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 PC12هاي در مرگ سلولي ناشي از غلظت بالاي گلوكز در سلولآپوپتوزبررسي نقش مسير داخلي

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

 چكيده
تـاكنون.دهـد هاي مختلف را تحت تـاثير قـرار مـي ترين عوارض ديابت است كه نورون يكي از شايع، نوروپاتي ديابتي:مقدمه

در مطالعه حاضر، نقش مـسير.هاي عصبي مشخص نشده است سلول براي دقيق مولكولي سميت ناشي از گلوكز كارهايسازو

و كاسپاز  به ميتوكندري عنـوان يـكهب PC12هاي ناشي از غلظت بالاي گلوكز در سلول آپوپتوزدر9و3مرگ سلولي وابسته

.رده سلولي عصبي بررسي گرديد

سل:ها روش در9 فعاليت آنزيمي كاسپاز. ارزيابي شد MTTها توسط روشول توان حياتي  وابـسته بـه آپوپتوز، كاسپاز آغازگر

و كاسپاز به روش كالريمتري با است3 ميتوكندري . گيـري شـد فاده از سوبستراهاي سـنتزي انـدازه، كاسپاز اجرايي در اين مسير،

شد از روش9و3جهت بررسي تغييرات بيان پروتئين كاسپازهاي . ايمونوبلاتينگ استفاده

 دادنـد نـشان كنتـرل هـاي گـروه به نسبت را داري معني سلولي مرگ96و48،72 ساعاتدرها سلول،MTT روشدر:ها يافته

)05/0(P<  .به سلول در سلول3و9 فعاليت آنزيمي كاسپازهاي دار افـزايش پيـدا هاي كنترل بطور معنـي هاي تيمار شده نسبت

 كـه  >P)01/0(دار كاهش يافته بطور معني9و3نتايج وسترن بلات نشان داد كه بيان پروتئين پروكاسپازهاي .  >P)01/0(كرد 

به فرم فعال كاسپاز مي .باشد بيانگر تبديل آنها

كهمي،راساس مطالعه حاضرب: گيري نتيجه  تـا PC12هـاي پتوز ناشي از غلظـت بـالاي گلـوكز در سـلولوآپ توان نتيجه گرفت

.باشدمي9و3اي وابسته به فعال شدن مسير مرگ سلولي ميتوكندريايي وابسته به كاسپازهاي اندازه

 پتوز، كاسپاز، ميتوكندريو، گلوكز، آپPC12: واژگان كليدي

 ايران پزشكي علوم دانشگاه مولكولي سلولي تحقيقات مركزو فارماكولوژي دپارتمان رازي، دارويي علوم تحقيقات مركز فارماكولوژي، گروه-1

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

و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي تهران مركز تحقيقات غدد درون-3  ريز
 sharifal @ yahoo.com: اه علوم پزشكي ايران، پست الكترونيكدپارتمان فارماكولوژي، مركز تحقيقات علوم دارويي رازي، دانشگ: نشاني∗

25/09/88: تاريخ پذيرش20/08/88: تاريخ درخواست اصلاح20/05/88:تاريخ دريافت
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 مقدمه
شيوع بيماري ديابت در دنيا بـه سـرعت در حـال افـزايش

