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  مقاله پژوهشي

  

   TGFβو   RAGE هاي بيان ژن زانيمبر  نيكروس  وتولينوزيوايمبررسي اثر 
   شده با استرپتوزوتوسينهاي ديابتي در بافت كليه رت

    
  ****غلامرضا مشتاقي كاشانياندكتر ،  ***سيده زهرا بطحائيدكتر ، **فرشته بهمني ، دكتر* سميه سادات حيدري

  
                                  30/2/93  :  ،  پذيرش    2/11/92  :دريافت 

  
  :چكيده

 ادامه يافتن افزايش قند خـون       .رود  مي  شمار   به نشده  مدت ديابت كنترل    نفروپاتي ديابتي از جمله عوارض طولاني       : مقدمه و هدف  
  ه   ديـابتي از طريـق افـزايش توليـد گيرنـد           هاي منتهي شونده به نفروپاتي      شدن مكانيسم   هاي گليكه و فعال     منجر به توليد پروتئين   

 در اين مطالعه، به منظور يافتن تركيباتي كه بتوانند از بيان دو عامل اخير               .شوند  ميدر بافت كليه     TGFβمحصولات نهائي گليكه و     
هـاي   فـت كليـه رت   در باTGFβكنند، اثر ميواينوزيتول و كروسين بر روي ميزان بيان گيرنده محصولات نهائي گليكـه و                  جلوگيري

  . گرفت ديابتي مورد بررسي قرار
و % 1 هفته با ميواينوزيتول خـوراكي  12ها پس از ابتلا به ديابت توسط استرپتوزوتوسين، طي         در اين مطالعه تجربي رت     :روش كار 

 بافت كليه با روش  درTGFβشده و ميزان تغييرات بيان گيرنده محصولات نهائي گليكه و   تيمارmg/kg  BW 100كروسين تزريقي 
RT-PCRآمـاري   هايروش ـ از اسـتفاده  با گروههاي مختلف در حاصل هاي داده. گرديد  نيمه كمي بررسيANOVA One Way و   

Tukey  نرم افزار توسطو SPSS Version 18شدند تحليل و  تجزيه.  
بتي تيمـار شـده بـا كروسـين در مقايـسه بـا              هاي ديـا     در بافت كليه رت    TGFβ ميزان بيان گيرنده محصولات نهائي گليكه و         :نتايج
كرد اما ميواينوزيتول با دوز مورد مطالعه نتوانـست تغييـر معنـاداري در ميـزان                  هاي ديابتي بدون تيمار كاهش معناداري پيدا        رت

  . كند بيان اين دو ژن ايجاد
هاي ابتلا بـه   كردن مسير بتلا به ديابت و مسدوددهند كه استفاده از كروسين توانائي كاهش عوارض ا مي  ها نشان    يافته :يينتيجه نها 

اكسيداني    در سرم و خاصيت آنتي     AGE ينفروپاتي را داشته و اين خصوصيت احتمالاً مرتبط با توانائي كاهش قند و محصولات نهاي              
 مطالعـات بيـشتري     با توجه به اثرات مثبت ميواينوزيتول در ديابت كه در مطالعات قبلي نشان داده شده اسـت،                . اين تركيب است  

 .است براي تعيين مكانيزم اثر آن مورد نياز

 
  يابتيدنفروپاتي  /يشرفته  شده پمحصولات نهائي گليكه/  كروسين /اينوزيتول :كليد واژه ها

  

  :مقدمه 
عدم درمان مناسب و ادامه يافتن رونـد افـزايش قنـد                  

 خون در بيماران ديابتي منجر به بروز اختلالاتي در عـروق          
 نمايـد   تواند زندگي آنان را تهديـد  اين بيماران گشته و مي

ــابتي از جملــه عــوارض عروقــي ديابــت  .)1( ــاتي دي  نفروپ
  ترين  باشد كه در طولاني مدت پيشرفت كرده و از شايع           مي
  
  
  
  

كليوي است كه در نهايت      بيماري مرحله نهائي  دلايل ايجاد 
. )2( جامـد ان  به ناتواني و مرگ و مير بيمـاران ديـابتي مـي           

بسياري از اختلالات متابوليكي و هموديناميكي در ديابـت         
از جمله اين اختلالات    . شوند  از افزايش قند خون ناشي مي     

ــشكيل محــصولات نهــائي گليكــه شــده   ــه ت ــوان ب  مــي ت

(Advanced Glycation End Products; AGEs) اشـاره   
  
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  كرمانكي  دانشگاه علوم پزشبيوشيميكارشناسي ارشد  *

   كاشاندانشگاه علوم پزشكيگروه بيوشيمي دانشكده پزشكي استاديار  **
  تربيت مدرسدانشگاه پزشكي علوم گروه بيوشيمي دانشكده ار دانشي ***

  )moshtaghikashanian@hotmail.com(  كرماندانشگاه علوم پزشكيدانشيار گروه بيوشيمي دانشكده پزشكي  ****
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يمـي  افزايش قند خون، گلوكز به صورت غيرآنز با. )3( كرد
داده و در نهايــت  بـا گــروه آمــين در پــروتئين هــا واكــنش 

