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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین ن ژن برخی آنزیممرفین و بیا

Abstract

Introduction: Evidence suggests that neuronal apoptosis in neurodegenerative diseases is correlated with 

inflammatory reactions. The beneficial or detrimental role of apoptosis in neuroinflammation is unclear. Elucidating 

this question may be helpful in management of neurodegenerative diseases. Since TNF-α is able to induce apoptosis as 

well as increased viability of the cells by activation of caspases or NF-қB, respectively, the question is what will happen 

if the balance between the two pathways is disturbed by inhibition of apoptosis.

Methods: In this study, we used β–amyloid peptide (soluble Aβ monomer) injection into the Wistar male rat 

prefrontal cortex for induction of neuroinflammation in the hippocampus. Levels of TNF-α and caspase-3 were 

determined via western blot analysis. Using chronic intracerebroventricular administration of caspase inhibitors, z-VAD 

–fmk and z-DEVD-fmk, we inhibited apoptosis. Exploring consequences of apoptosis inhibition, activity of NF-қB was 

evaluated via western blotting.

Results: After β–amyloid peptide injection we observed an increase in TNF-α and caspase3 as an inflammatory 

cytokine and apoptotic marker, respectively (P<0.001 and P<0.0001, respectively). As a consequences of apoptosis 

inhibition, nuclear NF-κB was decreased and cytosolic NF-κB was increased and these changes were significant 

compared to Aβ-injected group (P<0.001 and P<0.05, respectively).

Conclusion: Caspase inhibition as an initiator of apoptosis, probably by attenuation of NF-қB activity, protect cells 

from abnormal survival and proliferation.
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آمیلوئید بتا  القا شده توسط محلول مونومر التهاب عصبی طی کاسپاز مهار

)AΒ ( ، از طریق کاهش فعالیتNFҚB سلولها را در قبال افزایش غیر طبیعی ،

  و تکثیرشان حفاظت می کندتوان زیستی 

  *1، ابوالحسن احمدیانی1، لیلا خلج1، لیلا درگاهی2، سید همایون صدرایی1، فاطمه محققی1عبديآزاده 

تهران، شهید بهشتی، دانشگاه علوم پزشکی لوژيفارماکوگروه مرکز تحقیقات علوم اعصاب،  .1

  تهران، شهید بهشتیدانشگاه علوم پزشکی ، آناتومیگروه  .2

  89 مرداد 2: پذیرش    89 اردیبهشت 28: افتدری
  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

  چکیده

. پپتوز در التهاب عصبی نامعلوم استنقش بهبودبخشی و یا تخریبی آ. شواهد حاکی از آن است که در بیماریهاي نورودژنراتیو، آپپتوز با واکنشهاي التهابی مقارن است:مقدمه

می تواند هم آپپتوز و هم توان زیستی سلولها را به ترتیب توسط کاسپاز  TNFαاز آنجا که . بنابراین روشن شدن این مطلب می تواند در مدیریت بیماریهاي نورودژنراتیو موثر باشد

  .دو مسیر توسط مهار آپپتوز به هم بخورد چه رخ می دهد، مطرح می شودرا القا کند،  این سوال که اگر تعادل بین این  NFқBو فعال شدن 

اسـتفاده    رتهاي نر از نـژاد ویسـتار  به کورتکس پري فرونتال ) Aβ(آمیلوئید بتا  محلول مونومردر این مطالعه به منظور القاي التهاب عصبی در هیپوکمپ از تزریق  :ها روش

-zتجویز مزمن داخل بطنـی مهـار کننـده هـاي کاسـپاز شـامل        Aβدر گروهی دیگر پس از تزریق . توسط وسترن بلات تعیین شد 3و کاسپاز  TNFαپس از تزریق، میزان . شد

VAD- fmk  وz-DEVD-fmk  براي بررسی عواقب مهار آپپتوز، فعالیت . صورت گرفت 3به مغز به منظور مهار کاسپازNFқB توسط وسترن بلات ارزیابی شد.  

و  >001/0Pبـه ترتیـب   (به ترتیب به عنوان سیتوکین التهابی و مارکر آپپتوز دیـده شـد    3و کاسپاز   TNFαبه کورتکس پري فرونتال، افزایش Aβتزریق  پس از :ها یافته

0001/0P< .(سطح 3پس از مهار کاسپاز ،NFқB  هسته اي کاهش و سطحNFқB  گروهـی کـه تنهـا تزریـق      سیتوزولی افزایش یافت که این تغییرات از لحاظ آماري در مقابـل

Aβ  001/0به ترتیب ( داشتند معنی دار بودP<  05/0وP<(.  

