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  چكيده

نورونهاي دوپامين ساز در برابر مسموميت  ءافزايش بقاو شيكونين بر  1-هدف از اين مطالعه بررسي تاثير آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز: هدف
 .بودپاركينسوني 

هاي نوتركيب ناقل ايـن   در نورونهاي دوپامين ساز، لنتي ويروس (GPX-1) 1-براي افزايش بيان ژن گلوتاتيون پراكسيداز: مواد و روش ها
در نورونهـاي آلـوده    GPX-1بدنبال افـزايش بيـان    .ه گرديداستفاد نورونهابراي آلوده سازي  ساخته شد و GFPژن همراه با ژن گزارشگر 

 .اندازه گيري شد ،شيكونينبا  ها و نيز تيمار آنپاركينسوني  وميتسممدر برابر  هااين نورون ءميزان بقا شده به ويروس،

بـه   RT-PCRتكنيـك   بـا نيـز   GPX-1 افزايش بيـان ژن  مشاهده شد، سدر زير ميكروسكوپ فلورسنكه  GFPبيان ژن  به دنبال :نتايج
باعـث   بطـور جداگانـه اي  بـا شـيكونين    نورون هـا تيمار  و هم GPX-1افزايش بيان ژن  هم كه نشان داد اين آزمايشات نتايج. اثبات رسيد

-pLV آلوده شده بـا ( نورونهاي طبيعي و نورونهاي كنترلدر برابر مسموميت پاركينسوني نسبت به  نورونهااين  ءافزايش معني داري در بقا

EGFP( پس از افزايش بيان  ءدرصد بقا .گرديدGPX-1  بيشـتر از حالـت بـدون     درصد 11و پس از افزايش شيكونين  درصد 14در حدود
  .افزايش داد درصد 29را تا  ءحضور توام اين دو عامل درصد بقاتر آنكه  مهم. تيمار برآورد گرديد

ها  سلول ءكه بطور جداگانه بر بقا ها با شيكونين علاوه برآن و تيمار سلول GPX-1نتايج حاصله نشان داد كه افزايش بيان ژن : نتيجه گيري
زمان، يك تاثير هم افزايي داشته و احتمـالا بطـور سـينرژيك عمـل      در برابر توكسين پاركينسوني تاثير فزاينده دارند، در صورت حضور هم

 .نمايند مي

 ، شيكونين، نورون دوپامين ساز گلوتاتيون پراكسيداز پاركينسون،: كليدي واژگان
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  مقدمه
هاي نورودژنراتيـو بـه    بيماريي  ترين مشخصه مرگ نورون ها مهم

خصوص افزايش سطح به  هاي مرگ و سيگنال). 1(شمار مي رود 
گردنـد   ي مرگ نـوروني مـي   هاي آزاد در مغز باعث پديده راديكال

ــول). 2( ــديدا واكـــنش  مولكـ ــاي شـ ــه هـ ــر كـ ــطلاحا گـ            اصـ
Reactive Species هـا   شوند، احتمالا در مرگ نورون ناميده مي

ــا   ــش ايف ــاري    نق ــلي بيم ــل اص ــي عام ــد وحت ــي كنن ــاي  م      ه
 ALSنورودژنراتيــــو ماننــــد هــــانتينگتون، پاركينســــون،    

)Amyotrophic lateral sclerosis( باشند  غيره مي و)3و2.( 

 ,Reactive oxygen species)گـر اكسـيژن   هـاي واكـنش   گونه

ROS) هاي آزاد اكسيژن از قبيل سوپراكسـيد،   انواعي از راديكال
هاي غير راديكالي مثل پراكسيد هيدروژن  مولكول هيدروكسيل و
در مقابل استرس نيتراتيو، ناشـي از توليـد   ). 4(شوند  را شامل مي

گر نيتروژن مانند نيتريك اكسـيد، نيتـروژن دي    هاي واكنش گونه
هـا   اين مولكول). 4(گر آنها مي باشد  هاي واكنش اكسيد و واسطه

ــه مــاكرومولكول ــروتئين هــاي حيــاتي ب ليپيــدها  هــا، از قبيــل پ
آغــاز آســيب اســترس  باعــث و واســيدهاي چــرب حملــه كــرده

يك سيستم دفاعي بـر   ،در اين ميان .شوند اكسيداتيو در بدن مي
هـاي ناشـي    عليه اين آسيب در بدن شكل مي گيرد كه با تخريب

گلوتـاتيون احيـا شـده    . كنـد  مـي بدن مقابله  ها در از اين استرس
(GSH) ــ ــاعي در بســياري از  بخــش مهم ــن سيســتم دف ي از اي