اي به نام محصولات نهائي گليكه شـده   هاي پيچيده   ساختار
 هـايي كـه در گـردش        AGE. )4( آينـد   مي  پيشرفته بوجود 

ها با نام گيرنده  خون هستند با گيرنده خود در سطح سلول
ــه  ــائي گليك ــصولات نه  Receptor of Advanced)مح

Glycation End Products; RAGE)    ميـانكنش كـرده و
 سبب اختلال در ويژگيهاي سـلولي هماننـد افـزايش بيـان        

Nuclear Factor- κB; NF-ҡBو  TGFβ Transforming 

Growth Factor Beta;فاكتور رشـد  . )5( دنشو  ميTGFβ 
 شـده و بـا   4 و 1سبب القاي سـاخت بيـشتر كـلاژن نـوع        

 موجب پليمريزاسـيون و     ها  جلوگيري از بيان پروتئوگليكان   
افتراق  .)6( گردد مي سلولي خارج ماتريكس معمول  غير افزايش

حجم  با افزايش تعداد و    همراه تليالي به مزانژيمالي    بافت اپي 
شـدن     هاي گلومرولي و توبولي موجـب ضـخيم         انواع سلول 

غشاي پايه توبولي وگلومرولي و بروز علائم باليني نفروپاتي         
 اوري  ميكروآلبـومين ازي و افـزايش     از جمله كـاهش پاكـس     

ناهنجاريهائي كه در اثر واكـنش محـصولات        . )7( شوند  مي
شوند با از بين بـردن        نهائي گليكه با گيرنده خود ايجاد مي      

رونــد معكوســي را در پــيش AGE:RAGE واكــنش بــين 
كردن   فعال  كه غير است  نشان داده شده    . )7( گرفت  خواهند

 به نفروپاتي ديابتي به      در مدلهاي موشي مبتلا    RAGEژن  
طرز چشمگيري باعث سركوب در تغييرات كليوي از جمله         
افــزايش تعــداد ســلولهاي گلــومرولي، افــزايش مزانژيــوم و 

هـاي طبيعـي      افزايش آلبومين اوري در مقايـسه بـا مـوش         
 نيـز   RAGEكـارگيري آنتـي بـادي عليـه           به. )8( گردد  مي

ولي، سبب كاهش رونـد افـزايش وزن كليـه، حجـم گلـومر            
بسط مزانژيوم و همچنين كـاهش ترشـح آلبـومين ادراري           

  سـازي كـراتينين و ضـخامت         شود و در عين حال پـاك        مي
ــي    ــاز م ــي ب ــت طبيع ــه حال ــه را ب ــشاء پاي ــد غ    )9( گردان

، 1هــاي ديــابتي نــوع  تحقيقــات بــر روي مــوشهمچنــين 
 سـبب   TGFβبـادي عليـه       است كه تجـويز آنتـي       داده  نشان

م بافـت كليـه، ايجـاد مـاتريكس         جلوگيري از افزايش حج ـ   
مزانژيالي، افزايش بيان فيبـرونكتين و كـلاژن و همچنـين           

اگرچه بيان ژن   . )10( شد  اختلال در عملكرد كليوي خواهد    
RAGE ،در حالــت عــادي بــه ميــزان كمــي در انــدوتليوم 

 )11( شـود   ها بيان مـي     عضلات صاف، مزانژيوم و مونوسيت    
 نهائي گليكه ميـزان     اما به محض افزايش ميزان محصولات     

  زــــــبيان آن در شبكيه، مزانژيوم و آئورت پستانداران ني

  
ــدا  ــزايش پي ــي  اف ــد م ــتفاده از  )12-14( كن ــابراين اس  بن

 TGFβ و   RAGEهـاي     تركيباتي كه بتوانند ميزان بيان ژن     
هـاي نفروپـاتي ديـابتي        دهند از شـروع مكانيـسم       را كاهش 

  .آورند مي عمل جلوگيري به
از محدود   يكي و زعفران دهنده تشكيل اجزاي از ينكروس    

كاروتنوئيدهاي محلـول در آب اسـت و خواصـي همچـون            
محافظت از قلب و عروق، سيستم عصبي و ضـد سـرطاني             

 همچنـين بهبـود بخـشي       )15( است  شده  براي آن شناخته  
هـاي    عملكرد سيـستم ايمنـي بـر اثـر مـصرف كاروتنوئيـد            

رسـيده    اثبـات   شگاهي بـه  موجود در زعفران به صورت آزماي     
بررسي اثرات كاهندگي قندخون در عصاره آبي       . )16( است

است كه اين تركيبات نه تنهـا         داده  زعفران و كروسين نشان   
 و AGEكاهش محصولات نهائي قندخون، بلكه باعث كاهش

 .)17،18( شوند  مي ديابتي  هاي مقاومت به انسولين در رت    
توانـد ميـزان      همچنين گزارش شده است كه كروسين مـي       