       ، سـلولها را در قبـال افـزایش غیـر طبیعـی تـوان زیسـتی و تکثیرشـان حفاظـت           NFқBاحتمالا مهار کاسپاز به عنوان عامل آغازگر آپپتوز، از طریق کاهش فعالیت  :گیري نتیجه

  .می کند

  

  ، تکثیر سلولی3، کاسپاز NFқBالتهاب عصبی، آپپتوز،  :هاي کلیدي واژه
 

 

  *مقدمه

التهاب، پاسخ فیزیولوژیکی به انواع مختلف آسیبهاي بافتی، 
  

  

  aahmadiani@yahoo.com           :     نویسندة مسئول مکاتبات *

  www.phypha.ir/ppj                                :          وبگاه مجله 

در . آبشاري از واکنشهاي سـلولی و شـیمیایی هماهنـگ اسـت    

پدیده التهاب سایتوکاینهاي مختلفی تولید می شوند که با القـاء  

سرنوشـت سـلول نقـش     بیان ژنهاي ویژه اي مـی تواننـد روي  

یـا ترومـا    سـکته التهاب نورونی حاد که به دنبـال  . داشته باشند

ایجاد می شود، بـا افـزایش میـزان مـرگ نـورونی مـی توانـد        

  ١٣۴٧تأسیس  
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از طرفی توانایی پلاستی سیتی . آسیبهاي نورونی را توسعه دهد

نورونها را نیز افزایش داده و می تواند تا حدي عملکرد نورونهـا  

در حالیکه التهاب نورونی مزمن، به دلیل مـرگ  . را بهبود بخشد

سلولی بیشترو وسیعتر، منجر به بروز شرایط پاتولوژیک از قبیـل  

و بیماریهـاي  ) از جمله اسکلروزیز متعـدد ( خودایمنیبیماریهاي 

  .]5[می شوند ) مثل آلزایمر(نورودژنراتیو 

التهاب مغزي وابسته به سنتز و ترشح ملکولهاي نورواکتیـو،  

از ســلولهاي گلیــال فعــال شــده، شــامل ســیتوکینها   خصوصــا

)TNFα ،IL-1β ــی اکســیژن و   ...)و ــاي آزاد واکنش ، رادیکاله

ــی،     ــیدهاي تحریک ــان، آمینواس ــاي کمپلم ــروژن، پروتئینه نیت

به طور کلی، التهـاب از نظرایجـاد   . ]8[می باشد ... پروتئازها و 

محدودیت زندگی و تکثیر پـاتوژن حملـه کننـده، شـروع تـوان      

زیستی بافت، ترمیم، بهبود و حفظ انرژي به نفـع موجـود زنـده    

هرچند که التهاب وسـیع و کنتـرل نشـده مـی توانـد      . می باشد

  .]4[بسیار مخرب باشد 

بـراي  Aβ)1-42(، بـه خصـوص   )Aβ( پپتید آمیلوئیـد بتـا  

نورونها سمی است و بنابراین شدیدا با فقـدان عملکـرد مغـزي    

این امـر سـبب فعـال شـدن و     . طی بیماري آلزایمر همراه است

مهاجرت آستروسیتها و میکروگلیاها می شود که خود مسیرهاي 

در سالهاي اخیر . سیتوتوکسیک نورونی را واسطه گري می کنند

با توجه به  Aβبیشتر مطالعات بر فعال شدن میکروگلیاها توسط 

، فعـال شـدن   IL-βو  TNFαترشح سیتوکینهاي التهابی مانند 

لمان و رها شدن رادیکالهاي آزاد متمرکـز شـده   فاکتورهاي کمپ

  .]21، 8[اند 

TNFα   می تواند هم سبب القاي تومورهایی چون سـرطان

پروستات و هم سبب القاي مـرگ سـلولی از نـوع آپپتـوز شـود      

از طریـق دو   TNFαیکی از دلایل این امر آن است که . ]24[

 TNFRI (P55(رسپتور اعمال بیولوژیکی خود را بروز می دهد 

TNF Receptor  و)TNFRII (P57 TNF Receptor .