فعاليـت آن داراي   هاي بدن از جمله مغز به شمار مي رود و بافت
ها در برابر تخريب ميتوكنـدريايي   نقش اساسي در حفاظت نورون

 ).7و 6، 5(مي باشد 

 ضـد اكسـيدان  يـك آنـزيم    (GPX-1) 1-گلوتاتيون پروكسـيداز 
را به آب تبديل و در طـي ايـن    H2O2وابسته به سلنيوم است كه 

 كنـد  تبديل مـي ) GSSG(را به فرم دي سولفيد آن  GSHعمل 
)8( .GPX-1    باعث حفظ تعادل در حالت احيا سلولي شـده و بـا

مقابلـه   NADH و NADPHهـا،   اكسيداسيون ليپيدها، پروتئين
كـه   هاي حيواني كه مدلمطالعات نشان داده است . )9(نمايد  مي

افـزايش پيـدا كـرده اسـت، مقاومـت      ها  ر آند GPX-1بيان ژن 
كـه مـوش    بيشتري در مقابل استرس اكسيداتيو دارنـد در حـالي  

تـري   آسيب پذيري بسيار بيش GPX1-1 تراريخته فاقد ژن هاي
مطالعه قبلي ما مشخصا تاثير اين آنزيم در . )10( نشان مي دهند
  ).11(هاي دوپامين ساز را به اثبات رسانده است  حفاظت نورون

شـــيكونين يـــك رنگدانـــه نفتوكوئينـــون از ريشـــه گيـــاه      
Lithospermum erythrorhizon  اســـت كـــه ســـاليان دراز

عنوان يك تركيب ضد التهابي و ضد زخم بكار برده شده اسـت   به
شيكونين قادر است تاثيرات ضد ميكروبي، ضد سـرطاني و  ). 12(

ه كليه اين رسد ك نظر مي به). 15-12(ضد التهابي بر جاي بگذارد 
ــه فعاليــت ــا قــدرت آن در پاكســازي   هــاي شــيكونين ب نحــوي ب
با توجه به اينكـه طبـق   ). 16(هاي اكسيژني مرتبط باشد  راديكال

گزارشات موجود شيكونين فعاليت ضد اكسيداني موثري بر عليـه  
گـر اكسـيژن از جملـه راديكـال آنيـون       چندين نوع گونه واكنش

، )17(دهـد   غيره نشـان مـي   سوپراكسيد، راديكال هيدروكسيل و
هاي اكسـيداتيو   بررسي نقش اين تركيب گياهي در كاهش آسيب

هاي مـرگ   تواند دامنه كاربرد آنرا به درمان بيماري ها مي بر نورون
  .نوروني گسترش دهد

باتوجه به اهميت نقش استرس اكسيداتيو در آسيب رسـاندن بـه   
اكسـيداتيو   مغز اين سوال مطرح است كه آيا مقابلـه بـا اسـترس   

هـاي   هـا و آغـاز يـا پيشـرفت بيمـاري      توانـد از مـرگ نـورون    مي
نورودژنراتيو مقابله كند؟ پاسخ به اين سوال وابسته به اينست كه 

هـا   توان از طريق تقويت دفاع ضد اكسيدان با مرگ نـورون  آيا مي
در مدل سلولي بيماري پاركينسون مقابله كرد؟ در مطالعه جاري، 

بعنوان يك آنـزيم آنتـي اكسـيدان     1-روكسيدازنقش گلوتاتيون پ
عنوان يك تركيب حمايت كننـده در   هنيز نقش شيكونين ب مهم و

سـاز در برابـر مسـموميت     هـاي دوپـامين   افزايش مقاومت نـورون 
ها نيز مورد مطالعه  هم افزائي آن پاركينسوني بررسي شده و تاثير

  .گيرد قرار مي
 

  ها مواد و روش

هاي ويروسي شامل ناقـل بسـته بنـدي     ناقل :بيولوژي مولكولي
)∆∆∆pCD/NL-BH*(  ناقـــل پوششـــي)LTR-G (ــل  و ناقـ

از كياژن  Maxiprepبا استفاده از كيت ) PLV-GPX1(انتقالي 
 DNAمراحـل مربـوط بـه خـالص سـازي      . خالص سازي شـدند 

  ).18(مطابق دستور سازنده انجام شد 

به عنوان مولـد ويـروس    HEK-293Tهاي  سلول: كشت سلول
 Dulbecco’s Modified Eagle  (DMEM)در محــيط