و حدود يك تا دو درصد جمعيت به آن مبتلا هست  .نداست

نمايـد كـه هاي مختلف بدن را درگير مـي اين بيماري ارگان

 تهديد كننده حيـات بيمـار اسـتوهمراه با عوارض جدي 

و ديابــت شــايع.]1[ تــرين بيمــاري انــدوكرين اســت

هيپرگليسمي در اثر. باشد هيپرگليسمي وجه مشخصه آن مي 

اختلال در ترشح انسولين از پانكراس يا كاهش حـساسيت 

مي انسوليني در بافتيها گيرنده  دهـد هاي مختلف بدن رخ

ب]2[ عنوان عامل اصلي ايجـاد كننـده عـوارض جـديهو

و نوروپـاتي مطـرح شـده  ديابت مثل رتينوپاتي، نفروپـاتي

يكي از عـوارض شـايع ديابـت.]3[ است نوروپاتي ديابتي

و اتونوميـك را  است كـه سيـستم عـصبي حـسي، حركتـي

مي  و تحت تاثير قرار علـت اصـلي قطـع عـضو غيـر دهـد

.]4[ باشد ترومايي در بيماران ديابتي مي

پتـوز منجـر بـه از دسـتوتحقيقات ثابت كرده است كه آپ

هـاي تحليـل رونـده عـصبي بيماريرها در اكث نورون رفتن

نـشان داده مطالعات اخيـر نيـز.]5[ شودمي) نورودژنراتيو(

تم سيـسبهكه غلظت بالاي گلوكز علت اصلي آسيب است

اطلاعات كمـي در مـورد اثـر مـستقيم.]6[ باشد عصبي مي

هـاي عـصبي هاي بالاي گلوكز بر روي سـلول سمي غلظت 

بـوآپ.وجود دارد   احتمـالي سـميت سـازوكار عنـوانه پتـوز

ــت ــده اس ــرح ش ــوكز مط ــصبي گل ــوز.]7-11[ ع ــا هن ام

 ناشي از غلظـت بـالاي آپوپتوزيول دقيق مولك سازوكارهاي

.تگلوكز مشخص نشده اس

 بـه لحـاظ سلولي اسـت كـه مرگ يك برنامه منظم آپوپتوز

و پاتولوژي اهميت بسزايي دارد اين فرم فعـال. فيزيولوژي

چروكيـده مرگ سلولي بوسيله تغييرات مورفولوژيكي مانند 

و قطعـه قطعـه شـدن   شدن سلول، متراكم شدن كرومـاتين

DNA مي  يـك آپوپتـوز، اصـليءجـز.]12[ شود مشخص

كاسپازها بـه. باشد نده پروتئيني بنام كاسپاز مي سيستم ليز كن

ــي  ــسيم م ــد: شــوند دو دســته تق ــازگر مانن كاســپازهاي آغ

 كــه عمــل اصــلي آنهــا فعــال كــردن12و8،9كاســپازهاي 

و كاسـپازهاي اجرايـي ماننـد دستكاسپازهاي پايين  است

هــاي كــه مــسوول تخريــب پــروتئين7و3،6كاســپازهاي

 ـكاسپازه.]13[ سلولي هستند  صـورت فـرم غيـر فعـالها ب

 بعد از دريافت پيام مرگ سلوليكه شدهساخته) پروآنزيم(

.]14[ شوندبه فرم فعال آنزيمي تبديل مي

بااتاكنون چه كه منجر به فعال شـدن آپوپتوزر مسير مرتبط

ــي ــپازها م ــو كاس ــتنش ــده اس ــشنهاد ش ــسير-1:د، پي م

-3،رگ م ـهـاي گيرنـده مسير وابسته بـه-2،ميتوكندريايي

 مــسير وابــسته بــه-4و Granzyme Bمــسير وابــسته بــه

 آپوپتـوز مسير ميتوكنـدريايي.]15[ لوم اندوپلاسميكورتيك

گـردد كـه از ميتوكندري آغاز مـيcبا آزاد شدن سيتوكروم

به تشكيل  وم يا كمپلكس فعال كننـده كاسـپاز آپوپتوزمنجر

تـشكيل9و پروكاسـپازcوم از سيتوكروم آپوپتوز. شود مي

و در حضور   را فعـال9تواند كاسـپازمي dATPشده است

 كاسپازهاي اجرايي را فعال نمـوده كـه،9كاسپاز.]16[ كند

به قطعه قطعه شدن  همراه بـا ديگـر DNAدر نهايت منجر

ميآپوپتوزتظاهرات مورفولوژيك .]17[ گرددي

رتكه منشا آن فئوكروموسـيتوم آدرنـال PC12 رده سلولي

ب باش مي در عنوان مدل مناسب براي مطالعـه نـورونه د، هـا

مطالعـه قبلـي مـا.]19و 18[ شده اسـت تحقيقات استفاده 

كه غلظت بالاي گلوكز مـي  هـاي توانـد در سـلول نشان داد

PC12 ايجاد كند كه با بررسي پديـده قطعـه قطعـه آپوپتوز 

 بـه Bcl2 بـه Baxو افـزايش نـسبت پـروتئين DNAشدن

ــروتئين.]11[ اثبــات رســيد ــا مــسيرهاي Baxافــزايش پ  ب

و نيـز غيـر وابـسته بـه كاسـپاز آپوپتوز ي وابسته به كاسپاز

ي در مـورد ايـن هاي اما گزارش.]20-22[ مرتبط بوده است

 ناشـي از غلظـت آپوپتـوزكه آيا كاسپازها نقشي در ايجـاد

. وجـود نـدارد دارنـد، PC12هـاي بالاي گلـوكز در سـلول

 بررسـي نقـش مـسير مـرگ،از اين مطالعـه بنابراين هدف

به ميتوكندري هـاي در سلول3و9و كاسپاز سلولي وابسته

PC12باشد در اثر غلظت بالاي گلوكز مي.