TNFRI    دومـین مـرگ  "حاوي بخش درون سلولی بـه نـام" 

نقشی  TNFRIIاست و در مرگ سلولی دخالت دارد در حالیکه 

  .]6، 2[تروفیک و حفاظتی در توان زیستی نورونها دارد

TNFα    تولید شده در اطراف سلولهاي توموري و یـا دچـار

د توان زیستی سلولهاي تومـوري را توسـط کـد    التهاب می توان

، Bcl-xlماننـد   NFқBکردن ژنهاي ضـد آپپتـوز وابسـته بـه     

CIAP 1  در حقیقت التهاب مـزمن  . ]18، 15[افزایش دهد  2و

التهاب  NFқBو  ]12، 1[می تواند القاي تومور را افزایش دهد 

با توجه بـه ژنهـاي هـدف    . و سرطان را به هم مربوط می سازد

NFқB    می توان پیش بینی کرد که رابطه تنگاتنگی بـین ایـن

فاکتور رونویسی و سرطان وجود دارد بـه طوریکـه در مـدلهاي    

و پیشـرفت تومـور و    NFқBموشی مختلفی وابستگی فعالیـت  

  .]17، 12، 1[متاستاز به خوبی نشان داده شده است 

می تواند هم  TNFRIدر مطالعه اي دیگر مشخص شد که 

به طوریکه سـیگنال  . توان زیستی سلول را القا کندآپپتوز و هم 

، دو گـروه پـروتئین آداپتـور و فاکتورهـاي     TNFαفعال شده با 

 TRAF-2 )TNF receptorرونویسـی را درگیـر مـی کنـد،     

associated factor-2 ( وRIP )receptor interactive 

protein  (  که این دو مسیرهایی را القا می کنند که به ترتیـب

. مــی شــوند NFқBو  MAPkinaseبــه فعــال شــدن  منجــر

یک متوقف  NFқBمطالعات در موشها و انسانها نشان داده که 

ممکـن اسـت    MAPKکننده براي آپپتوز است، هـر چنـد کـه    

برخی از مطالعات نیـز بـه ایـن    .  ]9[آپپتوز را مهار و یا القا کند 

ممکـن اسـت بـه    NFқBموضوع پرداخته اند که فعـال شـدن  

در واقـع  . ]25، 13[کتور پیش برنده آپپتوز عمـل کنـد   عنوان فا

سیتوکینهاي متعدد پـیش برنـده التهـاب و کموکینهـایی مثـل     

TNFα ،IL-1 ،IL-6  وIL-8    وابســته بــه مســیر فعــال شــدن

NFқB  12، 1[و پیشرفت تومور هستند.[  

دو مسـیر را فعـال مـی کنـد،       TNFαبنابراین به طور کلی 

و در نهایت تکثیر و القـاي تـوان    NFқBیکی آپپتوز و دیگري 

سوالی که اینجا مطرح می شود این است که چه . زیستی سلول

رابطه اي بین این دو مسیر وجود دارد و آیا مسدود کردن یـک  

مسیر می تواند مسیر دیگر را تشدید کند؟ براي مشخص کردن 

این موضوع در این مطالعه از طریق مهار کننده هـاي کاسـپاز،   

  .اندازه گرفته شد NFқBتوز مهار شد و فعالیت روند آپپ

مواد و روشها

از مرکـز   )گـرم  230-280(رتهاي بالغ نـر از نـژاد ویسـتار    

تحقیقات علوم اعصاب دانشگاه علـوم پزشـکی شـهید بهشـتی     

روشـنایی بـین   (تاریکی -در دوره دوازده ساعته روشنایی تهیه و

سـی آزاد  به تعداد سه رت در یک قفس بـا دستر ) 8-20ساعات 

پس از یک هفته عادت حیوانهـا بـه   . آب و غذا نگهداري شدند
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ــد  ــرار گرفتن ــا در گــروه هــاي آزمایشــی ق ــام . محــیط، رته     تم

