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 PC12ناشي از غلظت بالاي گلوكز در سلولهايوزتآپپدر8كاسپازو رس اكسيداتيوتاس نقشبررسي

3، باقر لاريجاني2، حبيب اسلامي1،3*فييعلي محمد شر

 چكيده

لي سـميت دقيق مولكوسازوكارهايتاكنون. باشد مي ارتباط در نوروپاتيمانند آن عوارضو ديابت با اكسيداتيو استرس:مقدمه

 ارتباط استرس اكـسيداتيو بـا فعـال هدف از اين مطالعه بررسي. هاي عصبي مشخص نشده است ناشي از گلوكز بر روي سلول

.بود PC12هاي ناشي از غلظت بالاي گلوكز در سلولمرگ سلوليدر،8شدن كاسپاز

تـستو DNA)(DNA Ladderه شـدن قطعـه قطع ـسـنجش توسـط بترتيبها سلول در اكسيداتيو استرسو آپپتوز:ها روش

MDA مهار كاسپازها جهت. ارزيابي شده است ،Z-VAD-FMK و سـپس توسـط روش ميـزان حيـات سـلولي بكار برده شـد

MTT به روش كالريمتري با استفاده از سوبستراهاي سـنتزي8 فعاليت آنزيمي كاسپاز. شد بررسي غييـرات بيـان پـروتئينتو،

.شدگيري اندازهنوبلاتينگ روش ايموبه8 كاسپازپرو

در MDA ميـزان توليـد.گرديد مشاهدهغلظت بالاي گلوكزبا تيمار شده هاي سلولدر DNAقطعه قطعه شدن الگوي:ها يافته

به كنترل افزايش معني هاي تيمار شده سلول بصورت وابـسته بـه دوز توانست مهار كننده عمومي كاسپازها.دار نشان داد نسبت

به سلول در سلول8 فعاليت آنزيمي كاسپاز.گرددهاي تيمار شده سلولتوان حياتي يش موجب افزا  هـاي هاي تيمار شده نسبت

آن كاهش يافتيدار بطور معني8 پروتئين پروكاسپاز ميزانو افزايشيدار كنترل بطور معني   بـه فـرم فعـالكه بيانگر تبـديل

.باشد كاسپاز مي

مي:گيري نتيجه  اي وابـسته بـه تـا انـدازه PC12هاين نتيجه گرفت كه آپپتوز ناشي از غلظت بالاي گلوكز در سلول توا بنابراين

با8كاسپاز فعال شدن . باشداكسيداتيو استرسو مرتبط

8، آپپتوز، كاسپاز اكسيداتيو استرسگلوكز،، PC12:واژگان كليدي

ع-1  تهران دانشگاه علوم پزشكي،يدپارتمان فارماكولوژي، دانشكده پزشكووم داروئي رازيلمركز تحقيقات

 دپارتمان فارماكولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي هرمزگان-2

ت-3 و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكمركز  تهرانيحقيقات غدد درون ريز
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از8 وكاسپازويداتي نقش استرس اكسيبررس:و همكارانشريفي 29 ... در آپپتوز ناشي