ها روش

 PC12هاي كشت سلول
مـواد مـورد. تهران تهيه شـد ها از انستيتو پاستور اين سلول

ــركت  ــلولي از ش ــشت س ــاز ك ــكGibcoني و، فلاس ــا ه

ازتميكروپلي ها سلول. خريداري شدند Greinerشركت ها

 DMEM)Dulbecco’s-Modified Eagleدر محيط كشت
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Medium (سـرم جنـين گـاوي%5همـراههبFBS)Fetal 

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

و پنـيU/ml 100( استرپتومايـسين-پني سيلين1% سـيلين

µg/ml 100 ــسين د) استرپتوماي ــاتورو  ,Memert(ر انكوب

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

 بـود كـه mM23 غلظت گلوكز در اين محـيط.داده شدند

 PC12هـاي طبق دستورالعمل ساخت جهـت رشـد سـلول

مناسب بود در حالي كه اين ميزان نسبت به غلظـت گلـوكز

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 هـر محيط كشت سلول. صورت نياز كشت مجدد شدند

مي 48 سه روز،.شد ساعت تعويض با پاساژ دادن هر دو تا

جهـت. ها در فاز لگـاريتمي رشـد نگهـداري شـدند سلول

) PBS(به آرامي با بـافرنمكي فـسفاتها پاساژ دادن، سلول 

و سپس به مدت  تريپسين دقيقه در معرض2-3شسته شده

 حـاوي DMEMهـا در محـيط كـشت سـلول. قرار گرفتند 

نرمـال عنـوان گلـوكزهبـ(mM 23 هـاي گلوكز با غلظـت

) بعنوان گلوكز بالا(mM 100و mM 50،mM75،)كنترل

ــست.كــشت داده شــدند -MTT)3-(4,5جهــت انجــام ت
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromide(،،بعد از دو بار پاساژ دادن 