شـوراي   پروتکل هاي آزمایشی مطابق بـا دسـتور العمـل هـاي    

صورت گرفت و تلاش بر آن بود  EEC/86/609جامعه اروپایی 

در هر . به حداقل برسدکه آزار و تعداد حیوانات به کار برده شده 

گروه چهار رت براي وسترن بلات و سه رت براي تسـت تانـل   

  .استفاده گردید

 ,Aβ, Sigma) (1-42(آمیلوئیـد بتـاي   محلـول مونـومر   

A9810 ( با غلظتmg/ml 1/0     در حلال سـالین اسـتریل بـه

 -C o20در µl 10در ویالهـاي برابـر تهیـه و سـپس     10میزان 

سلسـیوس تـا زمـان مصـرف      -20 و در دماي. نگهداري شدند

بـراي هـر   ) lμ ng/ 10(از این محلول  lμ 3. نگهداري می شد

رتهاي گـروه   ). در هر طرف ng 30 Aβ(تزریق استفاده می شد 

( رتهـا بـا کتـامین    . کنترل سالین استریل دریافـت مـی کردنـد   

mg/kg150 ( و زایلزین)mg/kg8 ( سـپس  . بیهوش می شـدند

و یا حامل آن بـه کـورتکس    Aβکس با کمک دستگاه استریوتا

با توجه به برگمـا   mm AP 2/3 ،mm DV  2(فرونتال عمقی 

تزریـق  . ]26[طبق مطالعه قبلی تزریق می شد ) عمق mm 3و 

سه دقیقـه  ) lμ 3(هر تزریق . به صورت دو طرفه انجام می شد

پـس از  . هامیلتون طول مـی کشـید   lμ 10توسط یک سرنگ 

رون کشـیدن، سـوزن بـه مـدت یـک      اتمام تزریق و پیش از بی

  .دقیقه در محل خود نگه داشته می شد

z-VAD fmk (V-116, Sigma)   یک مهار کننـده غیـر ،

، z-DEVD fmk (CO605, Sigma)اختصاصـی کاسـپاز و   

و  2000به ترتیب بـا دوزهـاي    3اختصاصی کاسپاز  مهار کننده

یک  DMSOدر  z-VAD fmk. نانوگرم تزریق می شدند 400

درصد حل می شد،  DMSO 5/0در  z-DEVD fmk درصد و

-zاز lμ 6میکرولیتـري   25سپس در یـک سـرنگ هـامیلتون    

VAD fmk )lμng/ 3/333 ( وlμ 7/3 ازz-DEVD fmk 

)lμng/ 14/107 (  ــه صــورت داخــل بطنــی ــوط و ب ) icv(مخل

با توجه به برگمـا  mm AP4/0- ،mmDV 6/1(تزریق می شد 

ک درصد را به صورت ی DMSOگروه کنترل ). عمق mm 4و 

icv   ــد ــی کردن ــت م ــذاري . دریاف ــانول گ ــق ک ــق از طری             تزری

که در بطن جاگذاري و توسـط سـیمان آکریلیـک    G 23سوزن (

پس از جراحـی تکـرار    7و  5، 1، 0در روزهاي ) محکم شده بود

 -20رتهـا قربـانی و هیپوکمـپ آنهـا جـدا و در       13در روز . شد

  .نگهداري شد

تغییرات بیان پروتئین ها آنالیز وسترن بـلات  جهت بررسی 

بر بخش هیپوکمپ مغزهـاي حیوانـات تحـت مطالعـه صـورت      

هیپوکمپ رتها در  سیتوزولیبه منظور تحصیل عصاره .   گرفت

میلـی   Tris-Hcl ،150میلـی مـولار   50( یک بافر لیـز کننـده   

 sodium deoxyدرصـد،   Nacl ،Triton x-100 1/0مـولار  

cholate 25/0 رصــد، دSDS 1/0  ،میلــی مــولار   1درصــد

EDTA  همـوژن  ) درصد  1و کوکتیل مهار کننده هاي پروتئاز

به مدت  rpm13000و  c° 4شده سپس بافت هاي هموژنه در 

غلظتهاي پروتئینی هر نمونه مطابق . شدند  ژدقیقه سانتریفو 15

میکروگـرم از   80و میزانـی معـادل   . روش برادفورد تعیین شدند

در نظـر   SDS-PAGEل هرنمونه جهت الکتروفـورز  پروتئین ک

ــر روي غشــاهاي . گرفتــه شــد ــ PVDFپروتئینهــا ب ــر طب  قب

غشـاها توسـط   . منتقـل شـدند    Bio-Radراهنماییهاي شرکت 

 ,Amersham(درصد  2انکوباسیون در شیر خشک بدون چربی 

Ecl Advance TM blocking agent, cpk1075 ( در

TBST  سـپس  . قـه اشـباع شـدند   دقی 15سـاعت و   1به مدت

درجـه سلسـیوس بـه     4توسط  آنتی بادي هاي زیـر در دمـاي   

  :انکوبه شدند overnightصورت 

Anti-caspase3 (cell signaling, 1/1000 v/v), anti-

NFқB (cell signaling, 1/1000 v/v), anti- TNFα 

(cell signaling, 1/1000 v/v)

در شیر  TBSTمحلول  م آنتی بادیهاي اولیه و ثانویه دراتم

 TBSTبار بـا   3غشاها . درصد حل شدند 2خشک بدون چربی 

-anti شستشو داده شده و سپس بـا آنتـی بـادي هـاي ثانویـه     

rabbit  مجاور شدند)cell signaling, 1/3000 v/v .(  سـپس

شسـته شـده و در نهایـت بانـدهاي      TBSTغشاها مجـدداً بـا   

 ECLمـک کیـت   وي فیلم هـاي عکاسـی و بـا ک   رپروتئینی بر

)Amersham, Ecl Advance TM western blotting 

detection kit, RPN21354(  فیلم ها اسـکن  . ظاهر گشتند

پس از جداسـازي   .کمی شدند Image Jشده و توسط نرم افزار 

عصاره سیتوزولی به روش بالا، سوپرناتانت حـاوي پروتئینهـاي   

ري مـی  نگهـدا  -70سیتوزولی است که جدا شـده و در دمـاي   

امــا پلــت حــاوي پروتئینهــاي هســته مجــددا لیــز شــده . شــود

)Hepes/KOH[pH 7.9] 20  ،میلی مولارMgcl2 5/1  میلی

میلــی مــولار،  Nacl 650میلــی مــولار،  EDTA 2/0مــولار، 

 PMSF 5/0میلـی مـولار،    v/v ،DTT 1درصد  25گلیسرول 
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و  c° 4هموژنه در و بافتهاي  )میلی مولار و مهار کننده پروتئاز