Medium  به همراهFBS 10 درجـه و   37در دماي  درصدCO2 
ميليـون سـلول در پتـري     2 .كشت و پاساژ داده شـدند  درصد 5

سـاعت   24متري مخصـوص كشـت سـلول،     سانتي 10هاي  ديش
 60تـا   50در روز بعـد   قبل از ترانسفكشن كشت داده شـدند تـا  

ي  هاي نـوروني رده  همچنين سلول. درصد پتري ديش را پر كنند
PC12  درجـه و  37به عنوان سلول هاي هدف، در دمايCO2 5 
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براي آلوده سازي ويروسي تعداد . كشت و پاساژ داده شدند درصد
سـاعت قبـل از    24خانـه،   24در پليـت    PC12سـلول   هزار 50

  . آلوده سازي كشت داده شدند

فعـال،   هـاي نوتركيـب و   براي توليد لنتي ويروس :يروستوليد و
زمان با سه ناقل لنتي  هم (HEK-293T) هاي مولد ويروس سلول

ميكـرو   10از ناقـل ترانسـفر و    ميكرو گـرم  15ويروسي به مقدار 
روش رسـوب   ، بـا از هريك از ناقلين بسـته بنـدي و غشـايي    گرم

DNA-  ــن  . شــدفســفات كلســيم ترانســفكت ــراي تشــكيل اي ب
از كلريـد  ميكـرو ليتـر    50هاي مذكور همـراه بـا     DNAرسوب،
ميكرو ليتـر   500، با آب استريل به حجم ميلي مولار 5/2كلسيم 
 20محلـول حاصـل   . شـد اضـافه   HEPESهم حجم آن  و رسيد

سـپس  . دقيقه در زير هود انكوبه تا رسوب مطلوب به دسـت آيـد  
هـدف   هـاي  اين رسوب به آرامي و قطره قطره بـه محـيط سـلول   

ها  ساعت انكوبه و سپس محيط آن 8ها به مدت  سلول. شداضافه 
ها تا زمـان   پس از اين مراحل سلول. با محيط جديد تعويض شد

توليــد ويــروس و رهــا ســازي آن بــه محــيط كشــت، در شــرايط 
  .انكوباتوري ذكر شده نگهداري شدند

محـيط   :تغليظ ويروس و آلوده سازي سـلول هـاي هـدف    
سـاعت جمـع    48و 24هاي ترانسفكت شده پـس از   كشت سلول

سپس محيط فيلتر . عبور داده شدميكرون  45/0آوري و از فيلتر 
 10ريختـه ومـدت    MW100 هاي آميكون  شده به درون ستون

مانـده   محلـول بـاقي  . شـد سـانتريفيوژ   rpm 4000 دقيقه در دور
حجـم  . پشت فيلتر كه پر از ذرات ويريوني بـود جمـع آوري شـد   

   هاي هـدف  مختلف از اين محلول  براي آلوده سازي سلولهاي 

(PC12)  هـا در شـرايط انكوبـاتوري     سپس سـلول  استفاده شد و
موجـود در ناقـل    GFPذكر شـده قـرار داده شـدند تـا بيـان ژن      

پس از اين . مشاهده شود سانتقالي، در زير ميكروسكوپ فلورسن
يان  ترانسـژن  از افزايش ب RT-PCRمرحله با استفاده از تكنيك 

GPX1 اطمينان حاصل گرديد.  

ســاعت پــس از  RT-PCR: 96و آزمــايش  RNAاســتخراج 
ســلولي بــا اســتفاده از كيــت  RNAترانسدوكشــن ســلولي، كــل 

استخراج  (High Pure RNA Isolation Kit, Roche) مربوطه
ميكرو  2شده و پس از اطمينان از سلامت كامل آن در روي ژل، 

تحت شـرايط گـزارش شـده بكـار      cDNAاز آن براي سنتز گرم 
كمك ترانسكريپتاز معكوس از ه ب cDNAساخت ). 19(برده شد 

(Fermentas, Lithuania)  و در حضــور هگزامرهــاي رانــدوم و
RNase Inhibitor 387براي تكثيـر يـك قطعـه    . صورت گرفت 

انساني، جفـت پرايمـر    GPX-1مربوط به  cDNAجفت بازي از 
 زير بر اساس توالي كد كننده آن بشرح زير طراحي و سـنتز شـد  

)20((GenBank accession no. M83094): 

Forward: 5'-CTTATCGAGAATGTGGCGTCCC-3’, 

Reverse: 5'-GCCCACCAGGAACTTCTCAAAG-3’.  
مـورد   PCRبـراي آزمـايش    cDNAمقادير يكسان از هر نمونـه  