 و كـراتينين سـرم   SGOT ,SGPTهموگلوبين گليكه شده 
. )19( هاي ديابتي را نسبت به گروه كنترل كاهش دهد رت

هـاي   سـلول  (PC12مطالعه اثر عصاره زعفران بر سـلولهاي   
به عنوان يـك  ) هاي كرومافيني آدرنال  مشتق شده از تومور   

 كـه   دهـد   مـي   مدل نوروپاتي ديـابتي در آزمايـشگاه نـشان        
تواننـد بـه صـورت        هاي موجود در زعفـران مـي        كاروتنوئيد

  .)20( بالقوه در درمان عارضه نوروپاتي ديابتي مفيد باشند
ها از گلوكز ساخته  در كليه  كه است اي  ماده ميواينوزيتول    

ها  يديابت كه ميزان آن در سرم    است شده مشخص و ميشود
نوزيتـول در   بررسي اثرات ميواي  . )21( يابد  كاهش مي % 18

دهـد كـه ميواينوزيتـول        برخي عوارض ديابـت نـشان مـي       
خــوراكي ميــزان ســوربيتول و ميواينوزيتــول درون عــصب 
سياتيك را افـزايش داده و از سـوي ديگـر سـرعت انتقـال               

 و بـه    )22( بخـشد   عصبي را در حيوانات ديابتي بهبود مـي       
شـدن    دليل خواص آنتي اكـسيداني و جلـوگيري از گليكـه          

تاخير افتادن آب     اي لنز چشمي انسان احتمال به     ه  پروتئين
  ).23،24( است مرواريد توسط اين ماده مطرح شده 

توجه به ويژگي مشترك كاهش عوارض ديابـت توسـط              
 سبب مطالعه اثـر تجـويز آنهـا در          ميواينوزيتول و كروسين  

  .هاي موثر در نفروپاتي ديابتي در اين مطالعه شد بيان ژن
  :روش كار

به  هاي صحرائي ويستار نر      اين مطالعه تجربي موش    در     
 هفته جهت رسيدن به ميانگين وزنـي مـورد نظـر            4مدت  

)gr2/14±9/227 (و تطابق با محيط آزمايشگاه نگهداري  
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ــد  ــي از رت ندش ــپس، گروه ــب     و س ــق تركي ــا تزري ــا ب ه
 mg/kg bodyweight  65 بـا دوز  )STZ(استرپتوزوتوسين 

 به صورت   5/4 برابر با    pH با   M 1/0در بافر سديم سيترات     
 ساعت پـس از     72. )24(  ديابتي شدند  )i.p(درون صفاقي   

هاي صحرائي    گيري گلوكز خون، موش      با اندازه  STZتزريق  
 مطالعـه  واردبود  mmol/L  15بالاتر ازكه گلوكز خون آنها 

هاي ديابتي به طور تصادفي به دو گـروه            موش .)24(شدند  
) #15( سـر    15بدون درمان و تحت درمان و در هر گـروه           

هـاي سـالم نيـز پـس از تزريـق بـافر               مـوش . تقسيم شدند 
هاي ديابتي بـه دو گـروه          همانند موش  STZسيترات بدون   

) #10( سـر    10بدون درمان و تحت درمان و در هر گـروه           
هاي سالم و ديابتي يك هفتـه پـس از            موش. تقسيم شدند 

خـوري   در آب% 1 با ميواينوزيتول    اثبات ديابت، تحت تيمار   
كروسـين   و )24() آلمـان  -ما  تهيه شـده از شـركت سـيگ       (

 در mg/kg bodyweight 100تزريقي درون صفاقي با دوز 
كروسـين  .)19(گرفتنـد      روز يك بار قـرار     15فواصل زماني   

مطالعــه حاضــر از زعفــران آزمايــشگاه مــورد اســتفاده در 
  .)24( شد استخراج مي

در  : TGFβ و RAGEهـاي   گيري تغييرات ميزان بيـان ژن      اندازه
هـا    رت  هفته تيمار با ميواينوزيتـول وكروسـين،       12انتهاي  

  . شــدند  هــوش و ســپس كــشته   ســط كتــامين بــي  تو
   ميلــي گــرم از 100 ، مقــدار RNAبــه منظــور اســتخراج 
ــه در   ــازه كلي ــت ت ــخ   1باف ــزول روي ي ــر تراي ــي ليت  ميل

ــوژن ــپس در   هم ــد س ــاي g12000گردي ــه 4 و دم  درج
شـده و پـس از         دقيقـه سـانتريفيوژ    10سانتيگراد به مدت    

ئــي، در  ميكروليتــر كلروفــرم بــه محلــول رو200افــزودن 
g12000    دقيقـه   15 درجه سانتيگراد به مـدت       4 و دماي 

 ميكروليتر  RNA  ،500به فاز آبي حاوي     . گرديد  سانتريفيوژ
 4 و دمـاي     g12000ايزوپروپيل الكل افـزوده و سـپس در         