rpm13000  سـوپرناتانت  . شـدند  ژدقیقه سـانتریفو  20به مدت

ذخیره  -70حاوي پروتئینهاي هسته اي است که جدا شده و در 

، در میان سه گروه توسط آزمون آماري NFқB، 3کاسپاز .گردید

ANOVA  یکطرفه)Tukey post hoc (با هم مقایسه شدند .

TNFα  بین دو گروه با استفاده از آزمونT-test    مقایسـه شـد .

نمــایش داده شــده انــد و  Mean±SEMداده هــا بــه صــورت 

05/0P< از نظر آماري معنی دار در نظر گرفته شده است.  

  ها یافته

نـانو گـرم در کـورتکس     30، به میـزان  )Aβ )42-1تزریق 

به  TNFαپري فرونتال در هر نیمکره موجب افزایش معنی دار 

مپ در مقایسه بـا گـروه   عنوان یک سیتوکین التهابی در هیپوک

  .1شکل). >001/0P(کنترل شد 

ــک دوز ــق ت ــا غلظــت ) Aβ )42-1تزری ــه  ng/μl60ب ب

کورتکس پري فرونتال بـه صـورت دو طرفـه، سـبب افـزایش      

قربـانی   13در هیپوکمپ رتهـایی کـه در روز    3پروتئین کاسپاز 

امـا در  ). >0001/0P(شده بودند در مقابـل گـروه کنتـرل شـد     

قربانی شـده بودنـد   Aβپس از تزریق 25در روز  گروههایی که

به سطح اولیه خود بازگشته بود، بنابراین این رتهـا در   3کاسپاز 

امـا  ). داده ها نشان داده نشده است(این مطالعه پیگیري نشدند 

ــق  ــاي  z-DEVD fmkو  z-VAD fmkتزری  5( 0در روزه

پــس از جراحــی ســبب  7و  Aβ( ،1 ،5دقیقــه قبــل از تزریــق 

در مقایسه با گروهی که تنها تزریـق   3ش معنی دار کاسپاز کاه

Aβ  0001/0(در آنها صورت گرفته بود، گردیدP< .( 2شکل.  

 13 در داخل کورتکس پرفرونتـال بعـد از   Aβ تزریق تک دوز -)A, B( 1شکل 

 TNF-αتغییـــرات بیـــان : A .را در هیپوکمـــپ رت افـــزایش داد TNF-αروز، 

)15KD (روتئینهاي سیتوپلاسمی هیپوکمپ و توسط روش وسترن بلاتینـگ  در پ

شـده   scanابتـدا   x-rayباندهاي ظاهر شده بر روي فـیلم هـاي    :B .بررسی شد

از بررسـی پـروتئین بتـا    . دانسـیتومتري شـدند   Image J سپس توسط نـرم افـزار  

داده هـا بـه صـورت    . بـه عنـوان اسـتاندارد داخلـی اسـتفاده شـد       (43KD)اکتین

relative intensity   نشان داده شده اند که بیان گر نسـبتTNF-α/β-actin 

-Independent samples T, .مـــی باشـــد Test ,mean ± SE)  

***P<0.001 .(  

***
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روز،  13در داخل کورتکس پرفرونتال بعـد از  Aβتزریق تک دوز -)A, B( 2شکل 

caspase-3  ــزایش داد ــپ رت اف ــان   :A .را در هیپوکم ــرات بی  caspase-3تغیی

)17KD (    در پروتئینهاي سیتوپلاسمی هیپوکمپ و توسـط روش وسـترن بلاتینـگ

شده سپس  scanابتدا  x-rayباندهاي ظاهر شده بر روي فیلم هاي  :B.بررسی شد

ــزار   ــرم اف ــط ن ــدند  Image Jتوس ــیتومتري ش ــا   . دانس ــروتئین بت ــی پ از بررس

 relativeداده ها به صورت . به عنوان استاندارد داخلی استفاده شد (43KD)اکتین

intensity    ــبت ــر نس ــان گ ــه بی ــد ک ــده ان ــان داده ش            caspase-3/β-actinنش

