يها موش ،يباردار از روز 5/11 گذشت از پس

 سـپس  شـدند.  یقربـان  یگردن ـ يا مهـره  یرفتگ در روش با یتیابید و
 يبـرا  مختلـف  موش 3 از انیرو 3( ها موش نیا از حاصل يها انیرو

 یجراح ـ (مشـابه  شـکم  هیناح در برش با کنترل) و یبتاید گروه هردو
 اسـتفاده  بـا  نهـا آ قلب يها نمونه بعد مرحله در .ندشد خارج ن)یرسزا
 و نیانسـول  سـرنگ  سرسـوزن  ماننـد  دسترس قابل فیظر يابزارها از
 سـپس  شـد.  يجداسـاز  اسـترئو  کروسـکوپ یم ری ـز در يستوریب غیت

 منتقـل  گـراد  یسانت درجه 80 یمنف يدما با زریفر به بلافاصله ها نمونه
 طبـق  کـل  RNA و شـدند  زیهموژنـا  عیمـا  تـروژن ین با ها نمونه شدند.

ــک پروتکــل دســتور ــک و )Ambion-Invitrogene( مربوطــه تی  تی
cDNA سـپس  شـد.  اسـتخراج  نمونـه  از کلـون  نایس شرکت از ،رانیا 
 بـا  هـا  نمونـه  از حاصـل  mRNA از )cDNA( معکـوس  يبـردار  نسخه

 بعـد  مرحلـه  در شـد.  انجام نظر مورد تیک پروتکل وردست از استفاده
 العملدسـتور  طبـق  و شدند داده قرار کلریترموسا دستگاه در ها نمونه

 ژن mRNA انی ـب زانی ـم يری ـگ انـدازه  يبـرا  .شـد  اجـرا  برنامـه  تیک
TBX20 کیتکن از Real Time- PCR د.یگرد استفاده  
  ،يداخلــ کنتــرل و هــدف ژن انیــب یبررســ يبــرا تیــنها در

CT واکنش به مربوط يها Real time PCR  شـد.  ثبـت  و اسـتخراج 
 بـا  یابتید و کنترل يها نمونه نیب TBX20 ژن انیب اختلاف تینها در

 افـزار  نـرم  توسـط  Fold change اسـاس  بـر  و CT∆∆–2 فرمول به توجه
Microsoft Excel د.یگرد محاسبه  

 لی ـتحل و هی ـتجز SPSS-16 يآمـار  افـزار  نرم از استفاده با ها داده
-کلمـوگروف  آزمـون  از اسـتفاده  با ها داده عیتوز بودن رمالن شدند.
 گـزارش  t-test از اسـتفاده  بـا  راتیی ـتغ سـپس  شـد.  نییتع رونفیاسم
  شد. گرفته نظر در 05/0 از کمتر ها داده يدار یمعن سطح د.یگرد

 و CT (Livak)∆∆–2 یمحاسبات روش دو با TBX20 ژن انیب مقدار
2–∆CT روش در شـد.  يری ـگ اندازه Livak  طریـق  از محاسـبه  از بعـد 
 S18 نبیا به نسبت TBX20 ژن بیان شدن برابر چند میزان زیر فرمول

  د.مآ دست به کنترل به نسبت دیابتی هاي نمونه در
ΔCT (TBX20) = CT (TBX20, Diabetes) – CT (S18, Diabetes) 
ΔCT (Control) = CT (TBX20, Control) – CT (S18, Control) 
 
Second, normalize the ΔCT of the test sample to the ΔCT of the 
calibrator: 
ΔΔCT = ΔCT (Diabetes) - ΔCT (Control) 
 
Finally, calculate the expression ratio: 
2- ΔΔCT= Normalized expression ratio 

 نیانگی ـم و گذاشـته  تی ـکیپلیتر صـورت  به را ها نمونه از هرکدام
 میکرد CT∆∆–2 فرمول وارد یداخل کنترل و هدف ژن يبرا را ها ادهد
 نمـودار  جینتـا  و اسـتفاده  فرمول محاسبه يبرا EXCEL افزار نرم از و

  د.یگرد رسم مربوطه
  ها یافته

 روش بـا  شـده  اسـتخراج  RNA تی ـفیک یبررس ـ از حاصـل  جینتا
 اسـتخراج  صـحت ( 28S rRNA و 18S rRNA يباندها الکتروفورز،

RNA است. آمده کی شکل در )خوب تیفیک و  
 محصـول،  هـر  بـراي  آغازگر ذوب منحنی در شده مشاهده پیک