رسوب .  شد   دقيقه سانتريفيوژ  10درجه سانتيگراد به مدت     
RNA       درصـد   75 ميلـي ليتـر اتانـل        1 حاصل بـا افـزودن 
 و دمـاي  g7500شد و پس از سـانتريفيوژ در       داده    وشستش

 ميكروليتر آب عاري از نوكلئـاز       50 درجه سانتيگراد، در     4
 اسـتخراجي بـا اسـتفاده از        RNAبررسـي كمـي     . شـد   حل

 Thermo scientific Nano drop 2000c)نـــانودراپ 

Spectrophotometer, USA)  ــط ــي آن توس ــي كيف  و بررس
 .شد انجام% 2الكتروفورز روي ژل آگاروز 

  (cDNA) مكملDNA، ساخت RNAپس از استخراج      
   AMV reverse transcriptaseو oligo-p(dt)15پرايمر توسط

  
بـا اسـتفاده از     ) PCRواكـنش   (و تكثير قطعـة مـورد نظـر         

ــه پروتكــل پيــشنهادي شــركت فرمنتــاز ترتيــب توســط  ب
RevertAid H Minus First St cDNA Syn Kit, 

Fermentase,Germany وPCR Master Mix(2x)-2, 

Fermentase, Germany.  توسط دستگاهThermal cycler 

(Bio Rad-USA (ــام ــد انجــ ــي . شــ ــرل داخلــ  كنتــ
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; GAPDH 

. شـد   هـا اسـتفاده     گيري نسبت ميـزان بيـان ژن        براي اندازه 
ــر ــراي ژن  پرايم ــب ب ــاي مناس ــاي ه  :Gene Bank )ه

NC_005119)  RAGE, ( Gene Bank :NC_005100) 
TGFβ و كنتـــرل داخلـــي (Gene Bank:NC_005103) 

GAPDHهـاي   افـزار   توسط نرمOligo 6 و Gene Runner 

تــــوالي پرايمرهــــا بــــه صــــورت . طراحــــي شــــدند
CACTGGATAAAAGATGGCAC-′5     پرايمر رهبـر و 

GAGTCTGGGTTGTCGTTTTC-′5    پرايمر پيرو براي 
ــاز303 محــــصول انــــدازه ( RAGEژن )  جفــــت بــ

TCAGCTCCACAGAGAAGAACTG-′5 پرايمــــــر 
ــر و   CGATCATGTTGGACAACTGCTC-′5رهبــــ

 جفـت   294انـدازه محـصول      (TGFβپرايمر پيرو براي ژن     
 پرايمر رهبر و    AACGACCCCTTCATTGAC-′5و  ) باز

TCCACGACATACTCAGCAC-′5     پرايمر پيرو بـراي 
ــدازه محــصول ( GAPDHژن  ــاز191ان ــ)  جفــت ب . دبودن

 دماي ابتدايي جداشـدن     -1: صورت  مراحل چرخه دمائي به   
 دمـاي جداشـدن دو   -2 دقيقه   5 به مدت  C °95: دو رشته 

 دمـاي هيبريـد شـدن       -3 ثانيه   30 به مدت    C °95: رشته
 بـراي   TGFβ، C °53 بـراي ژن     C °60 :پرايمرها به ژنهـا     

گـراد     درجه سانتي  60 و   53 و در هر دو دماي       RAGEژن  
 چرخـه   34 ثانيه به تعـداد      45 به مدت    GAPDHبراي ژن   

 ثانيه 45 به مدت C ° 72:  دماي پيشروي آنزيم پليمراز-4
 10 بـه مـدت   C ° 72  دماي پيـشروي نهـايي آنـزيم   -5و 

پـس از انجـام واكـنش ، محـصولات          . دقيقه صورت گرفت  
PCR        شـده    برده% 5/1 براي تعيين كميت، روي ژل آگارز، 

شدند و دانسيتة باندهاي      يبه وسيلة دستگاه ژل داك بررس     
 (Fire Reader)افـزار آنـاليز ژن    ظاهر شده بـه وسـيلة نـرم   

ميـزان دانـسيته ژن مـورد نظـر         . گيري شد   بررسي و اندازه  
صورت درصد به عنـوان مبنـاي        نسبت به كنترل داخلي به    

ها در مقايسه با گروه نرمال در نظر          تغييرات ميزان بيان ژن   
  .)25،26( گرفته شد

   ورتــــصه ب نمودارها و ها داده يــــــتمام : آماريآناليز 
(mean± S.D) در لـــحاص هاي داده .دـــــدنــــش  ارائه  
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 ANOVAآمـاري   روش از اسـتفاده  بـا  گروههـاي مختلـف  
One Way    و بـا اسـتفاده از آزمـون Tukey در SPSS 18 