هـا در   دقيقـه دناتوراسـيون نمونـه    2پـس از  . استفاده قرار گرفت
ــا  PCR، واكــنش گــراد ســانتي درجــه 95درمــاي  ســيكل  30ب

در   Annealingثانيه،  45، گراد سانتي درجه 94دناتوراسيون در 
 72در  Extensionدقيقــه و مرحلــه  1، گــراد ســانتي درجــه 59

بـا   PCRمحصـولات  . رسيدثانيه به انجام  45، دسانتي گرا درجه
. درصـد آنـاليز و تصـوير بـرداري شـد      2/1استفاده از ژل آگـاروز  

 US-Scan-Itشدت باندهاي اين تصاوير با استفاده از نرم افـزار  

Gel Analysis Software (Skill Scientific Inc. Orem, 
Utah) يري گرديدگ  اندازه.  

-PC12و  PC12هـاي   سـلول  :تيمار سلول ها بـا شـيكونين  

GPX-1 ،24      ساعت قبـل از ايجـاد مسـموميت پاركينسـوني در
از  ميكرو گرو بر ميلي ليتر 4خانه، تحت تيمار با غلظت  96پليت 

شيكونين قرار گرفتند و در شرايط انكوبـاتوري مـذكور نگهـداري    
-Wild)طبيعـي   PC12همچنين يك گـروه از سـلولهاي    .شدند

type, WT)    ي نيـز بـه عنـوان    و فاقـد هرگونـه آلـودگي ويروس ـ
  .سلولهاي كنترل براي اين تيمار، استفاده گرديدند

ساعت پـس   24: ايجاد مسموميت پاركينسوني و سنجش بقا
ميكرومـولار   75ها در معرض غلظـت   از تيمار با شيكونين، سلول

 هـا قـرار گرفتنـد و    اين سلول LD50بعنوان  OHDA-6توكسين 
                          هــــا بـــــا روش  ســـــاعت ميــــزان بقـــــا آن  30پــــس از  

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide  (MTT)جزئيــات . گيــري شــد انــدازه

و  LD50، تعيـين دوز  OHDA-6مربوط بـه طـرز تهيـه محلـول     
بـه طـور مختصـر،    ). 20( قبلا گزارش شده است MTT سنجش 

         9/0حـــاوي ) ســـيگما( OHDA-6ميلـــي مـــولار  5اســـتوك 
ــد ــالين درصـــ                   ،(Phosphate buffered saline) ســـ

 (DETAPAC)ميلـــــي  10آســـــكوربات و درصـــــد  1/0
diethylenetriaminepentaacetic acid  در نيتروژن حل شده

توسـط  درجه سانتي گـراد    -20و قبل از ذخيره سازي در دماي 
ها  توكسين، سلول LD50براي تعيين . فيلتراسيون، استريل گرديد

سـاعت   24بـراي مـدت    OHDA-6هاي سـريالي از   توسط رقت
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هـا از   تيمار شدند و غلظتي از توكسين كه در آن نيمـي از سـلول  
همچنين براي سنجش . انتخاب گرديد LD50به عنوان  بين رفتند

MTT ،ميلـي   5غلظت  سالين،اين ماده در  حل كردن استوك با
از آن تهيـه شـد و پـس از اسـتريل كـردن آن      گرم در ميلي ليتر 

 ميكـرو ليتـر   180از آن بـه ميكـرو ليتـر    20توسط فيلتراسيون، 

در هـر چاهـك اضـافه گرديـد و بـه       FBSفاقد  DMEMمحيط 
سـپس  . ساعت در شرايط انكوباتوري فوق نگهـداري شـد   3مدت 

ــا    ــيط ب ــن مح ــر  200اي ــرو ليت  Dimethyl (DMSO) ميك

Sulfoxide دقيقه انكوبه شـدن، ميـزان    5از  جايگزين شد وپس
  .نانومتر اندازه گيري شد 580جذب در طول موج 

 ـ داده :آناليز آماري و  بيـان  mean±SEMصـورت   ههاي آماري ب
صـورت تريپليكيـت    هبست كه هركدام ا حاصل سه آزمايش مجزا

آناليزهاي آماري اين داده ها با استفاده از نرم افزار . تكرار شده اند
SPSS, version 17.0 بـراي آنـاليز تفـاوت بـين     . انجام پذيرفت

 One-way)سلولي از آناليز يكسـويه واريـانس   هاي مختلف گروه

analysis of variance, ANOVA)     و سپس بـا تسـت دانكـن
(post-hoc Duncan Multiple-comparisons Test)  استفاده