,one-way ANOVA ,.مـی باشـد   post hoc Tukey, mean ± SE) 

***P<0.001 )  در مقایســـه بـــا گروهـــی کـــه تنهـــاAβ دریافـــت کـــرده( , 
###P<0.001 )در مقایسه با گروه کنترل.( 

caspase-3 17KD

β- actin

###

***     
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هسته اي افزایش یافت اما این  Aβ ،NFқBپس از تزریق 

پس . افزایش در برابر گروه کنترل از لحاظ آماري فاقد معنی بود

 z-DEVDو  z-VAD fmk(از تزریق مهار کننده هاي کاسپاز 

fmk ( ،با پنج تکرارNFқB  هسته اي در مقابل گروهی که تنها

ــق  ــرد    Aβتزری ــدا ک ــاهش پی ــی دار ک ــور معن ــه ط ــتند ب داش

)001/0P< .( براي تایید ایـن نتیجـه، میـزان     .3شکلNFқB 

 Aβسیتوزولی نیز اندازه گیري شد و نتایج نشان داد که تزریـق  

یتوزولی به وجود س NFқBنتوانست تغییر معنی داري در سطح 

در مقایسـه بـا     NFқBاما به دنبال مهار کاسپاز، میزان . بیاورد

داشتند به طور معنی داري افـزایش   Aβگروهی که تنها تزریق 

  .4شکل ). >05/0P(را نشان داد 

  بحث

به نظر مـی رسـد تمـام سـیتوکینها و کموکینهـایی کـه در       

، IL-1β ،IL-6 ،TNFα ،IL-8آلزایمر مطالعه شده انـد، شـامل   

TGF-β )Transforming growth factor-β ( وMIP-1α 

)macrophage inflammatory protein1α ( در بیمــاري

  .]23، 10، 2[آلزایمر افزایش می یابند 

واکنش التهابی القـا شـده توسـط آمیلوئیـد بتـا در سیسـتم       

موجـب رهـا شـدن فاکتورهـاي تخریبـی مثـل       عصبی مرکزي 

ــیتوکینها  ــ)TNFα(س ــید ، نیتری ــاي ) NO(ک اکس ــه ه و گون

یکــی از اولــین  TNFα. مــی شــود) ROS(واکنشـی اکســیژن  

مـی باشـد   Aβ مدیاتورهاي فرایندهاي نورودژنراتیو القا شده بـا 

]4 ،6 ،20[.  

التهـاب را القـا    Aβداده هاي این مطالعه تایید می کند که 

، بـه عنـوان یـک سـیتوکین     TNFαدر ایـن مطالعـه   . می کند

به آنهـا تزریـق    Aβمعنی داري در گروهی که  التهابی، به طور

  .1شکل . شده بود افزایش یافت

التهاب فاکتوري اساسـی در تومورهـاي مختلـف انسـانی از     
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سیتوپلاسـمی را در هیپوکمـپ    NF-κBتـوز سـطح   مهار آپوپ -)A, B( 4شکل 

سیتوپلاسمی در پروتئینهاي) NF-κB )65KDتغییرات بیان : A.رت افزایش داد

باندهاي ظـاهر شـده بـر     :B.هیپوکمپ و توسط روش وسترن بلاتینگ بررسی شد

  Image Jشــده ســپس توســط نــرم افــزار scanابتــدا  x-rayروي فــیلم هــاي 

بـه عنـوان اسـتاندارد     (43KD)رسی پروتئین بتـا اکتـین  از بر. دانسیتومتري شدند

نشـان داده شـده انـد     relative intensityداده ها به صورت . داخلی استفاده شد

 one-way ,.مـی باشـد   NF-κB(cytosolic) /β-actinکه بیان گر نسـبت   

ANOVA, post hoc Tukey  , mean ± SE) P<0.05 (*. 
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هسـته اي را در هیپوکمـپ رت    NF-κBمهار آپوپتوز سـطح   -)A, B( 3شکل 

ــاهش داد ــان  : A.ک ــرات بی ــاي) NF-κB )65KDتغیی هســته اي در پروتئینه

باندهاي ظـاهر شـده بـر     :B.هیپوکمپ و توسط روش وسترن بلاتینگ بررسی شد

  Image Jشــده ســپس توســط نــرم افــزار scanابتــدا  x-rayروي فــیلم هــاي 

بـه عنـوان اسـتاندارد     (43KD)از بررسی پروتئین بتـا اکتـین  . دانسیتومتري شدند

نشـان داده شـده انـد     relative intensityداده ها به صورت . داخلی استفاده شد

NF-κB(nuclear)کـه بیـان گـر نسـبت       /β-actin   مـی باشـد., one-way 

,ANOVA, post hoc Tukey, mean ± SE) ***P<0.001 .(

    Control           Aβ     Aβ+zVAD+zDEVD

 
***

   *
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ــت   ــده اس ــه ش ــر گرفت ــتات  در نظ ــرطان پروس ــه س در .  جمل