 مقدمه
توليــد باعــث بيمــاري ديابــت هيپرگليــسمي ناشــي از

 بــدنو كــاهش دفــاع آنتــي اكــسيدانيهــاي آزاد ديكــالرا

 نقـش اساسـي در ايـن امـر.شـود مـي)استرس اكسيداتيو(

ميپاتوژنز  هـاي نوروپـاتي.]1،2[ كند نوروپاتي ديابتي ايفا

 كـه سيـستم هـستند اختلالاتـي از هتـروژن گروهي ديابتي،

و اتونوميـك را تحـت تـاثير قـرار،حركتـي عصبي  حـسي

و علتنده مي اصلي قطع عضو غير ترومـايي در بيمـاراند

اسـترس اكـسيداتيو زمـاني در يـك.]3[دنباشـ ديابتي مـي 

مي  كه سيستم سلولي اتفاق هـاي ميزان تشكيل راديكال افتد

آنآزاد از در ــر ــايي فرات ــسيداني آن توان ــي اك ــد آنت .باش

و پـروتئين DNA بـر روي تخريبياثراتهاي آزاد راديكال

ــلول ــد در س ــا دارن ــي ه ــثو م ــد باع ــدن توانن ــال ش فع

ريزي مرگ برنامه( مرگ سلولي از جمله آپپتوز سازوكارهاي

از.]5،4[ شوند)شده ثابت شده است كه آپپتـوز منجـر بـه

رنـدهبهـاي تحليـل ها در اكثـر بيمـاري دست رفتن نورون 

مطالعـات اخيـر نيـز.]6[ شـوند مـي) نورودژنراتيو(عصبي 

كه غلظت بالاي   گلوكز علت اصلي آسـيب نشان داده است

اطلاعات كمي در مـورد اثـر.]7[باشدبه سيستم عصبي مي

هـاي هاي بالاي گلوكز بر روي سـلول مستقيم سمي غلظت 

بـ.عـصبي وجـود دارد   احتمــالي سـازوكار عنـوانه آپپتـوز

 امـا هنـوز ].8-12[سميت عصبي گلوكز مطرح شده اسـت

ت بـالايي آپپتوز ناشـي از غلظـول دقيق مولك سازوكارهاي

.گلوكز مشخص نشده است

و هموسـتاز آپپتوز هـا بافـت نقش اساسي در تكامل نرمـال

و چنانچه  در توانـدمي،رخ دهديدر تنظيم آن اختلال دارد

و هـاي مختلـف ايجاد بيمـاري   ماننـد سـرطان، خـودايمني

ايـن فـرم. داشته باشـد نقشاختلالات تحليل برنده عصبي

 رات مورفولـوژيكي ماننـد يله تغيي ـفعال مرگ سـلولي بوس ـ

و قطعه قطعه شدن  مـشخص DNA متراكم شدن كروماتين

ازيك توسط آپپتوز فرايند.]13[دشو مي  ئينسيـست خانواده

كاسپازها به دو دسته. شودميانجامهابنام كاسپاز پروتئازها

8،9كاسپازهاي آغازگر مانند كاسـپازهاي: شوند تقسيم مي 

ل كردن كاسپازهاي پايين دستكه عمل اصلي آنها فعا12و

و كاسپازهاي اجرايي مانند كاسـپازهاي  كـه7و3،6است

كاسپازها.]14[هاي سلولي هستند تخريب پروتئين مسؤول

ازو سـاخته شـده)فرم غير فعـال( پروآنزيم بصورت  بعـد

 بـه فـرم فعـال آنزيمـي تبـديل،دريافت پيام مرگ سـلولي

شناسـايي شـده آپپتوزيراب اصلي مسيردو.]15[شوند مي

به( مسير خارجي-1:است ) مرگ هاي گيرندهمسير وابسته

مسير خارجي آپپتوز.)مسير ميتوكندريايي( مسير داخلي-2

و منجـر بـه فعـال آغاز گرديـده مرگ هاي گيرندهاز طريق 

مي8كاسپاز. شودمي8شدن كاسپاز تواند بطـور فعال شده

ف  عال كند يـا اينكـه از طريـق مستقيم كاسپازهاي اجرايي را

 آزاد شـدن،در مـسير داخلـي.]16[ عمل كند Bidپروتئين 

بـا9باعث فعال شـدن كاسـپاز، از ميتوكندريcسيتوكروم

 كاسـپازهايو در نهايـت شـودمي Apaf-1دخالت پروتئين 

 بـين ايـن دو مـسير ارتبـاط.]17[ شـوند اجرايي فعال مـي

سوبـستراي( Bidئين پـروتكه وجود دارد بطوري تنگاتنگي

به ميتوكنـدري، موجـب رهاسـازي)8كاسپاز پس از انتقال

.]18[ شود ميcسيتوكروم 

رت PC12 سلولي رده كه منشا آن فئوكروموسـيتوم آدرنـال

ب مي در عنوان مدل مناسب براي مطالعـه نـورونه باشد، هـا

مطالعه قبلي ما نـشان.]20،19[تحقيقات استفاده شده است 

كه غلظ  مي داد  PC12هـاي توانـد در سـلولت بالاي گلوكز

كه بـا بررسـي پديـده قطعـه قطعـه شـدن آپپتوز ايجاد كند

DNA و افزايش نسبت پـروتئينBax بـه Bcl2،بـه اثبـات 

 ممكــن اســت از طريــق اكــسيداتيو اســترس.]12[ رســيد

درو Baxدر تنظيم بيـانNF-kBو p53هايي مانند ميانجي

 طـرفاز.]22،21[ داشـته باشـد نقش فعال شدن كاسپازها

 با مسيرهاي آپپتوزي وابسته بـه Baxافزايش پروتئين ديگر

به كاسپاز مرتبط بـوده اسـت و نيز غير وابسته -25[كاسپاز

در8ي در مورد اينكه آيا كاسپازياه اما گزارش.]23  نقـشي

هـاي ايجاد آپپتوز ناشي از غلظت بـالاي گلـوكز در سـلول

PC12 ،بنابراين هـدف از ايـن مطالعـه. موجود نيست دارد

8 ارتباط استرس اكسيداتيو بـا فعـال شـدن كاسـپاز بررسي 

در) آپپتوز خارجيكاسپاز آغازگر در مسير( از مرگ،  ناشي

عنوان يـك ردههبPC12هاي غلظت بالاي گلوكز در سلول

.باشدميسلولي عصبي
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و ليپيد ايران )1شماره(10؛ دوره 1389 آبان-دو ماهنامه مهر. مجله ديابت 30