 بـا  گروههـا  بـين  دار معنـي  اختلاف .شدند تحليل و تجزيه

 .شد  درنظر گرفته(P<0.05)داري  معني سطح

  :نتايج
  : TGFβ و RAGEبررسي تغييرات ميزان بيان ژنهاي نتايج      

 در تعيـين ميـزان      آمارينتايج آماري بدست آمده از آناليز       
دهنـده افـزايش معنـادار      ، نـشان  RAGEتغييرات بيان ژن
هاي ديابتي نسبت بـه        در گروه رت   RAGEميزان بيان ژن    

و كـاهش  ) P<0.001(ا در انتهاي مطالعـه بـود   ه ساير گروه 
هاي ديابتي كه در طول  معناداري در ميزان بيان آن در رت   

بودنـد در مقايـسه بـا          دريافت كرده    كروسينمدت مطالعه   
به طوري كه ميزان آن     ) P<0.05(شد    گروه ديابتي مشاهده  

همـين نتـايج در رابطـه بـا         . شـد   هاي سالم نزديك    به گروه 
هـاي    هاي ديابتي و گروه        در گروه  TGFβ ژن   تغييرات بيان 

 در  TGFβدر حاليكه ميـزان بيـان ژن        . آمد  دست  كنترل به 
ــاداري داشــت     ــزايش معن ــار اف ــدون تيم ــابتي ب ــروه دي گ

)P<0.001  (     هاي ديابتي تحت     ميزان بيان اين ژن در گروه
 نسبت به گروه ديابتي بدون تيمار كاهش        كروسينتيمار با   
  ).2 و1شكل ) (P<0.001(اد د را نشان معناداري

  

  
 نسبت به TGF و RAGEنمودار مقايسه اي تغييرات بيان ژن  : 1شكل 

 در بافت كليه رت هاي سالم، ديابتي و رت هاي GAPDHكنترل داخلي 
  سالم و ديابتي تيمار شده با كروسين

  

D ، رت هاي ديابتي DC :  با كروسين ، تيماررت هاي ديابتي تحت N :  رت
 معناداري اختلاف *.  رت هاي سالم تحت تيمار با كروسين NCلم ، هاي سا

 معناداري #). P<0.001(بين گروههاي ديابتي در مقايسه با ساير گروهها 
 بين گروه ديابتي تيمار شده با كروسين در مقايسه با RAGEن ااختلاف بي

بين  TGFمعناداري اختلاف بيان  : P<0.005 .((گروه ديابتي بدون تيمار 
گروه ديابتي تيمار شده با كروسين در مقايسه با گروه ديابتي بدون تيمار 

)P<0.001(  

  

  

  
  PCRعكس الكتروفروز روي ژل آگارز مربوط به محصول  : 2شكل 

A :  تكثير قطعه ژنيRAGE و كنترل داخلي GAPDH B :  تكثير قطعه ژني
TGF و كنترل داخلي GAPDH . ده با كروسين گروه سالم تيمار ش : 1ستون

گروه ديابتي تحت تيمار با  : 3گروه سالم بدون تيمار ، ستون  : 2ستون 
  نشانگر جايگاه وزني باندها : 5گروه ديابتي ، ستون  : 4كروسين ، ستون 

  

هاي ديابتي بدون      هفته در رت   12ادامه روند ديابت تا          
 در اين گروه    RAGEشد تا ميزان بيان ژن         تيمار كه سبب  

 (P<0.001)كند پيدا ها افزايش معناداري گروه ساير ت بهنسب
 معناداري نتايج ميواينوزيتول تحت درمان با كنترل در گروه

 منجر به   ميواينوزيتول با ديابتي هاي رت تيمار و نداد   نشان را
در مقايسه با گروه ديابتي بدون تيمار  ژن اين معنادار كاهش
هـاي    ر گـروه رت    د TGFβ ميزان بيـان ژن      .(P>0.05)نشد

كـاهش معنـادار   نيز كردند   دريافتميواينوزيتولديابتي كه  
 لـيكن  (P>0.05)نداشـت    همـراه  نسبت به گروه ديابتي بـه    

 در اثر ديابـت افـزايش معنـاداري را          TGFβميزان بيان ژن    
  .)4و3شكل( (P<0.001) داد ها نشان نسبت به ساير گروه

  
 نسبت TGF و RAGEن ژن نمودار مقايسه اي تغييرات بيا : 3شكل 

 در بافت كليه رتهاي سالم، ديابتي و رتهاي GAPDHبه كنترل داخلي 
  سالم و ديابتي تيمار شده با ميواينوزيتول

  

D ، رتهاي ديابتي DM :  ،رتهاي ديابتي تحت تيمار با ميواينوزيتولN : رت
  معناداري* . رت هاي سالم تحت تيمار با ميواينوزيتول NMهاي سالم ، 

نبود  #). P<0.001(اختلاف بين گروههاي ديابتي در مقايسه با ساير گروهها 
 در ميواينوزيتول بين گروه ديابتي تيمار شده با RAGEن امعناداري اختلاف بي

معناداري اختلاف بيان نبود  : P>0.05 .((مقايسه با گروه ديابتي بدون تيمار 
TGF در مقايسه با گروه يتولميواينوز بين گروه ديابتي تيمار شده با   