ــه      ــددي از جمل ــاي متع ــش فاکتوره ــابی نق ــدهاي الته فراین

شـده   در سرطان پروستات شناخته TNFαسیتوکینها، خصوصا 

تعادل بین آپپتـوز و تکثیـر سـلولها در پروسـتات طبیعـی      . است

داده ها نشان داده . انسان در سرطان پروستات از بین رفته است

که عواملی که نسبت تکثیر به آ پپتـوز را کنتـرل مـی کننـد در     

  .]24[شرایط پاتولوژیک تغییر می یابند 

TNFα   ر تولید شده در اطراف سلولهاي توموري و یـا دچـا

التهاب می تواند توان زیستی سلولهاي تومـوري را توسـط کـد    

، Bcl-xlماننـد   NFқBکردن ژنهاي ضـد آپپتـوز وابسـته بـه     

CIAP 1  در حقیقت التهاب مـزمن  . ]18، 15[افزایش دهد  2و

التهاب NFқBو  ]12، 1[می تواند القاي تومور را افزایش دهد 

 ـ. و سرطان را به هم مربوط می سازد ه ژنهـاي هـدف   با توجه ب

NFқB    می توان پیش بینی کرد که رابطه تنگاتنگی بـین ایـن

فاکتور رونویسی و سرطان وجود دارد بـه طوریکـه در مـدلهاي    

و پیشـرفت تومـور و    NFқBموشی مختلفی وابستگی فعالیـت  

  .]17، 12، 1[متاستاز به خوبی نشان داده شده است 

TNFα   ــیتها ــوز را در اولیگودندروس ــد آپپت ــی توان و رده  م

inســـلولی نـــورونی در محـــیط  vitro آپپتـــوز . القـــا کنـــد

توسط بیان بیش از انـدازه    in vivoاولیگودندروسیتها در محیط 

TNFRI  و مشخص شده است که کاسپازها  ]14[القا می شود

در نوتروفیلها فاکتورهـاي اساسـی در آپپتـوز القـا شـده توسـط        

TNFα  مطالعات مختلف نشان داده اند که . ]7[هستندTNFα 

را می تواند به  NFқBدو مسیر آپپتوز و تکثیر سلولی به واسطه 

، قابلیـت  NFқBنشان داده شـده اسـت کـه مهـار     . راه بیندازد

  .]7[را افزایش می دهد  TNFαآپپتوتیک بودن 

تیمار شده اند افزایش  Aβنورونهایی که در محیط کشت با 

را  3و  2، کاسپاز )JNK  )c Jun N terminal Kinaseفعالیت 

مسیري که در اکثر مواقع معـرف مـرگ نـورون    . نشان داده اند

قــرار گرفتــه انــد  Aβنورونهــایی کــه در معــرض . ]29[اســت 

آپپتوزي تیپیک شامل متراکم شدن اجسام سلولی و قطعه قطعه 

، P53و در نهایت افـزایش   ]30[را نشان داده اند  DNAشدن 

Baxــدن   ، نف ــا ش ــدري، ره ــاي میتوکن ــذراي غش ــذیري گ وذپ

و فعال شدن آپپتوزوم، سبب فعـال شـدن کاسـپاز     Cسیتوکروم 

سبب ظهور تعدادي سـلول تانـل    Aβهمچنین . ]19[می گردد 

در شکنج دندانـه اي هیپوکمـپ شـده     3مثبت و فعالیت کاسپاز 

  .]27، 22[است 

از کاسپ Aβ) 1-42(روز پس از تزریق  13در مطالعه حاضر، 

فعال شده در مقایسه با گروه کنترل به طور معناداري افزایش  3

که می توان آن را احتمالا معادل آپپتوز در ) برابر 4حدود (یافت 

  . 2شکل . نظر گرفت

از آنجا که هدف این مطالعه احتمال وجود رابطه بین آپپتوز 

و همچنین نقش آپپتوز در التهاب عصبی بود،  NFқBو فعالیت 

 NFқBپتوز توسط مهار کاسپاز متوقف و سپس فعالیـت  روند آپ

براي دستیابی به این هدف، بـراي مهـار آپپتـوز از    . سنجیده شد

و ) مهار کننده غیر اختصاصی کاسـپازها ( z-VAD fmkتزریق 

z-DEVD fmk ) استفاده شد) 3مهار کننده اختصاصی کاسپاز .