ها روش

 PC12هاي كشت سلول

از اين سلول شد انستيتو پاستور ها مواد مـورد.ندتهران تهيه

ــركت  ــلولي از ش ــشت س ــاز ك ــكو Gibcoني و فلاس ــا ه

ها سلول. خريداري شدند Greinerها از شركت ميكروپليت

 DMEM)Dulbecco’s-Modified Eagleدر محيط كشت

Medium (سـرم جنـين گـاوي%5همـراههبFBS)Fetal 

Bovine Serum(،10%سرم اسـبHS)Horse Serum ( و

و پنـي 100U/ml( استرپتومايـسين-پني سـيلين1% سـيلين

100µg/mlــسين ــاتور) استرپتوماي  ,Memert(و در انكوب

Germany ( 90با رطوبت%،CO25%و دماي°C37 كشت 

 بـود كـه mM23 غلظت گلوكز در ايـن محـيط.داده شدند

 PC12هـاي طبق دستورالعمل ساخت جهـت رشـد سـلول

د ر حالي كه اين ميزان نسبت به غلظـت گلـوكز مناسب بود

به ميزان قابل تـوجهي بـالا بـود بـ كـشت. سرم انسان ه هـا

به وسـيله ميكروسـكوپ معكـوس از نظـر صورت روزانه

و مورفولوژي سلول  و تـراكم رشـد بررسـي در ها، آلودگي

هـا محيط كشت سـلول. شدند صورت نياز كشت مجدد مي

شد48هر  سه روز، با پاساژ. ساعت تعويض  دادن هر دو تا

جهـت. شـدند ها در فاز لگـاريتمي رشـد نگهـداري سلول

) PBS( نمكي فـسفات ها به آرامي با بافر پاساژ دادن، سلول 

ــه مــدت  و ســپس ب  دقيقــه در معــرض2-3شــسته شــده

هـا در محـيط كـشت سـلول. قرار گرفتند EDTA-تريپسين

DMEM هـاي حاوي گلوكز با غلظت mM 23)عنـوانهبـ

هبـ(mM 100و mM 50،mM75،)كزنرمـال كنتـرل گلو

 جهـت انجـام تـست.شـدند كشت داده)عنوان گلوكز بالا

MDA وMTT بـه هـا، بعد از دو بـار پاسـاژ دادن، سـلول 

 سلول 5000و 30000 در هر خانه( خانه96و24هاي پليت

 جهت استخراج پروتئين تام سلولي. منتقل شدند) به ترتيب

فع( وكه براي بررسي  اسـتفاده ايمونوبلاتينـگ اليت آنزيمي

و بعـد كشت داده شدند2cm 75ها در فلاسك سلول،)شد

با24از گذراندن زمان  mMيا گلوكزmM100-23 ساعت

72مـدتهبـ)عنـوان كنتـرل اسـمولاريهبـ( مانيتول100

.ساعت تيمار شدند

 DNA )(DNA Ladderسنجش قطعه قطعه شدن

ول هــسته ســلو،در اثــر آپپتــوز از قطعــه قطعــه شــده  بعــد

مي)Ladder(صورت نردبانهب،الكتروفورز ايـن. شـود ظاهر

ميآ تشخيص هاي پديده يكي از راه   بطور خلاصه.باشد پپتوز

24به مـدت%70ها در اتانول سلول،بعد از اتمام زمان تيمار

و سپس-C 20° ساعت در در5به مدت فيكس شده  دقيقـه

g1000 در.رديدگسانتريفيوژ  ميكروليتـر40 رسوب سـلول

و در حرارت اتـاق بـراي بافر فسفات سيتريك اسيد حل شد

در. دقيقه نگاهداري شد 30 بـه g1500 بعـد از سـانتريفيوژ

و خـشك گرديـده Concentratorدر دستگاه، دقيقه5مدت 

 بـه آن اضـافه RNaseو NP40 0.25%از ميكروليتـر3سپس

و به مدت  درجـه سـانتيگراد37 درحـرارت دقيقه30گرديد

وK ميكروليتـر پروتئينـاز10سپس.انكوبه شد  اضـافه شـده

 هـا نمونـه. دقيقه انكوبه شـد30 درجه به مدت37 در مجدداً

گـاروزآ ولـت بـر روي ژل 100 دقيقه بـا ولتـاژ40به مدت

.]25[ الكتروفورز گرديد5/1%

 MDAسنجش

 واكـنش مـسبب كـه آزادايهـ راديكـال گيـري انـدازه جهت

 استفاده MDAاز تست هستند،ها سلول در اكسيداتيو استرس

محصول بدسـت(MDA اين روش، بر پايه واكنش بين. شد

معرفـي بـه نـامو) با دزوكـسي ريبـوز ROS واكنشآمده از 

اسـتوار)Acid=TBA Thiobarbituric( تيوباربيتوريك اسـيد 

 ها بـا ار سلول بطورخلاصه، بعد از اتمام زمان تيم.]26[ است

mM 100 را محتـوي چاهـك،ساعت72 مدتهب گلوكز هـا

 ميكروليتـر 100از آن به همـراه ميكروليتر 100و پيپتاژ كرده 

8%SDS در5به مدت از بعد.شد انكوبه در دماي اتاق دقيقه

اســتيك  + TBA( ميكــرو ليتــر از معــرف 200اضــافه كــردن

 C 100°ريدر بـن مـا يكـساعت به آن، به مدت)%20اسيد

  rpm دقيقـه بـا15مـدتهبـ(بعد از سـانتريفيوژو قرار داده

 532 مـوج طـولدر رويي حاصلمايع جذب ميزان،) 3000

 از منحنـي.شـد اسـپكتروفتومترخوانده دستگاه توسط نانومتر

هـا در نمونـه MDA محاسبه غلظـت جهت MDAاستاندارد

ب استفاده شد   ازاي بـه MDA ميكرومـولار صـورتهو نتايج

M( سلول3×104 MDA/3×104 cells µ(بيان گرديد.
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ازد8 وكاسپازويداتي نقش استرس اكسيبررس:و همكارانشريفي 31 ...ر آپپتوز ناشي