به پليت سلول منتقل) سلول 5000در هر خانه( خانه96ها

كه براي بررسي جهت استخراج پروتئين تام سلولي،. شدند

و در، سـلول استفاده شـد ايمونوبلاتينگفعاليت آنزيمي هـا

و بعد از گذراندن زمـان كشت داده شدند2cm 75فلاسك 

هبـ( مانيتولmM 100يا گلوكزmM100-23 ساعت با 24

. ساعت تيمار شدند72مدتهب) عنوان كنترل اسمولاري

 MTTسنجش

  MTT. بررسي شـد MTTميزان حيات سلولي توسط تست

كه وارد سلول مي زرد رنگ هنگامي شود، بوسـيله هاي زنده

و رسـوبز اين سلول آنزيم دهيدروژنا  هـا احيـا مـي شـود

مي  طورخلاصه، بعد از اتمامهب.]23[ كند بنفش رنگ ايجاد

درMTT )mg/ml 5ها با گلوكز، محلـول زمان تيمار سلول 

PBS(شد96هاي پليتبه چاهك و بـه مـدت خانه اضافه

سـپس، محتـواي. قرارگرفتنـد C37°ساعت در انكوباتور2

و چاهـــك  DMSO ميكروليتـــر100هـــا خـــالي گرديـــد

)Dimethyl sulfoxide(بـ و مـدته به هر كدام اضافه شـد

تكـان، MTTهاي بنفش رسوب جهت حل كردن دقيقه 10

آن.داده شد   مـوج در طول ريدر الايزا بوسيلهجذب نوري

و نانومتر اندازه 570 هاي تيمار توان حياتي سلول گيري شد

به سلول  بـ شده نسبت  محاسـبه صـورت زيـره هاي كنترل

جـذب نـوري/ هـاي كنتـرل جـذب نـوري سـلول: گرديد

ها درصد زنده ماندن سلول=100×هاي تيمار شده نمونه

 پروتئين تام سلوليخراجتاس

و تيمـار شـده سلول  محلـول اسـتفاده از بـارا هاي كنتـرل

ته فلاسك تريپسين . تـشو داده شـدندسشPBSباو جدا از

RIPA)PBS 1X،1%يايسپس با محلول ليز كننده سلول

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

l/mlµ30و ) PMSF( فلورايـد سـولفونيل فنيل متيـل1/0

از درون سرنگ مخلوط حاصل. هموژنيزه شدند)آپروتينين

 PMSF بعد از اضافه كردنوعبور داده شد G21با سوزن 

مدت يك سـاعتبه،)mg/ml  10ميكروليتر از محلول10(

وC4°در(دقيقـه20سپس به مدت. برروي يخ قرار گرفت 

پــسماندهاي ســانتريفيوژ گرديــد تــا)g15000 بــا شــتاب

حاصـل از محلول رويـي.حاصل از ليز سلولي حذف شود 

و گرديـدهمهاي كوچكتر مساوي تقسيبه حجم سانتريفيوژ 

.نگهداري شـدند – C80°ا در دمايه تا زمان انجام آزمايش

 گيـري شـد انـدازه Bradfordروش غلظت پروتئين توسـط

عنـوان اسـتاندارد BSA)(Bovine serum albuminو ] 24[

.بكار رفت

براي سنجش مقدار پروتئين روش ايمونوبلاتينگ

3و9 هايپروكاسپاز

ميلـي62حاوي 5Xبا بافر نمونهراهاي پروتئيني ابتدا نمونه

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

و، بروموفنول بلو%02/0و مركاپتواتانول5% مخلوط كـرده

در5به مدت  . گراد جوشـانده شـدند درجه سانتي95 دقيقه

هـاي سـلول استخراج شده از هاي ميزان يكساني از پروتئين
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ــا گلــوكز كن و تيمــار شــده ب ــه روش،تــرل  SDS-PAGE ب