عنـوان اخـتلاف بسـيار    ه ب >p 001/0و >p  01/0مقادير . گرديد
  .معني دار تفسير شد

  

  نتايج
  :موفقيت مرحله ي ترانسفكشن

در فواصـل زمـاني    سها با ميكروسكوپ فلورسـن  ي سلول مشاهده
هـاي   را در سـلول  GFPمتوالي پس از ترانسفكشن، آغاز بيان ژن 

HEK-293T ،9    ــان داد و در ــن نش ــس از ترانسفكش ــاعت پ س
سـاعت   24 ساعات بعدي بيان اين ژن  تشديد گرديد تا نهايتا در

  ).1شكل (رسيد  درصد 100پس از ترانسفكشن اين بيان به 

  
اين تصاوير بيست و . HEK 293T هاي سلولدر  GFPبيان ژن : 1شكل

، با استفاده از HEK 293Tهاي  پس از ترانسفكشن سلول چهار ساعت
سلول = A( تهيه شده است FITCميكروسكوپ فلورسنت و با فيلتر 

  100×: بزرگنمائي. )پس از ترانسفكشن سلول ها= Bهاي طبيعي، 

  : گر ترانسداكشن نورون هاي هدف و بيان ژن گزارش
هـاي   ساعت پس از افزودن استوك ويروسي بـه سـلول   36حدود 
PC12 هاي بيـان   اولين نشانهGFP     بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ
مشاهده شد و موفقيت آميز بودن ترانسدوكشـن را بـه    سفلورسن

سـاعت بـه حـداكثر     72در فاصله زماني  GFPن بيا. اثبات رساند
 ).2شكل (خود رسيد 

  
اين تصاوير بيست و چهار . PC12 هاي سلول در GFPبيان ژن : 2كلش

كه  PC12هاي  سلول )ترانسدوكشن(سازي ويروسي  آلودهپس از  ساعت
 تهيه شده است FITCبا استفاده از ميكروسكوپ فلورسنت و با فيلتر 

)A = ،سلول هاي طبيعيB =بزرگنمائي. )سلول ها پس از ترانسدوكشن :
×200  
 

  : GPX-1افزايش بيان ژن 
هاي  به ويروس PC12هاي  دو هفته پس از آلوده شدن سلول
ها استخراج  اين سلول RNA هدف و اطمينان از بيان ترانسژن، 

 GPX-1ميزان بيان ژن  RT-PCRبا استفاده از تكنيك  شد و
اين ). 3شكل(قبل و بعد از ترانسداكسيون مشاهده گرديد 

هاي آلوده  در سلول GPX-1آزمايشات نشان داد كه ميزان بيان 
 سلول هاي طبيعينسبت به  pLV-GPX1شده به ويروس 
پس از سه بار تكرار آزمايش بطور مستقل و با . افزايش يافته است

حاسبات لازم استفاده از نرم افزار ذكر شده در بخش روشها م
 8/2انجام گرديد و در نتيجه ميزان اين افزايش را بطور متوسط 

در  GPX-1بيان  مي رفتهمانطور كه انتظار . برابر برآورد نمود
نيز افزايش نشان داد  pLV-EGFPهاي آلوده به ويروس  سلول

بود  (WT)برابر سلولهاي طبيعي  3/1كه ميزان آن بطور متوسط 
  ).3شكل (

نين و گلوتاتيون پروكسيداز بـر افـزايش بقـا    تاثير شيكو
 ـ GPX-1كـه افـزايش بيـان     PC12هـاي   سلول: ها نورون ه را ب

پـس از آن  . وضوح نشان دادنـد بـا شـيكونين نيـز تيمـار شـدند      
هاي مختلف سلولي اضافه گرديد تـا   به گروه OHDA-6توكسين 

. ها در برابر مسموميت پاركينسوني تعيين شود ميزان مقاومت آن
سـاعت پـس از مسـموميت     24هـا را   تصويري از سـلول  4شكل 

  .دهد پاركينسوني نشان مي
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 كد كننده ژن
طبيعي  هاي ل

GPX1( 

  
       با توكسين 

عي به همراه 
GPX  و تيمار

سـنجش  ه از    
سـلولهاي دو     
اده هـا بـين   

 ##علامـت   

 +WTگـروه 

W 

١

 اسماعيل زاده و

                          

در ناحيه كد ت بازي
Wild-type) هسلول

1ويروس حاوي ژن 

ها تيمار سلولس از 
سلول هاي طبيع 

X1هاي داراي ژن 

  
شـان ميدهـد كـه
شـند در حاليكـه س

اختلافات آماري دا 
 pLV-EGFP بـا ع

pLV-GPX1+ و گ

6

WT

عمران             

                          

  
جفت 387قطعه  ي

RNA(، ) WTزي 

PC  ويآلوده شده با

 چهار ساعت پس
=2ي، طبيعهاي  ل

نورونه= 6شيكونين، 

نش وتيمار باشيكونين
ه با توكسـين ميباش
اخ. انجام شده است

و pLV-GPX1وه   
SHKN +ن گـروه   

(Wild-type.  