 كاسپازهاعمومي بررسي مهار

ها در حضور يـا عـدم حـضور مهـار كننـده عمـومي سلول

ــپازها، ــولارZ-VAD-FMK،)100-25/6 كاس ــ) ميكروم ه ب

با72مدت و سـپس گلوكز mM100 ساعت تيمـار شـده

هـاي پليـت به چاهـك ) PBSدرMTT)mg/ml 5محلول 

به مدت 96 و  C37°ساعت در انكوبـاتور2 خانه اضافه شد

تخليهها بعد از اتمام اين زمان، محتواي چاهك. قرارگرفتند

 ـDMSO ميكروليتر 100و شد و ب هبه هر كدام اضافه شـد

، MTTهاي بـنفش دقيقه جهت حل كردن رسوب10مدت

كه وارد سلول MTT.تكان داده شد هـاي زرد رنگ هنگامي

مي  هـا احيـا شود، بوسيله آنزيم دهيدروژناز اين سـلول زنده

ر مي و رسوب بنفش جـذب.]27[ كنـد نگ ايجاد مـي شود

قابل نانومتر 570نوري آن بوسيله الايزا ريدر در طول موج 

هـاي تيمـار شـدهو تـوان حيـاتي سـلول استگيري اندازه

به سلول ب نسبت : گرددميصورت زير محاسبهه هاي كنترل

هـاي جـذب نـوري نمونـه/ هاي كنترل سلول جذب نوري

ها درصد زنده ماندن سلول= 100×تيمار شده 

 استخراج پروتئين تام سلولي

و تيمار شده با استفاده از محلول سلول -تريپسينهاي كنترل

EDTA و بـا . تـشو داده شـدندسش PBSاز ته فلاسك كنده

RIPA ]PBS 1X،1%سپس با محلول ليز كننده سـلولي يـا

NP-40 ،5/0%،1/0سـديم داكـسي كـولات%SDS ،mg/ml  

ــد1/0 ــل ســولفونيل فلوراي ــل متي l/mlµ30و ) PMSF(فني

مخلوط حاصـل از درون سـرنگ. هموژنيزه شدند]آپروتينين

و بعد از اضـافه كـردن G21با سوزن   PMSFعبور داده شد

، به مدت يـك سـاعت)mg/ml  10ميكروليتر از محلول10(

يخ بر وC4°در(دقيقـه20سپس به مدت. قرار گرفت روي

سانتريفيوژ گرديد تا پسماندهاي حاصـل) g15000 با شتاب

محلول رويي حاصل از سانتريفيوژ. از ليز سلولي حذف شود 

و تا زمان انجام به حجم  هاي كوچكتر مساوي تقسيم گرديده

غلظت پـروتئين. نگهداري شدند-C80°ا در دمايه آزمايش

ر  ـBSAو ] 28[گيـري شـد انـدازه Bradfordوش توسط ه ب

.عنوان استاندارد بكار رفت

8گيري فعاليت آنزيمي كاسپاز اندازه

 بوســيله روش كــالريمتري8 فعاليــت آنزيمــي كاســپاز

هـاي خـاص گيري شد كه بر اساس تـشخيص تـوالي اندازه

. باشــد اسـيدهاي آمينــه در سوبــسترا توســط كاســپازها مــي 

ت باشــند كــه بــا مــاده رنگــي تراپپتيــد مــيسوبــستراها يــك

ــارانيتروآنيلين ــشان دار شــدهpNA)( پ ــد ن ــر pNA. ان  در اث

و توليـد واكنش كاسپازها با سوبسترا، از آن جـدا مـي شـود

مي  آن رنگ زرد كه توسط دستگاه الايزا، جـذب نـوري كند

ميـزان توليـد. شـود نانومتر محاسبه مـي405در طول موج 

ن سوبـسترا متناسـب بـا فعاليـت رنگ در اثر شكـسته شـد 

بطــور.]29[آنزيمــي كاســپاز در نمونــه مــورد نظــر اســت

گيـري كاسـپاز هاي تام سلولي در بافر اندازه خلاصه، ليزات 

مـولار ميلي4/7،5/0 برابر pH با HEPESمولار ميلي100(

EDTA،20%،بـه) مـولار دي تيوتريتـول ميلـي5گليسرول

ــست ميكرو100همــراه  ــولار سوب ــصاصي كاســپازم  راي اخت

)Ac-IETD-pNA از شــركتAlexis Biochemicals ( ــه ب

در4مدت   سـپس جـذبو انكوبـه شـدندC 37° ساعت

ب. نوري آن محاسبه گرديد صورته فعاليت آنزيمي كاسپاز