ــده ــورز ش ــ]25[ الكتروف ــي ب ــدهاي پروتئين ه روشو بان

) PVDF(يـدا پلي وينيليدن دي فلور ورقه به روي بلاتينگ

و بلاتينــگ بــه ترتيــب توســط SDS-PAGE. منتقــل شــد

الكتروفـورز عمـودي( Mini-Protean 4 Cellهـاي دستگاه

انجـام)Bio-Radشـركت(  Mini-Trans Blotو) پـروتئين 

و راندمان انتقـال. گرديد بـه طريـق محل باندهاي پروتئيني

شد Ponceau Sيزيآم رنگ و محل باند مورد نظـر. بررسي

وزن بـا اسـتفاده از مـاركر كنترل رانـدمان انتقـال همچنـين

 Prestained MW marker)(مولكولي از پـيش رنـگ شـده 

)MBI Fermentas, France ( براي شناسـايي.شدنيز كنترل

ــه  ــوط ب ــدهاي مرب ــپازهاي بان ــروتئين پروكاس از،3و9پ

هـا اسـتفاده اين پـروتئين پلي كلونال بر عليهي اوليهدبا آنتي

از.)Mountain View, CA, USA BioVision,(شـــد 

بـ بر عليه بادي اوليه آنتي عنـوان كنتـرل داخلـيه بتا اكتـين

بادي ثانويه متـصل آنتيتوسطها بادي اين آنتي.استفاده شد 

شناسايي ) HRP ()Roche Applied Science(پراكسيدازبه 

 detection kit ECL(لومينــــسانسقو بــــه طريــــ

chemiluminiscence Roche (فــيلم ظــاهر.ظــاهر گرديــد 

و،شده با اسـتفاده از شدت باندهاي حاصل اسكن گرديده

.صورت كمي بيان گرديدهبآناليز دانسيتومتري 

9و3گيري فعاليت آنزيمي كاسپاز اندازه

ل فع ريمتري بوسيله روش كال9و3يت آنزيمي كاسپازهايا

كه بر اساس تـشخيص تـوالي اندازه هـاي خـاص گيري شد

. باشــد توســط كاســپازها مــياسـيدهاي آمينــه در سوبــسترا 

ــستراها ــد،سوب ــستند تتراپپتي ــه هايي ه ــي ك ــاده رنگ ــا م ب

 در اثر واكنش pNA.اند دار شده نشان pNA)(پارانيتروآنيلين

مي كاسپازها با سوبسترا زر، از آن جدا و توليد رنـگ د شود

كه مي توسط دستگاه الايزا، جـذب نـوري آن در طـول كند

مي 405موج  ميزان توليد رنگ در اثـر. شود نانومتر محاسبه

متناسب با فعاليت آنزيمي كاسپاز در شكسته شدن سوبسترا 

هـاي تـام بطور خلاصه، ليزات.]26[ نمونه مورد نظر است 

 ميلــي مــولار100( گيــري كاســپاز ســلولي در بــافر انــدازه

HEPES ــا ــر pH ب EDTA،20%مــولار ميلــي4/7،5/0 براب

 100بــه همــراه) مــولار دي تيوتريتــول ميلــي5گليــسرول،

بـه(9و3ميكرومولار سوبستراي اختـصاصي كاسـپازهاي

ــب  ــركت Ac-LEHD-pNAو Ac-DEVD-pNAترتي  از ش

Alexis Biochemicals(در4به مـدت  درجـه37 سـاعت

س جـذب نـوري آن محاسـبه سـپ. سانتيگراد انكوبه شدند

 ـفعاليت آنزيمي كاسـپاز. گرديد  pNAصـورت نـانوموله ب

طي يك ساعت از يـك ميلـي گـرم پـروتئين تـام آزاد شده

شـود كـه بـا بيان مـي nmol pNA/h/mg protein)( سلولي

مي pNAاستفاده از منحني استاندارد  .دگرد محاسبه

 آناليز آماري

به اندازه داده ت هاي مربوط ها، فعاليت حياتي سلول وان گيري

و ايمونوبلاتينگ، حاصل  ج8تا3آنزيمي اگانـهد آزمـايش

كه   خطـاي ميـانگين اسـتاندارد± ميـانگين صورتهببوده

(mean ± S.E.M) اختلاف آمـاري بـين.اند نشان داده شده

 Unpairedو تيمـار شـده بـا اسـتفاده از هاي كنتـرل گروه

Student ’s Test 05/0ايـن مطالعـه،در.بررسي شـدP<  از

شد نظر آماري معني .دار تلقي

ها يافته

 ثير گلوكز بر حيات سلوليأت

در، سـلول جهت سنجش مـرگ سـلولي،مطالعهدر اين هـا

،24،48هـاي در زمـان mM100 معرض گلوكز با غلظـت 

از96و 72 ــدام ــر ك ــراي ه و ب ــرار داده شــدند ســاعت ق

گ،ها سلول شديك گروه كنترل در نظر 1 نمودار طبق.رفته

 سـاعت 24 گروهدر MTTسنجش در نوري جذب ميزان

،سـاعت96و72، 48 گـروه در ولي ندارد چنداني تفاوت

 كنتـرل گـروه بـه نسبت تيمار تحت هاي سلول حياتي توان

سـميت.)>05/0P(دهـد مـي نـشان را داري معنـي كاهش

 ـPC12هـاي گلوكز بر روي سـلول  صـورت وابـسته بـهه ب

. افزايش نشان داد،زمان
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.هاي كنترل وجود داشت كه تيمار نشده بودند براي هر دو دوره زماني، نمونه
ب .اند نشان داده شدهmean ± S.E.Mصورته نتايج

05/0*P< 01/0و**P< در مقايسه با گروه كنترل.
از PC12هاي سلول روي توان حياتيبر) mM100( اثر گلوكز-1نمودار  ساعت تيمار كردن96و24،48،72بعد

فعاليت آنزيمي كاسپازهاي ثير گلوكز بر رويأت

 PC12هاي در سلول9و3
ــه آپوپتــوزدر نقــش اساســي9و3 هايكاســپاز  وابــسته ب

از فعاليـت كاسـپازي.كننـد ميتوكندري ايفا مي بـا اسـتفاده
شد اندازهسوبستراهاي كروموژنيك  يـت آنزيمـيالفع.گيري

با PC12هاي بعد از تيمار كردن سلول3و9 هايكاسپاز

بـ72به مـدت)mM100-23(ز گلوك صـورته سـاعت،
به دوز   كـه نـشان دهنـده دخالـت افزايش پيدا كـرد وابسته