6-OHDA 

WT 

٢

                        

                          

بر رويكنش مزبور 
جفت باز 1500كر

pLV- ) سلولC12

بيست و وسكوپي
سلول= 1 .دهد  مي

هاي تيمارشده با ش

وت GPX-1يان ژن 
هاي تيمار شده ول

بصورت تريپليكيت
*** (Pبـين گـروه ،

×× (P<0. و بـين
(eهاي طبيعي  لول

pLV-EG 

٣

            ... ش بقا

139                   

نمونه هاي واكاز  ،ز
مارك( M. شده است

GFP(، GPX1ن

  

اين تصاوير ميكرو
م توكسين را نشان

GPX ،5 =نورون ه

  

  

افزايش بيا را پس از
 بعد قرار دارند سلو
 مستقل است كه بص

(P<0.001)يـا   **

p   01  بـا علامـت)

سلو، WTيكونين و

pLV GFP

۴

بر افزايش 1-يداز

1 تابستان، 2شماره

صوير ژل الكتروفورز
جفت باز مشخص ش
 با ويروس حاوي ژن

ا.ميت پاركينسوني
اي تيمار شده با ت

X1ن هاي داراي ژن

رPC12 ي  سلولها
زين فلش بزرگ به

آزمايش 3نماينده
(P<0.01) *مـت

pLV-GPX1گـروه

شي، SHKN. شود ي

V-GPX1

۴

پروكسيلوتاتيون

، ش3جلد ، )وهشي

 RT-PCR . تصاين
ه باندها بر اساس ج

PC12 با آلوده شده

P در برابر مسمومي
هاي ش بزرگ سلول

نورون= GFP ،4ن 
10  

س  نمودار درصد بقاء
ي كه از نقطه آغاز

هر ستون نم  .ده اند
بـا علام (WT)عـي

pLV-GPX1+ و گ
 (P<نشان داده مي

SHKN 

۵

شيكونين و گلن 

پژو -علمي( و بافت

واكنش حاصل از 
اندازه .  شده است
pLV-EG ) 2سلول

PC12هاي  نورون 

فلش .هيه شده است
نورونهاي حاوي ژن

0×: بزرگنمائي .ين

ن. ن بقاء سلولها اين
سلولهاي.  آمده است

كسين دريافت نكرد
تلـف و گـروه طبيع

SHKN +ين گروه 

(0.001 ^^^  لامت

SHK
pLV-G 

۶

همزمانتاثير  

مجله سلول و

نتايج: 3شكل
GPX-1 تهيه

PC12( ،GFP

بقاء: 4شكل 
6-OHDA ته
ن= 3توكسين، 

شده با شيكوني

ميزان: 5شكل 
MTT آ بدست

ستون اول توك
گروههاي مختل

(P<0.01)بي ،
SHKN با علام

KN + 
GPX1
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ــورون ــا ن ــزايش بق و  GPX-1هــا در حضــور  ســنجش اف
نشـان   5در شكل  MTTهاي حاصل از سنجش  داده: شيكونين

  pLV-EGFPهــاي گــروه  درصــد بقــا ســلول. داده شــده اســت
 (WT)  )52±2(هاي طبيعـي  بقا سلولدرصد  نسبت به )2±54(

هـاي   سـلول  درصد بقـا  از سوي ديگر. دار نبود از نظر آماري معني
مقاومت نشان دادند كـه   در برابر مسموميت pLV-GPX1گروه 

      (pLV-EGFP)كنتـرل   هـاي  سلولدرصد بقا اين رقم نسبت به 
    افــزايش نشــان داد و از نظــر آمــاري معنــي دار بــود  درصــد 14

)01/0 p< ( . شـيكونين بـه   هـاي گـروه    درصد بقا سـلول افزايش
 %4 ±65ميزان بقاء اين سلولها را بـه   (WT)هاي طبيعي  سلول