طي يك ساعت از يـك ميلـي pNAنانومول  گـرم آزاد شده

 بيــان nmol pNA/h/mg protein)( پــروتئين تــام ســلولي

كه با اسـتفاده از منحنـي اسـتانداردش مي  محاسـبه pNAود

.گردد مي

روش ايمونوبلاتينگ براي سنجش مقدار پروتئين

8 پروكاسپاز

را ابتدا نمونـه 62 حـاوي 5Xبـا بـافر نمونـه هـاي پروتئينـي

گليـسرول،Tris-HCl)8/6pH =(،2%SDS ،25% مولار ميلي

و5% م%02/0مركاپتواتانول و بروموفنول بلـو، خلـوط كـرده

در5به مدت  از. جوشانده شدندC 95° دقيقه ميزان يكساني

و تيمار شـده هاي استخراج شده از سلول پروتئين هاي كنترل

و]30[ الكتروفـورز شـده SDS-PAGEبا گلـوكز، بـه روش 

بانــدهاي پروتئينــي بــه روش بلاتينــگ بــه روي ورقــه پلــي

و SDS-PAGE. منتقـل شـد ) PVDF(وينيليدن دي فلورايد 

 Mini-Protean 4 Cellهـاي بلاتينگ به ترتيب توسط دستگاه

. انجام گرديد) Bio-Radشركت(  Mini-Trans Blotو
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و راندمان انتقال به طريق رنگ آميـزي محل باندهاي پروتئيني

Ponceau S و كنتــرل. شـد بررسـي محـل بانـد مـورد نظـر

مولكـولي از راندمان انتقال همچنين با استفاده از مـاركر وزن 

ــده  ــگ ش ــيش رن  MBI(Prestained MW marker)(پ

Fermentas, France (شد براي شناسايي بانـدهاي. نيز كنترل

ي اوليه پلي كلونالدبا از آنتي،8 مربوط به پروتئين پروكاسپاز 

 BioVision ،Mountain(بر عليه اين پـروتئين اسـتفاده شـد

View ،CA ،USA(.ع از آنتي هب نيز ليه بتا اكتين بادي اوليه بر

هـا توسـط بـادي ايـن آنتـي. عنوان كنترل داخلي استفاده شـد

(HRP(بــادي ثانويــه متــصل بــه پراكــسيداز آنتــي (Roche 

Applied Science ( و بــه طريــق لومينــسانس شناســايي

)detection kit ECL chemiluminiscence Roche ( ــاهر ظ

ب. گرديد و شـدت انـدهاي فيلم ظاهر شـده، اسـكن گرديـده

حاصل با استفاده از آناليز دانسيتومتري بـصورت كمـي بيـان 

.گرديد

 آناليز آماري

به داده گيـري تـوان حيـاتي انـدازه،MDAتست هاي مربوط

و ايمونوبلاتينـگ، حاصـل سلول 8 تـا3ها، فعاليت آنزيمـي

ج  ـاگانه بوددآزمايش  اسـتاندارد±صـورت ميـانگينه كـه ب

. نشان داده شدند(Mean ± S.E.M)خطاي ميانگين

و تيمار شده بـا اسـتفاده اختلاف آماري بين گروه هاي كنترل

 در ايـن مطالعـه. بررسي شـد Unpaired Student ’s Testاز 

05/0P< گرديددار تلقي از نظر آماري معني.

ها يافته

 DNA Ladderنتايج

با72مدتهبها تيمار كردن سلول ، گلوكزmM100 ساعت

 شـد DNA بعـد از الكتروفـورز ايجاد الگوي نردباني باعث

 چنين الگوييكه حاليدر)1شكل(باشد كه مويد آپپتوز مي

و سلول در سلول هاي تيمـار شـده هاي كنترل نرمال گلوكز

.ديده نشد)كنترل منفي( مانيتولmM100 با

.باشد نشان دهنده ماركر ميM. ساعت تيمار شدند72به مدت)ل منفيكنتر(و يا مانيتول ) HG( گلوكز بالا،)CTL(گلوكز نرمال سلولها با

و يا نردبان نمايش-1 شكل  پس از الكتروفورز بر روي ژل آگاروز PC12هاي سلول DNAقطعه قطعه شدن
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تــاثير گلــوكز بــر روي اســترس اكــسيداتيو در