 (نمـودار  بـود  اختصاصـی  تکثیـر  و ویـژه  محصـول  یک وجود بیانگر
  ).کی

CT از حاصل يها Real Time- PCR و یابتی ـد نمونـه  سـه  يبرا 
 صـورت  تکـرار  بـار  سه نمونه هر يبرا آمد. دست هب کنترل نمونه سه
  ک).ی (جدول تگرف
 يهـا  نمونـه  بـه  نسبت یابتید يها نمونه در TBX20 ژن انیب زانیم
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 يآمـار  نظـر  از ریی ـتغ نی ـا و داد نشـان  شیافزا برابر 2 زانیم به کنترل
  ).2 (نمودار )>05/0P( بود دار یمعن

  بحث
 بافـت  يهـا  نمونه در TBX20 ژن انیب مطالعه نیا جینتا به توجه با
 يهـا  نمونـه  از شـتر یب برابـر  دو ند؛داشـت  یابتی ـد مـادر  کـه  ینیجن قلب

  بود. کنترل
 شیوع با قلب مادرزادي نقایص مادرزادي اختلالات تمام میان در

 هـا  ناهنجـاري  نـوع  تـرین  رایـج  غیردیـابتی  جمعیت از بیشتر برابر 5/3
 و هـا  چـه یدر عمـدتاً  یقلب ـ يهـا  نقـص  اخـتلالات،  نیا انیم در است.
 يولـوژ یات یقلب ـ يهـا  نقص در .)9( کند یم ریدرگ را قلب يها سپتوم

 قی ـدق علت اما ؛)14( دارند نقش طیمح و وراثتاز جمله  یچندعامل
  .است نامشخص هنوز ها نقص نیا

 تراتوژن عامل کی عنوان به را يباردار ابتید ای ابتید یمطالعات
 يمحـدود  مطالعات و )15و12( اند کرده یبررس قلب نیتکو يرو بر
 يهـا  يماریب و قلب در آنها تیاهم و TBX وهگر يها ژن با رابطه در
ــ ــتید از یناشــ یقلب ــ در  .)17و16و11( اســت شــده انجــام اب  همطالع

Chakraborty شـد؛  انجـام  بزرگسال موش قلب يرو که همکاران و 
 جــهینت در و تیوســایومیکارد ریــتکث موجــب TBX20 انیــب شیافــزا
 يا هسـته  تـک  و گـرد  کوچک، يها تیوسایومیکارد شیافزا باعث
  ).18( دیگرد

 بافـت  در TBX20 ژن يرابـر ب دو انی ـب شیافـزا  حاضر مطالعه در
 شیافـزا  بـا  يبـاردار  دوران در ابـت ید احتمالاً که دهد یم نشان یقلب
ــم ــب زانی ــاط در TBX20 انی ــت ارتب ــ و اس ــد یم ــبب توان ــادیا س  ج

 يرهایمســـ شـــدن فعـــال باعــث  TBX20 گـــردد. يهـــا يناهنجــار 

  یابتید و کنترل يها هنمون يبرا Real Time- PCR از حاصل يها CT : 1 جدول
  سوم نمونه  دوم نمونه  اول نمونه  ژن  ها گروه

  CT TBX20 48/29  01/29  19/29  23  06/24  07/25  10/26  80/25  59/25  یابتید
CT s18 20/22  21/22  83/21  22/17  05/17  99/16  95/19  10/20  07/20  

  CT TBX20  92/22  37/23  19/23  41/24  61/23  83/23  88/22  98/22  79/22  کنترل
CT s18 97/15  10/16  0/16  21/15  30/15  28/15  81/14  07/15  40/14  

  

 کی ژل يرو بر Total RNA الکتروفورز جهینت : 1 شکل
  28S rRNA و 18S rRNA به متعلق باند دو مشاهده و درصد

  

 یابتید يها نمونه در  TBX20 ژن انیب زانیم : 2 نمودار
  کنترل يها نمونه به نسبت

  

 دیابتي كنترل
TBX20 gene 1 2.007716483
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  TBX20 ژن انیب به مربوط (melting Curve) ذوب یمنحن : 1 نمودار
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 PI3K / AKT / GSK3β / β-catenin و BMP2 / pSmad1 / 5/8 نگیگنالیس ـ
 TBX20 حـد  از شیب انیب لذا شود. یم یسلول ریتکث شیافزا با همراه

 جهینت در و نابالغ يها تیوسایومیکارد شیافزا باعث ،ینیجن دوره در
 TBX20 ژن یتـوال  در کـه  یرات ـییتغ شـود.  یم ـ یقلب ـ يهـا  يناهنجار

 نیجنــ در یقلبــ ياهــ يناهنجــار جــادیا بــه منجــر ؛دیــآ یمــ وجــود بــه
 بـه  TBX20 کـه  دادنـد  نشـان  وهمکـاران  Stennard ).18( گـردد  یم

 قلـب  عملکـرد  تکامـل  در یاصل نقش ،T-BOX در هدف ژن عنوان
ــه منجــر TBX20 دادن دســت از و دارد ــرگ ب ــ م  اواســط در نیجن