افــزايش  كنتــرلهــاي طبيعــي و  رســانيد كــه نســبت بــه ســلول
نهايتـا آنكـه افـزايش    >P). 01/0(بسيارمعني داري را نشـان داد  

ميــزان بقــاء ايــن  pLV-GPX1شــيكونين بــه ســلولهاي گــروه 
افزايش داد كه در مقايسـه بـا درصـد    درصد  83±4 ها را تا سلول

افـزايش   درصـد  15بقاء همين گروه سلولي در غيـاب شـيكونين   
هاي مزبور در مقايسه  همچنين سلول >P). 01/0(دهد  نشان مي
 درصـد  18هاي طبيعي كه در معـرض شـيكونين بودنـد     با سلول

  >P). 001/0(دهند  افزايش بقا نشان مي
  

  بحث
بــا  GPX-1هــاي نوتركيــب ناقــل ژن  در ايــن مطالعــه، ويــروس

كـه   PC12هـاي   موفقيت توليد شده و براي ترانسدوكشن سـلول 
روند بكـار   بشمار ميساز  هاي دوپامين مدلي مناسب براي نورون

همچنين از مـاده شـيكونين كـه نقـش حمـايتي از      . گرفته شدند
 هاي دوپـامين  كند براي تيمار سلول هاي پستانداران ايفا مي سلول

پس از ايجاد مسموميت سلولي توسـط  . ساز مزبور استفاده گرديد
 ـ  سـلول  ميزان بقا OHDA-6توكسين  انـدازه   MTTروش  ههـا ب
ه نشان داد كه هم گلوتاتيون پروكسيداز و نتايج حاصل. گيري شد

بـر  . كننـد  عنوان عوامل حفاظت نوروني عمل مـي  ههم شيكونين ب
اساس نتايج اين مطالعه هر يـك از دو عامـل مزبـور بـه تنهـايي      

ــي ــزان مقاومــت ســلول  م ــد مي ــر مســموميت   توانن ــا را در براب ه
 بعلاوه، فعاليت همزمان آنـدو بصـورت  . پاركينسوني افزايش دهند

هم افزايي عمل كـرده و مقاومـت را بـاز هـم بطـور معنـي داري       
  .دهد افزايش مي

بـوده و باعـث    تگلوتاتيون پروكسيداز يـك آنـزيم ضـد اكسـيدان    
خصــوص  ههــاي آزاد درون ســلولي بــ مصــرف و كــاهش راديكــال

مطالعه قبلي ما بر روي يك رده ). 8(شود  پروكسيد هيدروژن مي
 ـساز فعاليت ضد  نورون دوپامين خـوبي   هاكسيداني آنزيم فوق را ب

نيـز از فعاليـت ضـد مـرگ      هـايي  گزارش). 11(اثبات كرده است 
در عــين حــال گــزارش ). 22و  21(شــيكونين در دســت اســت 

هـاي   روشني از تاثير ضـد مـرگ شـيكونين اختصاصـا در نـورون     
به ايـن ترتيـب مطالعـه حاضـر در     . دوپامين ساز در دست نيست

آيـا شـيكونين نيـز هماننـد     ) 1: برآمد سوالدوصدد پاسخ به اين 
GPX-1 سـاز در برابـر    هـاي دوپـامين   تواند مانع مرگ نـورون  مي

زمـان دو   آيا حضور و فعاليـت هـم  ) 2هاي اكسيداتيو شود؟  آسيب
تواند شانس بقا  ساز مي عامل حفاظتي فوق در يك سلول دوپامين

ايش آن را در برابر مسموميت پاركينسوني افزايش دهد و اين افـز 
نسبت به افزايش ناشي از فعاليت هـر يـك از دو عامـل بتنهـايي     

هاي اين مطالعه نشان ميدهـد   تفاوت آماري محسوسي دارد؟ داده
و شـيكونين بـر بقـا     GPX-1كه نـه تنهـا هـر يـك از دو عامـل      

ساز بطور مثبت و معني دار موثر اسـت، بلكـه    هاي دوپامين سلول
طور معني دار بالا بـرده و   ههم ب ها درصد بقا را باز فعاليت توام آن

. كنـد  بيش از پيش مقابله مي OHDA-6با تاثيركشنده توكسين 
صورت هم افزايـي   هبر اساس نتايج بدست آمده، اين فعاليت توام ب

 كه تاثير آن بر بقا نسبت به تاثير انفرادي هر طوري هكند ب بروز مي
ري بسـيار  گير و از نظر آمـا  يك از دو عامل حفاظتي تفاوت چشم