 PC12هاي سلول

هبـ ليپيدهاپراكسيداسيون نشان دهنده MDAافزايش توليد

 MDAميـزان توليـد.باشد خصوص در غشاهاي سلولي مي

به روش كـالريمتري)عنوان شاخص استرس اكسيداتيوهب(

به نام تيوباربيتوريك اسـيد انج ـبا استفاده از .م شـدامعرفي

با تيماركردن سلول سـاعت72مدتهب گلوكز mM100 ها

M سلولMDA )104×3در توليد دار افزايش معنيموجب 

/µ9/2±8/32(هــاي كنتــرل در مقايــسه بــا ســلول)3×104

Mسلول /µ1/1±1/14(گرديد )2نمودار.(

ب . در مقايسه با گروه كنترل>P**01/0. اند نشان داده شده Mean ± S.E.Mصورته نتايج

با72ها بمدت سلول. PC12هاي در سلول MDAميزان توليد تاثير گلوكز بر روي-2نمودار .لوكزتيمار شدندگ mM100 ساعت

زها بر روي حيات مهار كننده عمومي كاسپا تاثير

غ  لظت بالاي گلوكزسلولي در حضور
 ـmM100(گلـوكز هـا بـا تيمار كـردن سـلول 72مـدته ب

در >P)05/0(دار توان حياتي موجب كاهش معني)ساعت

ي هـا كـه سـلول زمـاني.گرديدكنترل هاي مقايسه با سلول 

PC12 بـ3مدتهب  افـزايش يابنـده هـاي غلظـتا سـاعت

Z-VAD-FMK )100-25/6ــولار ــار) ميكروم ــيش تيم ، پ

 تـوان بـا گلـوكز قـرار گرفتنـد،رو سپس تحت تيما شدند

ــاتي آنهــا ــدا كــرد بطــوري حي غلظــت در كــه افــزايش پي

 درصد زنـده مانـدن آنهـا،Z-VAD-FMKميكرومولار100

. بود%)100( هاي كنترل بسيار شبيه سلول%)4/99(

ب .در مقايسه با گروه كنترل>P**05/0.اند نشان داده شده Mean ± S.E.Mصورته نتايج

ب (Z-VAD-FMK) مهار كننده عمومي كاسپازها.MTT سنجش حيات سلولي با استفاده از تست-3نمودار صورته توانست

.گردد) ساعت72بمدت mM100(تحت تيمار با گلوكز PC12هاي توان حياتي سلولوابسته به دوز موجب افزايش
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در8 تاثير گلوكز بر روي فعاليت آنزيمي كاسپاز

 PC12هاي سلول
كاسپاز آغازگر در مسير خارجي آپپتوز ايفـا نقش8 كاسپاز

ــي ــ م ــست.دكن ــتفاده از سوب ــا اس ــپازي ب ــت كاس يرافعالي

شد كروموژنيك اندازه بعـد8 كاسپازفعاليت آنزيمي. گيري

به)mM100-23( با گلوكز PC12 هاي از تيمار كردن سلول 

ب72مدت  افـزايش پيـدا وابـسته بـه دوز صورته ساعت،

كه نشان دهنده دخالـت كاسـپاز از8 كرد در آپپتـوز ناشـي

ــوكز در ســلول  ــالاي گل ــاي غلظــت ب ــيPC12ه .باشــد م

به عنوان كنترل اسمزي استفاده شـد)mM 100(مانيتول ،كه

و بنـابراين داشـتن8هيچگونه تاثيري بر فعاليـت كاسـپاز

آپپتوز ناشي از غلظت بالاي گلوكز مستقل از افزايش فـشار

).4نمودار(باشد اسمزي مي

ب ).مولار گلوكز ميلي23(در مقايسه با گروه كنترل>P*05/0و>P<،01/0**P***001/0.اند نشان داده شده Mean ± S.E.Mصورته نتايج

ب سلول. PC12هاي در سلول8يت آنزيمي كاسپاز تاثير گلوكز بر روي فعال-4نمودار هاي افزايش ساعت با غلظت72مدته ها

. عنوان كنترل اسمزي بكار رفتهب) ميلي مولار100( مانيتول.تيمار شدند)mM100-23( يابنده گلوكز

ــروتئين ــان پ ــزان بي ــر روي مي ــوكز ب ــاثير گل ت

 PC12هاي درسلول8 پروكاسپاز

ب از پروآنزيم ساخته مي صورته كاسپازها شـوند كـه بعـد

 بـه فـرم فعـال آنزيمـي تبـديل،دريافت پيام مرگ سـلولي 

بين فعاليـت بنابراين براي نشان دادن ارتباط.]31[شوند مي

مسـاز ايـن آنـزي ميزان پـروتئين، پـيشبا8آنزيمي كاسپاز 

تيمـار كـردن. توسط ايمونوبلات مورد بررسي قرار گرفـت

 ساعت منجـر بـه72مدتهب) mM100( ها با گلوكز سلول

به كنترل8 دار در ميزان پروكاسپاز كاهش معني  شـد نسبت

هاي حاصل از بررسي فعاليت آنزيمـي كه با داده)5نمودار(

و نــشان دهنــده فعــال شــدن   كاســپاز ايــنهمخــواني دارد

.باشد مي
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.در مقايسه با گروه كنترل>P***001/0.اند نشان داده شده Mean ± S.E.Mنتايج بصورت

مدتهب) mM100( هاي تيمار شده با گلوكز توسط روش ايمونوبلاتينگ در سلول8بررسي ميزان پروتئين پروكاسپاز-5نمودار