  )P>0.05(ديابتي بدون تيمار 
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  PCRعكس الكتروفروز روي ژل آگارز مربوط به محصول  : 4شكل 
A :  تكثير قطعه ژنيRAGE و كنترل داخلي GAPDH B :  تكثير قطعه ژني

TGF و كنترل داخلي GAPDH . گروه  : 2، ستون گروه ديابتي : 1ستون
گروه  : 4، ستون گروه سالم : 3، ستون يواينوزيتولديابتي تحت تيمار با م

  نشانگر جايگاه وزني باندها : 5، ستون سالم تيمار شده با ميواينوزيتول
  

هيچگونه  كروسين و سالم با ميواينوزيتول   هاي  گروه تيمار    
 TGFβ و   RAGEهـاي     تغيير معناداري در ميزان بيـان ژن      

  .(P>0.05)اشت در مقايسه با گروه سالم بدون تيمار ند
  :بحث

 هفتـه تيمـار بـا كروسـين تزريقـي بـا دوز       12پس از     

mg/kg bodyweight100   كاهش معنادار در ميـزان بيـان ،
هاي ديـابتي      در بافت كليه رت    TGFβ و   RAGEهر دو ژن    

تيمار شده با كروسين در مقايسه بـا گـروه ديـابتي بـدون              
 مطالعه  مورد همچنين كروسين با دوز. تيمار مشاهده شد

هـاي سـالم      هاي مـورد بررسـي در رت        تغييري در بيان ژن   
ايـن يافتـه    . تحت تيمار نداشت و مسموميتي ايجـاد نكـرد        

دهنده ايمن بودن دوز انتخابي و مدت زمـان مطالعـه             نشان
 نـشان   نيـز  TGFβ و   RAGEهـاي     كـاهش بيـان ژن    . است

هـاي    دهنده اثر مثبت كروسين در جلوگيري از بروز فاكتور        
 كـاهش بيـان       فروپاتي ديابتي است و مكانيسم    ن در   كليدي

  .هاي مورد مطالعه قابل بررسي است ژن
هــاي ديــابتي، موجــب  تجــويز عــصاره زعفــران در رت     

هــاي ناشــي از   از افــزايش قنــد خــون و آســيب جلــوگيري
استرس اكسيداتيو حاصل از آن در كبـد، ميـزان نيتـروژن            

شود و بر اين      رمي مي اوره خون، كراتينين و اسيد اوريك س      
اساس پيشنهاد شده است كه خواص بهبود بخشي عـصاره          
زعفران و تركيبات موجود در آن مـن جملـه كروسـين در             

اكـسيداني و زدودن      كليه وكبـد مربـوط بـه خـواص آنتـي          
كـاهش پراكـسيداسيون    . )17،24( هاي آزاد اسـت     راديكال

  ليپيدي در كبد وكليه و همچنين كاهش ميزان قند خون 

  
 كروسـين بـه مـدت       mg 60هاي ديابتي بـا تزريـق         در رت 

ــات خاصــيت    ــراي اثب ــز دليــل ديگــري ب ــه ني شــش هفت
از سوي ديگر، با    . )27( كاروتنوئيد است  اكسيداني اين   آنتي

ها و مشاهده كاهش ميزان توليـد         اكسيدان  بررسي اثر آنتي  
گيري كـلاژن نـوع     به عنوان مسئول شكلHsp 47چاپرون 

 و ميزان هيپرتروفي گلومرولي در      TGFβان  چهار، ميزان بي  
 و  )28(موشهاي ترانـسژنيك مبـتلا بـه نفروپـاتي ديـابتي            

 و رسپتور وابـسته بـه آن در         AGEهمچنين كاهش ميزان    
بيني بود كه كروسـين        قابل پيش  )29،30( هاي ديابتي   رت

 را به دليل ويژگـي      TGFβ و   RAGEنيز بتواند ميزان بيان     
كاهش يافتن ميزان قنـد     . ش دهد اكسيداني خود كاه    آنتي

ــامطلوب  خــون، محــصولات گليكــه و كــم كــردن اثــرات ن
 هـاي آزاد حاصـل از اسـترس افـزايش قنـد خـون               راديكال

، مكانيسمهاي احتمالي هستند كـه كروسـين        )17،18،24(
از طريــق آنهــا توانــسته اســت ميــزان گيرنــده مربــوط بــه 

اهش را در اين مطالعه ك ـ TGFβ محصولات نهائي گليكه و
  .دهد
توان براي اثر مشاهده شده در        مكانيسم ديگري كه مي        

اين مطالعه به آن اشاره كـرد نقـش بازدارنـدگي از تكثيـر              
در حقيقت كروسين بـا     . ها توسط كروسين است     برخي ژن 

مهار ميزان كلسيم سلولي به عنـوان پيـامبر ثانويـه سـبب             
هاي سلولي مانند تكثير سـلولي و         گردد تا برخي فرايند     مي