 ناشي از غلظت بـالاي گلـوكز در آپوپتوزدر9و3كاسپاز
به) mM 100( مانيتول. باشدمي PC12هاي سلول  عنوانكه

تـ،كنترل اسمزي استفاده شـد ثيري بـر فعاليـتأهيچگونـه
و بنابريكاسپاز  ناشي از غلظت بـالاي آپوپتوزاين نداشت
مي،گلوكز ).2نمودار(باشد مستقل از افزايش فشار اسمزي
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هاي ساعت با غلظت72ها بمدتلسلو. PC12هاي در سلول9و3 تاثير گلوكز بر روي فعاليت آنزيمي كاسپاز-2نمودار
.تيمار شدند)mM100-23(افزايش يابنده گلوكز 

وP<،01/0***001/0. بعنوان كنترل اسمزي بكار رفت) ميلي مولار100(مانيتول. اند نشان داده شدهmean ± S.E.Mنتايج به صورت
05/0*P<  ميلي مولار گلوكز23(در مقايسه با گروه كنترل.(
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پروتئين ميزان گلوكز بر رويثيرتأ

 PC12هاي در سلول9و3پروكاسپازهاي 

ب ميه كاسپازها بعـد از شـوند كـه صورت پروآنزيم ساخته

بـه فـرم فعـال آنزيمـي تبـديل،دريافت پيام مرگ سـلولي 

 بنابراين براي نشان دادن ارتباط بين فعاليـت.]27[ شوند مي

 ن، پيشسازهاي اين با ميزان پروتئي3و9آنزيمي كاسپازهاي

تيمـار.توسط ايمونوبلات مورد بررسي قرار گرفتها آنزيم

 سـاعت72مـدتهبـ)mM 100( ها با گلوكز كردن سلول 

به كاهش معني و پروكاسـپاز3دار در ميزان پروكاسپاز منجر

به كنترل9 از با دادهكه)3نمودار(شد نسبت هـاي حاصـل

و نشان دهنده فعـال بررسي فعاليت آنزيمي همخواني دار  د

ميشدن هر دو كا .باشد سپاز مورد نظر
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ب ب. عنوان كنترل داخلي، انجام شده استه آناليز دانسيتومتري باندها بعد از نرمال كردن در برابر بتااكتين  ± meanصـورته نتايج
S.E.M01/0.اند نشان داده شده**P<  در مقايسه با گروه كنترل.

) mM100(هاي تيمار شده با گلوكز توسط روش ايمونوبلاتينگ در سلول9و3 بررسي ميزان پروتئين پروكاسپازهاي-3نمودار

.تصاوير ايمونوبلات برروي هر گراف مربوطه نسان داده شده است).c(هاي كنترلو سلول)HG( ساعت72بمدت

 بحث
و ترين يكي از شايع چه نوروپاتي ديابتي اگر عوارض مـزمن

 مولكـولي سـازوكارهاي اما، استناتوان كننده بيماري ديابت 

از.]28[ انـد دخيل در ايجاد آن هنوز به خوبي شناخته نـشده

ژنز نوروپـاتي ديـابتي براي توضيح پاتو كه سازوكارهاييبين

كهها نورون آپوپتوز، پيشنهاد شده  در اثر غلظت بـالاي است

و ايجاد مي گلوكز هـاي اخيـر بـه توجه زيادي در سـال شود

ج  زيادي وجود در واقع، مطالعات.]29[ب كرده استلخود

ميندار ها در اثر غلظت بـالاي گلـوكزد نورونندهد كه نشان

 مطالعه قبلي ما نيز نـشان داد.]7-10[ شوند مي آپوپتوزدچار 

 كه يك PC12هاي تواند در سلول غلظت بالاي گلوكز مي كه

كنترل

گلوكز بالا
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 امـا بـا.]11[ ايجاد كنـد آپوپتوزد،نباش عصبي مي رده سلولي

دري در نـورون آپوپتـوز سازوكارهنوز جزئيات اين حال هـا

 هـدف ايـن مطالعـه.]30[ اثر گلوكز مـشخص نـشده اسـت 

و كاسـپاز بررسي 3مسير مرگ سلولي وابسته به ميتوكنـدري

هـاي ناشي از غلظت بالاي گلـوكز در سـلول آپوپتوزدر9و

PC12اشدب مي.