آناليز دانسيتومتري باندها بعد. تصوير ايمونوبلات برروي گراف نسان داده شده است).C( هاي كنترلو سلول) HG( ساعت72

باز نرمال  .عنوان كنترل داخلي، انجام شده استه كردن در برابر بتااكتين

 بحث
د با وجود اينكه  تـرين عـوارض يابتي يكي از شـايع نوروپاتي

 مولكـولي دخيـل سـازوكارهاي هنوز، باشدميبيماري ديابت

ا در ايجاد آن به خـوبي  اسـترس.]32[ سـت شـناخته نـشده

 آزاد هاي راديكال ليدتو بين تعادل عدم از عبارت كه اكسيداتيو

 ناشـي از با عوارض است، بدن اكسيداني آنتي دفاع ظرفيتو

افـزايش.]2،1[ باشـد مـي ارتبـاط در ماننـد نوروپـاتي ديابت

ــال ــاي راديك ــوكز در آزاد ه ــسم گل ــزايش متابولي ــه اف  نتيج

و يا سيكل مي ميتوكندري چنـينهم.]33[ باشد پنتوز فسفات

ريـك اكـسيد سـنتتاز ميـزان نيت گلوكز از طريق فعـال كـردن 

 يك آزاد هاي راديكال.]34[ دهد نيتريك اكسيد را افزايش مي 

در عامل شناخته شده فعال كننده مسيرهاي سـيگنالي آپپتـوز

در واقـع، مطالعـات؛]36،35[ باشـند هاي مختلف مـي سلول

هـا در اثـر غلظـت دهد نورون زيادي وجود دارد كه نشان مي 

ميبالاي گلوكز دچار آپپتو  مطالعـه قبلـي مـا.]8-11[شوندز

هـاي تواند در سـلول نيز نشان داد كه غلظت بالاي گلوكز مي 

PC12 د، آپپتوز ايجـاد كنـد باش كه يك رده سلولي عصبي مي

 آپپتـوزي در سـازوكار اما با اين حـال هنـوز جزئيـات ].12[

هدف ايـن.]37[ها در اثر گلوكز مشخص نشده است نورون

 تباط استرس اكسيداتيو با فعال شدن كاسـپاز مطالعه بررسي ار 

از) كاســپاز آغــازگر در مــسير خــارجي(8 در آپپتــوز ناشــي

.باشد ميPC12هاي غلظت بالاي گلوكز در سلول

بيياز آنجا  خطرسـاز اصـلي عامـل عنـوانه كه هيپرگليسمي

، در]3[براي نوروپاتي ديابتي در انسان شـناخته شـده اسـت

 در PC12هاي كشت سلول(In vitro اين مطالعه از يك مدل

استفاده شده است تا شرايطي) گلوكز mM100محيط حاوي

مــشابه هيپرگليــسمي كــه در جريــان بيمــاري ديابــت اتفــاق 

كـه سـميت جهت اثبـات ايـن.]20،19[افتد، فراهم شود مي

ب  و حاصل اثره عصبي گلوكز دليل افزايش اسمولاريته نيست

ــر روي ســلول  ــانيتول،باشــد هــا مــي مــستقيم گلــوكز ب  از م

)mM100(شد  تحـت شـرايط.بعنوان كنترل اسمزي استفاده

 نشان داد كه آپپتوز ايجاد شده توسط غلظـتها بررسيفوق،

به تا اندازه،PC12هاي بالاي گلوكز در سلول فعال اي وابسته
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با8كاسپاز شدن در.باشـد مـي اكـسيداتيو اسـترسو مرتبط