  . بودمعني دار 

وابسـتگي ايـن آنـزيم را بـه      GPX-1مطالعات انجـام شـده روي   
گلوتاتيون درون سلولي براي انجـام وظيفـه خـود بخـوبي نشـان      

هاي غير دوپامينرژيكي با شيكونين نيـز   تيمار نورون). 8(دهد  مي
امـا  ). 21(باشـد   هاي آزاد مـي  نشانگر تاثير اين تركيب بر راديكال

چيسـت و ايـن    مشاده شده در مطالعه جاري م هم افزاييمكانيس
رسند و يا  ديگر مييك  هاي بقا به راه دو عامل در كدام نقطه از شاه

چه تاثيري برهم دارند؟ مطالعات پـيش روي مـا درصـدد يـافتن     
  .باشد پاسخ به اين سوالات مي

ــورون ــامين مــرگ ن ســاز مهمتــرين شاخصــه بيمــاري   هــاي دوپ
از جملـه   OHDA-6سـم  . اس سـلولي اسـت  پاركينسون در مقي

هايي است كه در صد بالايي از علائم سلولي پاركينسـون   توكسين
به . كند هاي حيواني باز توليد مي را در لوله آزمايش و نيز در مدل

اين دليل مطالعات آزمايشگاهي كه جوانب مختلف پاركينسون را 
هـا   و ديگـر مـدل   OHDA-6دهد بر اسـاس مـدل    هدف قرار مي
قابل پيگيـري در   مطالعاتي در مقياس سلولي چنين. استوار است

ــدل ــواني   م ــاي حي ــي  OHDA-6ه ــوده و م ــرتعيين   ب ــد ب توان
  .هاي حفاظت نوروني تاثير گذار باشد استراتژي
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  نتيجه گيري
نهايتا نتايج اين مطالعه نشـان داد كـه هـم افـزايش بيـان آنـزيم       

GPX-1 بصـورت انفـرادي و   هـا بـا شـيكونين     و هم تيمار سلول
هـاي   هاي ناشي از راديكـال  خصوص بطور توام بر كاهش آسيب به

آيا اين تاثير توام نتيجـه همكـاري دو   . ها موثر است آزاد بر سلول
عامل بصورت هم افزايي يـا سـينرژيك اسـت؟ مكانيسـم چنـين      

هاي درون سلولي را تحت تـاثير   راه هايي چيست و چه شاه واكنش
هـاي حيـواني    تـوان ايـن تـاثير را در مـدل     مـي دهد؟ آيا  قرار مي

توانـد بـا    بيماري نيز مشاهده و اثبات كرد؟ مطالعـات آينـده مـي   
دادن پاسخ به اين سوالات در بهينه سازي مقامت نوروني در برابر 

هـاي حفاظـت    هـاي پاركينسـوني و تعيـين اسـتراتژي     مسموميت
  .نوروني موثر واقع شود

  

  تشكر و قدرداني
تكنيكـي خـانم سـحر شـجاعي در توليـد ايـن مقالـه        از همكاري 
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Abstract 

Aim: the aim of this study was to examine the effect of glutathione peroxidase-1 (GPX-1) and 
shikonin on enhanced survival of dopaminergic neurons PC12 against parkinsonian toxicity. 

Material and methods: in order to overexpress GPX-1 in PC12 neurons, recombinant 
lentiviruses carrying both GPX-1 and reporter GFP genes were generated and used to infect 
target cells. The survival rate of the transduced neurons in the presence or absence of shikonin 
was then quantified. 

Results: following GFP gene expression observed under the fluorescent microscope, the 
overexpression of GPX-1 was determined using the RT-PCR analysis. Changes in cell 
survival against parkinsonian toxicity were examined in the presence of two factors: GPX-1 
overexpression and shikonin treatment. The results indicated that both GPX-1 overexpression 
and shikonin treatment of the PC12 cells increased significantly cell survival against 
parkinsonian toxicity. Survival increased by 14% after GPX-1 overexpression and by 11% 
following shikonin treatment. More importantly, when the two factors were applied 
simultaneously (by shikonin treatment of GPX-1-overexpressing cells) they saved 83% of the 
neuronal cells that was up by 29%. This increase of survival rate was significant compared to 
the increase achieved by each factor alone.  

 Conclusion: our data showed that GPX-1 gene overexpression and shikonin treatment not 
only individually increase PC12 cell survival against oxidative stress caused by the 
parkinonian toxin 6-OHDA, but also will function additively and/ or synergistically if they are 
applied together. 
Keywords: Pakinson, Glutathione peroxidase, Shikonin, Dopaminergic neuron
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