بكهيياز آنجا  خطرسـاز اصـلي عاملعنوانه هيپرگليسمي

در،]4[ براي نوروپاتي ديابتي در انسان شناخته شده اسـت

 PC12هـاي كشت سـلول( in vitroاين مطالعه از يك مدل

اسـتفاده شـده اسـت تـا) گلوكز mM100 در محيط حاوي

كه در جريـان بيمـاري ديابـت  شرايطي مشابه هيپرگليسمي

 جهت اثبات اين.]31و19، 18[مي افتد، فراهم شود اتفاق

ب دليل افزايش اسمولاريته نيـسته كه سميت عصبي گلوكز

از،باشـد هـا مـيو حاصل اثر مستقيم گلوكز بر روي سلول 

. عنوان كنتـرل اسـمزي اسـتفاده شـدهب)mM100(مانيتول

 ايجـاد آپوپتـوز نشان داد كـهها تحت شرايط فوق، آزمايش

بـا PC12هـاي سط غلظت بالاي گلـوكز در سـلول شده تو

ــپاز  ــدن كاسـ ــال شـ ــسيرو3و9هاي فعـ ــه مـ در نتيجـ

ــدريايي  ــوزميتوكن ــاط داردآپوپت ــل.، ارتب ــانيتول، در مقاب  م

 داري در مقايسه با كنترل ايجـاد نكـرد هيچگونه تغيير معني

 آپوپتـوزكه بيانگر عدم دخالت افـزايش فـشار اسـمزي در

.شدبا ناشي از گلوكز مي

از دستهكاسپازها يپروتئازهاي سيستئيني هستند كـه نقـش اي

 يـك،9 كاسـپاز.]32[ كننـد ايفا مي آپوپتوز فرآينداساسي در

و مـي آپوپتـوز سير ميتوكنـدريايي در م ـكاسپاز آغازگر باشـد

يعني كاسپاز اجرايي پايين دست3موجب فعال شدن كاسپاز 

ب. شود مي غ پيشصورته كاسپازها ير فعـال سـاخته سازهاي

9 كيلودالتوني كاسـپاز51ساز پيشدر اثر پروتئوليز. شوند مي

دو،3 كيلودالتـوني كاســپاز32ســازو پـيش فـرم فعــال ايــن

ــپاز  ــي كاس ــاد م ــود ايج ــزان.]14[ ش ــاهش مي ــابراين ك بن

. فعال شدن كاسپازها باشدتواند نشان دهنده پروكاسپازها مي

ش و3دن كاسـپازهاي در مطاله حاضر، جهت بررسي فعال

: از دو روش مختلف اسـتفاده شـد،PC12هاي در سلول9

و آناليز فعاليت آنزيمي با اسـتفاده از سوبـستراهاي سـنتزي

. بـه روش ايمونوبلاتينـگ آناليز بيـان پروتئينـي پروكاسـپاز 

 سـاعت موجـب72ها با گلـوكز بمـدت تيمار كردن سلول

 نظر شد كـه بـه آنزيمي هر دو كاسپاز مورد افزايش فعاليت

ــوازات ــپازهاي م ــي پروكاس ــزان پروتئين ــاهش مي 3و9 ك

 آپوپتوزاين مشاهده با نتايج قبلي كه بيانگر شروع. باشد مي

با72بعد از و توسط ساعت تيمار كردن افزايش گلوكز بود

و قطعـه قطعـه شـدن Bcl2 بـه Baxنسبت بيـان پـروتئين 

DNA بـراي لعـه ايـن مطا.به اثبات رسيد، همخـواني دارد

 آپوپتـوز نـشان داد كـه in vitroاولين بار در يـك سيـستم 

ــوكز در ســلول ــال شــدن،PC12هــاي ناشــي از گل ــا فع ب

.باشدميهمراه3و9كاسپازهاي 

 ـآپوپتوز سازوكارهاي واسـطه آنهـا موجـبهي كه گلوكز ب

و بافت مورد شود، بسته مي مرگ سولييالقا به نوع سلول

مي مطالعه  غلظت بـالاي،عنوان مثالهب.]33[ باشد متفاوت

و مزانـشيال هـاي گلوكز موجب مـرگ سـلول كليـه انـسان

از طريق فعال كردن پشتي گانگليونه شاخه هاي اولي نورون