تـوان    در ايـن صـورت مـي      . )31(  صـورت نگيرنـد    بيان ژن 
 بـا  TGFβتوانـد از بيـان ژن    احتمال داد كه كروسـين مـي   

اگرچـه در مطالعـه     . همين مكانيسم مذكور جلوگيري كند    
هاي عملكرد كليه بررسي نشده است امـا بـا            حاضر شاخص 

توجه به نقش كليدي كه هر دو ژن مورد مطالعـه در بـروز              
و طولاني مدت بودن زمان تيمار در       نفروپاتي ديابتي دارند    

توان گفت كه كروسين با كاهش بيـان هـر        اين مطالعه، مي  
ــاتي   دو ژن در پيــشگيري از عارضــه طــولاني مــدت نفروپ

  .ديابتي در ديابت نوع يك اثر مثبت خواهد داشت
بر خلاف پيشينه مثبت ميواينوزيتول در عوارض ديابت      

شگاه ما نيـز بـه اثبـات        كه پيش از اين ذكر شد و در آزماي        
در آب خوراكي بـه     % 1 ميواينوزيتول به ميزان     )24( رسيد

ــدت  ــأثير   12م ــست ت ــابتي نتوان ــاي دي ــه در رت ه  هفت
 TGFβ و   RAGEهـاي     معناداري در كاهش ميزان بيان ژن     
گروه سالم نيز با ايـن      . در مقايسه با گروه سالم داشته باشد      

. ندادنـد    نـشان    هاي مورد مطالعـه     دوز، تغييري در بيان ژن    
  ول درــــاين نتايج با توجه به نقش متابوليكي ميواينوزيت
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خواني ندارد، زيرا در شرايط افزايش قنـد        شرايط ديابت، هم  
خون مانند ديابت، گلوكز به شكل يك مهاركننده رقابتي از 

كنـد    جذب ميواينوزيتول بـه درون سـلول جلـوگيري مـي          
ژيـال گلـومرولي در     هـاي مزان     و محتواي آن در سلول     )32(

يافتـه و ميـزان       اثر مواجهه با غلظت بالاي گلـوكز كـاهش          
براين اساس،  . )33( يابد  مي  به درون سلول افزايش      آن ورود

شد كـه توليـد پـروكلاژن نـوع يـك وچهار،كـه               نشان داده 
شـود و همچنـين    مـي   تحريـك  TGFβساخت آنها توسـط    

ردن هــاي توبــولي پروگــسيمال بــا اضــافه كــ انــدازه ســلول
ها در حضور غلظت بالاي گلوكز        ميواينوزيتول به اين سلول   

 يافته و در نهايت از فيبروزه شدن كليـه جلـوگيري             كاهش
با توجـه بـه نتيجـه ايـن تحقيقـات انتظـار             . )34( كند  مي
رفت كه در مطالعه مـدل حيـواني نيـز شـاهد كـاهش                مي

TGFβ   و RAGE       باشيم، چرا كه ميواينوزيتول توانسته بود 
ساخت كلاژن جلوگيري كرده و ساخت محصولات نهائي      از  

مكانيسمي كـه در ايـن رابطـه        . )24( گليكه را كاهش دهد   
 ميواينوزيتول به دليـل  شود اين است كه احتمالاً       مطرح مي 

اكسيداني و شپروني خود توانسته اسـت ايـن           خاصيت آنتي 
هـا ماننـد      اول  پي داشته باشـد، زيـرا پلـي         اثرات مثبت را در   

هـاي آزاد     تواننـد راديكـال     نوزيتول به طور قطـع مـي      ميواي
 و )35( هيدروكسيل را تشخيص داده وآنها را از بين ببرنـد   

رغـم كـاهش      با افزودن آنها در شرايط شوك حرارتي، علـي        
توانـد در شـرايط       ، سلول باز هـم مـي      Hsp70بيان شپرون   

دهنده  نشان نتايج مطالعه حاضر  اما)36( مطلوب باقي بماند
د مثبـت ميواينوزيتـول در رابطـه بـا كـاهش بيـان       عملكـر 

اين نتيجه تنها با توجـه بـه اثـر    . هاي مورد مطالعه نبود    ژن
ي پمـپ     در كاهش ميزان افـزايش يافتـه      % 1ميواينوزيتول  

Na(+)-K(+) ATPase هاي ديابتي و عدم تـأثير آن   تر در
بر ميزان قند خون، وزن افزايش يافته بافت كليه و ميـزان            

از آنجا كه ممكـن     . رسد   منطقي به نظر مي    )37( نكراتيني
است تغييرات پاتولوژيكي كليوي به علت عوامل هورمـوني         
و متابوليكي ناشـي از افـزايش قنـد خـون باشـد، كـاهش               

 در مطالعه حاضـر شـايد       RAGE و   TGFβنيافتن بيان ژن    
اي   به دليل كمبود دوز مصرفي آن باشد، چنانكه در مطالعه         

مـصرف دوز بيـشتر ميواينوزيتـول بـه         نشان داده شد كـه      
هاي ديابتي سبب كاهش نسبت پاكسازي      در رت % 2ميزان  