 شـد امـا   NFқBهرچند سبب افزایش  Aβنتیجه آن که تجویز 

امـا پـس از   . این افزایش در قیاس با گروه کنترل معنی دار نبود

هسته اي به طـور معنـی دار و تـا     NFқB، سطح 3مهار کاسپاز

  .3شکل . برابر کاهش را نشان داد 5/2تا  2حدود 

هر . قابل بررسی است NFқBدر اینجا نقش دوگانه فعالیت 

ی در سیستم عصـب  NFқBچند شواهد متعددي بر آثار حفاظتی 

ممکن NFқBمشخص شده که فعال شدن ]13، 3[وجود دارد 

و  ]25، 13[است به عنوان فاکتور پیش برنده آپپتوز عمل کنـد  

نقشـی مهـم در    -NFқB MAPKهمچنین  فعال شدن مسـیر 

فعال کردن میکروگلیاهـا طـی التهـاب دارد کـه خـود نشـانگر       

  .]16، 11[پاتولوژیکی بیماري آلزایمر است 

و همکارانش در  Youn sook songوسط در مطالعه اي ت 

 Aβمشخص شد که طی القاي مرگ سلولی توسط  2004سال 

فعال مـی شـود ودر     PC12  ،NFқBدر سلولهاي تمایز یافته 

  NFқBبیان می کنند فعالیـت   Bcl2سلولهایی که بیش از حد 

در واقـع یکـی از   . کاهش مـی یابـد  Aβو مرگ سلولی ناشی از

می تواند این باشد که بیان بیش از حـد   دلایل یافت این نتیجه

Bcl2  که می تواند ( 3می تواند با کاهش کاسپازIқB  را تجزیه

بر طبق این مطالعه، . ]25[را مهار کند  NFқBفعال شدن ) کند

اسـت، بـه    NFқBعنصري اساسـی در فعـال کـردن     3کاسپاز 

 IқB. را کاهش مـی دهـد   IқBطوریکه مهار این آنزیم تجزیه 

است و توسـط اسـتقرار آن در سیتوپلاسـم     NFқBنده مهار کن

می تواند با قطع این ارتبـاط   3کاسپاز . مانع فعالیت آن می شود

NFқB را به صورت فعال در بیاورد .  

در مطالعه حاضر، به نظر می رسد مهار کننده هاي کاسـپاز  
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)z-VAD fmk  وz-DEVD fmk ( از طریق چنین مکانیسمی

NFқB عال در سیتوزول نگـه داشـته انـد و    را به صورت غیر ف

  .سبب کاهش میزان آن در هسته شده اند

توسط مهـار کننـده اش    NFқBدر صورت فقدان محرك، 

در سیتوپلاسم به صـورت  ) متصل است P65که به ( IқBیعنی 

در  سـیگنالهاي هسـته اي را   IқBفقـدان  . غیر فعال وجود دارد

 ـ NFқBقرار داده که انتقـال دایمـر   P65معرض  ه هسـته را  ب

هسـته اي،   NFқBدر واقـع انـدازه گیـري    . تسهیل مـی کنـد  

  .]28[فعال است NFқBمعیاري براي سنجش

در  NFқBانتظار بر این بود که بـا کـاهش    با این اوصاف،

. ، سطح آن در سیتوزول افزایش یابـد )کاهش فعالیت آن(هسته 

، سـبب  3داده هاي این مطالعه نیز نشان داد که مهـار کاسـپاز   

ایـن نتـایج   . 4شکل . سیتوزول می شود NFқBزایش سطح اف

     را کـاهش   NFқBنشان می دهـد کـه مهـار کاسـپاز، فعالیـت      

  .می دهد

در  Aβ) 1-42(در این مطالعه التهاب عصبی توسط تزریـق  

بـه ترتیـب بـه عنـوان     3و کاسـپاز   TNFα. هیپوکمپ القا شـد 

هـاي ایـن    داده. مارکرهاي التهاب و آپپتوز افزایش پیدا کردنـد 

عاملی مهـاري بـر    3مطالعه نشان داد که احتمالا فقدان کاسپاز 

است زیرا اگر رابطه اي بین ایـن دو وجـود    NFқBفعال شدن 

مـی بایسـت از    TNFαنداشت، با انسداد مسیر آپپتوز، فعالیـت  

تغییر پیدا می کـرد و تعـادل بـین     NFқBآپپتوز به فعال کردن 

بنـابراین احتمـالا   . م می خـورد آپپتوز و توان زیستی سلول به ه

مهار کاسپاز به عنوان عامل آغـازگر آپپتـوز، از طریـق کـاهش     

، سلولها را در قبال افزایش غیـر طبیعـی تـوان     NFқBفعالیت 

  .زیستی و تکثیرشان حفاظت می کند
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