به كاسپاز آپوپتوزمسير داخلي  35و 34[ شـودمي9 وابسته

در. باشـد مـي هاي مطالعه حاضر در توافـقكه با داده] امـا

غيـر ناشـي از گلـوكز آپوپتـوز رتينـال، هاي نـوروني سلول

و از طريق فاكتور القا كننده  به كاسپاز است  آپوپتـوز وابسته

)AIF (مي .]36[ شود اعمال

 خـارجيي در نتيجه اخـتلال در غـشا9فعال شدن كاسپاز

و ــشا ــسيل غ ــر پتان ــب تغيي ــه موج ــت ك ــدري اس ميتوكن

كـه مطالعه قبلي ما نـشان داد.]37[ شود نفوذپذيري آن مي 

توسـط گلـوكز بـا،PC12هـاي القا شده در سـلول آپوپتوز

ــروتئين  ــان پ ــزايش بي ــاط داردBaxاف ــ، Bax. ارتب وتئينرپ

كيلودالتـون از خـانواده25ي بـا وزن مولكـولي آپوپتوزپرو

Bcl2 باشـد كـه موجـب مـي آپوپتـوز هـاي از تنظيم كننـده

 در نتيجـه.شـود ميتوكندري مـييغشاافزايش نفوذپذيري 

و بـاCروم سيتوك  تـشكيل Apaf1 از ميتوكندري رها شـده

مي آپوپتوزكمپلكس  ايـن كمـپلكس موجـب فعـال.دهد وم

 Bax.]20[ شــود مــي3و ســپس كاســپاز9كاســپاز شــدن

 غير وابسته به كاسپاز شود آپوپتوزتواند موجب همچنين مي

 AIFدر ايــن حالــت پيــشنهاد شــده اســت كــه.]22و 21[

.]38[ را پيش ببرد آپوپتوز فرآيند،ازند در غياب كاسپاتو مي

شـروع، PC12هـاي در مـورد سـلول قابل ذكـر اسـت كـه

 كينازهايي مانند MAP وابسته به فعال شدن همزمان آپوپتوز

JNK وp38 ــدن ــومر ش ــب اليگ ــه موج ــت ك و Baxاس
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ــيC آزادســازي ســيتوكروم ــدري م .]39[ شــوند از ميتوكن

 اتفاقـاتء جـز، كينـاز MAPبنابراين فعـال شـدن ايـن دو

در3و9يهاآپپتوتيك قبل از فعـال شـدن آبـشار كاسـپاز

در اثر غلظت بالاي گلوكز PC12هاي سلول آپوپتوزجريان

مي   از طرف ديگر، مطالعات نشان داده است.آيندبه حساب

تواند باعث افزايش ميزان توليـدميغلظت بالاي گلوكز كه

ROS وNO هــاي در ســلولPC12ايــن.]31و18[ شــود

به  و DNAاسترس اكسيداتيو ممكن است  آسيب وارد كنـد

بـا دخالـت p53. شـود p53 وابسته بـه آپوپتوزموجب القا

 ASC)apoptosis-associated speck-likeفـاكتوري بنـام 

protein ( وBax،موجب آزادسـازي سـيتوكروم Cفعـالو

.]40[ شودمي3و9 هايشدن كاسپاز

كهها بطورخلاصه داده غلظت بالايي اين تحقيق نشان داد

مي  از طريـق PC12هـاي تواند موجب مـرگ سـلول گلوكز

3و9 همراه با فعال شدن كاسـپازهاي آپوپتوزمسير داخلي 

تا.بشود  ديگـري سازوكارهاي مطالعات بيشتري لازم است

كه ممكن است در ايجاد مرگ سلولي ناشي از گلـوكز بـالا

. شوددخالت داشته باشند مشخص

 سپاسگزاري
و مركـز تحقيقـات از گروه راديولوژي دانشكده پيراپزشكي

سلولي مولكـولي دانـشگاه علـوم پزشـكي ايـران صـميمانه 

مي  اين مطالعه تحت حمايت مـالي دانـشكده. شود قدرداني

.علوم پزشكي ايران انجام شده استپزشكي دانشگاه 
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