 در جهـش  .شـود  یم قلب در یعیرطبیغ شدت به مورفوژنز با يباردار
ــا TBX20 ژن ــاریب ب ــا يم ــاگونگ يه ــ ون ــه از ،یقلب  در نقــص جمل

septation، valvulogenesis ــاتیومیکارد و ــرتبط یوپ  ).16( اســت م
ــه ــاران و Monroy-Muñoz مطالع ــان همک ــه داد نش ــه ک ــش س  جه

(M395R,Y309D,T370O) ژن از یســیرونو شــدن فعــال دامنــه در 
TBX20 به انیمبتلا در ASD مطالعـات  نی ـا .)17( اسـت  هبود همراه 

  ).17و16( کنند یم انیب را قلب نیتکو در TBX20 ژن تیاهم
 يها يناهنجار در توانند یم يباردار دوران در کیتراتوژن عوامل

 يرو بـر  کی ـتراتوژن اثـرات  يدارا زین ابتید .باشند داشته نقش یقلب
 کـه  داد نشـان  همکـاران  و Corrigan مطالعـه  جینتا .)15( است نیجن

 اتفـاق  مـادران  در 2و1 ابتید عنو دو هر دنبال به یقلب يها يناهنجار
 ابـت ید بـه  مبـتلا  مـادران  يهـا  نیجن در يبرابر 5 شیافزا با و افتد یم

 ابـت ید کی ـتراتوژن اثـرات  دهنـده  نشـان  قی ـدق سمیمکان است. همراه
 نیح ـ نیجن بیآس در آن عوارض اما ؛نشده مشخص کاملاً يباردار
 نیوگلـوب هم سطح با نیجن یقلب نقص .اند داشته نقش يباردار دوران

 دیابـت  کـه  دقیقـی  مکانیسـم  ).15( اسـت  ارتباط در مادر لهیکوزیگل
 ؛شود می جنین در نواقص موجب و کند می ایجاد تراتوژنتیک اثرات

 ریتـاث  تحـت  TBX20 ژن انی ـب شیافزا ما مطالعه در .است نامشخص

 را خـود  کیتراتوژن اثرات و است گرفته قرار يمادر ابتید یاحتمال
 همکـاران  و Liang مطالعـه  نیهمچن ـ است. داده ننشا صورت نیا به

 در HAS2 و TBX20 ، TBX5 يهــا ژن انیــب يالگــو کــه داد نشــان
 یشـگاه یآزما مـدل  در خـون  گلـوکز  شیافزا اثر در هیاول یقلب حلقه
 توانـد  یم ـ زی ـن ابـت ید از یناش ویداتیاکس استرس شود. یم رییتغ دچار
 کی ـتراتوژن اثرات جهینت در و گردد آزاد يها کالیراد شیافزا باعث

نشـان داده کـه    يگـر یاگرچـه مطالعـات د   ).19( دهنـد  نشان خود از
از جملــه  يدر رونــد اتوفــاژ يدیــکل يهــا ان ژنیــش گلــوکز بیافــزا

LC3B در رونـد   ینقـش فعـال   يجوجـه شـده و اتوفـاژ    يها نیدر جن
  ).20( کند یفا میا یسمیپرگلیدر ه یلوله قلب يها يجاد ناهنجاریا

 یشناس بافت یبررس عدم به توان یم طالعهم نیا يها تیمحدود از
ــوژ و ــاره بافــت ســطح یکیمورفول ــود. اش ــ شــنهادیپ نم ــود یم  در ش

 زی ـن )5/7-5/15( ین ـیجن يروزهـا  ریسـا  در قلـب  رشد یآت مطالعات
 هـا  ژن ریسـا  انی ـب بـر  يباردار ابتید اثر زین و ردیگ قرار یبررس مورد

  گردد. مطالعه
  گیري نتیجه

 بافـت  در TBX20 ژن انی ـب شیافزا که داد نشان طالعهم نیا جینتا
 توانـد  یم ـ کـه  اسـت  يبـاردار  ابـت ید عـوارض  از یک ـی نیجن ـ یقلب

  گردد. یقلب يها يناهنجار آمدن وجود به موجب
 قدردانی و تشکر

) مصـوب  950706163ن مطالعه نتیجه طرح تحقیقاتی (شـماره  یا
بـود و بـا    تانگلس ـی پزشک علوم دانشگاهي فناور و تحقیقات عاونتم

 جـه ینت نیحمایت مـالی آن معاونـت محتـرم بـه انجـام رسـید. همچن ـ      
 کارشناسـی  درجـه  اخـذ  بـراي  یرکن ـ نژاد یعل نبیز خانمه نام انیپا

دانشـگاه علـوم    یاز دانشـکده پزشـک   یحیتشـر  علـوم  رشته در ارشد
  .بودگلستان  یپزشک
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