 كنترلبا نه تغيير معني داري در مقايسه مانيتول هيچگو،مقابل

در ايجاد نكرد كه بيانگر عدم دخالت افزايش فـشار اسـمزي

.باشد آپپتوز ناشي از گلوكز مي

اي از پروتئازهاي سيستئيني هـستند كـه نقـش كاسپازها دسته

 يـك8كاسـپاز.]38[كننـد آپپتوز ايفـا مـي فراينداساسي در 

و موجـب پپتـوز مـيآ خارجيكاسپاز آغازگر در مسير باشـد

 يعنـي كاسـپاز اجرايـي پـايين دسـت3فعال شـدن كاسـپاز 

ب. شود مي سازهاي غير فعـال سـاخته صورت پيشه كاسپازها

 كيلودالتـوني كاسـپاز55ساز پيش،در اثر پروتئوليز. شوند مي

مي،8 بنـابراين كـاهش.]15[شود فرم فعال اين كاسپاز ايجاد

كا توا ميزان پروكاسپازها مي  سـپازها ند نشان دهنده فعال شدن

.باشد

 استرسبعنوان شاخص(MDAميزان توليد در مطاله حاضر،

هاي تيمار شده نسبت به كنترل افـزايش در سلول) اكسيداتيو

، مهـــار كننـــده عمـــومي كاســـپازها.دار نـــشان داد معنـــي

z-VAD-fmk ،توانست بطور موثر مرگ سلولي را مهار كنـد 

دخالت كاسپازها در مرگ سـلولي ناشـي كه اين نشان دهنده

در8 جهت بررسـي فعـال شـدن كاسـپاز. باشد از گلوكز مي 

آنـاليز: از دو روش مختلـف اسـتفاده شـد،PC12هاي سلول

و آناليز بيان  فعاليت آنزيمي با استفاده از سوبستراهاي سنتزي

تيمـار كـردن. پروتئيني پروكاسـپاز بـه روش ايمونوبلاتينـگ 

گ سلول ب ها با  ساعت موجب افزايش فعاليت72مدته لوكز

 شـد DNA همراه بـا فراگمنتاسـيون آنزيمي كاسپاز مورد نظر

. باشـد مـي8 پروكاسـپاز كه به موازات كاهش ميزان پروتئين

72اين مشاهده با نتايج قبلي كه بيانگر شروع آپپتـوز بعـد از

و توسط افزايش نسبت بيـان ساعت تيمار كردن با گلوكز بود

 بـه اثبـات DNAو قطعه قطعه شـدن Bcl2 به Baxوتئين پر

اين مطالعـه بـراي اولـين بـار در يـك. رسيد، همخواني دارد

 نــشان داد كــه آپپتــوز ناشــي از گلــوكز در In vitroسيــستم 

.باشدمي8 همراه با فعال شدن كاسپازPC12هاي سلول

ي آپپتوزي كه گلوكز بواسطه آنهـا موجـب القـا سازوكارهاي

س و بافت مورد مطالعـه ولي مي مرگ شود، بسته به نوع سلول

،عنوان مثال غلظـت بـالاي گلـوكزهب.]39[باشد متفاوت مي 

و لاكتـوتروف هـاي موجب مـرگ سـلول  كليـه توبـولي رت

و با واسطه انسان 8فعـال كـردن كاسـپاز استرس اكـسيداتيو

هـاي مطالعـه حاضـر در توافـق كـه بـا داده]41،40[ شود مي

از اما در سلول. باشد مي هاي نـوروني رتينـال، آپپتـوز ناشـي

و از طريـق فـاكتور القـا  گلوكز غير وابسته به كاسـپاز اسـت

مي) AIF(كننده آپپتوز  .]42[شود اعمال

بوسـيله آن هاي آزاد راديكال كه سازوكارهاييدر اين مطالعه

شـود، مـي PC12هـاي در سلول8 موجب فعال شدن كاسپاز 

از8كاسـپاز فعال شدن برايمسير اصلي.تبررسي نشده اس 

 باشد مي FADD مولكولبا دخالتو مرگهاي گيرنده طريق

 انـد نـشان داده In vitroو In vivo شواهد مطالعات اما.]43[

 مـرگ هاي گيرنده وابسته به انحصارا8ًكاسپاز فعال شدن كه

مي نيست هـاي درون توسـط ميـانجي تواند بطـور مـستقلو

فعـال.]45،44[ هاي آزاد صورت گيـرد مانند راديكال سلولي 

هـاي مختلـف در پاسـخ بـه انـواع سـلولدر8شدن كاسپاز 

و   متنـوعي سـازوكارهاي استرس اكسيداتيو مشاهده گرديـده

 اسـترس ديده شده است كه مثلاً. براي آن پيشنهاد شده است

ــسيداتيو ــشا اك ــذيري غ ــزوزومينفوذپ ــزايش را لي و داده اف

فعـالرا8، كاسـپاز از آنEوD كاتپـسين شدنهارمتعاقب

يي مسيرهاي سيگنالي وابسته به پروتئين كينازهـا.]35[كند مي

در ERKو p38 ،JNK ،ASK1مانند MAPK از خانواده نيز

ناشـي از اسـترس8 از جملـه كاسـپاز فعال شـدن كاسـپازها 

اســترس ].46-48[ دخيــل هــستندهــا در نــوروناكــسيداتيو

و DNA ممكـن اســت بـه نيــزاكـسيداتيو   آســيب وارد كنــد

 مـرگ هـاي گيرنده بدون دخالت8 فعال شدن كاسپاز موجب

 ].49[ بشود

كه بطورخلاصه داده از آپپتوز ناشي هاي اين تحقيق نشان داد

 همراه با فعال شدن PC12هاي سلولدرظت بالاي گلوكز غل

ت مطالعـا. باشـد مـيو مرتبط با استرس اكـسيداتيو8 كاسپاز

 ديگري كـه ممكـن اسـت سازوكارهايبيشتري لازم است تا

در ايجاد مرگ سلولي ناشـي از گلـوكز بـالا دخالـت داشـته

.ندباشند مشخص شو

 سپاسگزاري

و مركـز تحقيقـات از گروه راديولوژي دانشكده پيراپزشـكي

ســلولي مولكــولي دانــشگاه علــوم پزشــكي ايــران صــميمانه 

 حمايـت مـالي دانـشكده اين مطالعه تحت.شود قدرداني مي 

. انجام شده استتهرانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي
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