ــومرولي ــومين Glomerular Filtration Rate) (گل ، آلب
   و افـــزايش ميـــزان جريـــان خـــون IgGادراري و دفـــع 

  زانــــ همچنين بايد مي)38( شود كليه ناشي از ديابت مي

  
يـن بافـت بررسـي       و پروتئين گيرنده در ا     AGEمحصولات  

شود تا بتوان توجيه دقيقـي بـرا ي عـدم تغييـر بيـان ژن                
  . ارائه دادAGE گيرنده 

نفروپاتي ديابتي يكي از مشكلات تهديد كننده زندگي             
رود و عوارض ناشي از ديـاليز و يـا            شمار مي   افراد ديابتي به  

 و  آنـان هاي زيـادي بـه        پيوند كليه براي اين بيماران هزينه     
با توجه به نتايج اين مطالعه مبنـي        . كند  حميل مي جامعه ت 

ــان دو ژن   ــاهش بي ــر ك ــروز  TGFβ و RAGEب ــه در ب  ك
نفروپاتي ديابتي نقش كليدي دارند، استفاده از كروسين به         
عنوان يك كاروتنوئيد گياهي كه صناعي نيست و بدن آنها          

توانـد بـه عنـوان گزينـه          كند مي   را به راحتي متابوليزه مي    
ــرا ــروز و  ي ايجــاد راهكــارمناســبي ب ــوگيري از ب هــاي جل

ــرد   ــرار گي ــي ق ــورد بررس ــاتي م ــشرفت نفروپ ــه . پي اگرچ
هــاي  ميواينوزيتــول در ايــن مطالعــه در كــاهش بيــان ژن

RAGE   و TGFβ             تأثيري نداشت امـا بـا توجـه بـه اثـرات 
تـوان    اسـت مـي     مثبتي كه ميواينوزيتول در ديابت داشـته        

اوت، همچنين اندازه   هاي متف   هاي مختلف و مدت زمان      دوز
  هـا    گيري پروتئين گيرنده با وسترن بلات و سـاير مكـانيزم          

  را بــراي بررســي اثــر آن در نفروپــاتي ديــابتي مــورد نظــر 
  .قرار داد

   :نتيجه نهايي
 و  RAGEهـاي     تجويز كروسين باعث كاهش بيـان ژن           

TGFβ  تركيـب  هـاي ديـابتي شـده بـا       در بافـت كليـه رت
هــا شــد  ولــي  مقايــسه بــا ســاير رت در استرپتوزوتوســين

  .ميواينوزيتول، اثري نداشت
   :سپاسگزاري

اين مقاله نتيجه يك كار تحقيقاتي بوده و هيچ قـسمتي               
كميتـه اخـلاق    . از آن قبلاً در جائي منتشر نگرديـده اسـت         

دانشكده علوم پزشـكي دانـشگاه تربيـت مـدرس و           پزشكي  
طـرح را بـر     دانشگاه علوم پزشكي كرمان روش اجراي ايـن         

 EEC Directive of(اساس قوانين مـصوب اروپـا وامريكـا     

1986; 86/609/EEC ــا  ,NIH publication #85-23 وي

revised in 1985 ( نويـسندگان نهايـت   .تصويب نموده انـد 
تشكر خود را از معاونت پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كه          

شگاه امكانات لازم براي انجام تمـامي آزمايـشها را در آزماي ـ          
دكتر بطحائي فراهم كرد و از دانشگاه علوم پزشكي كرمـان           
كه بخشي از هزينه هاي اين تحقيق را متقبـل شـد، اعـلام              

   .دارند مي
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Diabetic nephropathy is one of the micro vascular complications of 
uncontrolled diabetes. Chronic hyperglycemia results in the formation of glycated proteins 
and activation of pathways leading to diabetic nephropathy. Increasing RAGE and TGFβ 
production in the kidney tissue is a major pathway involved in diabetic complications. In this 
survey, the effect of myoinositol and Crocin on RAGE and TGFβ expression in the kidney of 
diabetic rats was studied. 
Materials & Methods: In this experimental study after rendering rats with diabetes with strepto-
zotocin, they were treated with oral 1% myoinositol and injection of 100 mg/kg BW crocin 
for 12 weeks. Changes in both RAGE and TGFβ expressions in the kidney tissue were as-
sessed by semi-quantitative RT-PCR method. The data was analyzed by SPSS 18 software 
and one way ANOVA and Tukey statisticaly tests. 
Results: Crocin administration caused a significant reduction in the RAGE and TGFβ expres-
sion in comparison with the untreated diabetic rats. Oral administration of myoinositol could 
not induce any significant changes in the expression of both genes in the diabetic rats. 
Conclusion: According to the results of this study, crocin has the ability to block pathways 
leading to diabetic nephropathy through reducing RAGE and TGFβ expression in the kidney 
tissue, maybe through its ability to reduce the serum glucose and AGEs, and antioxidant ac-
tivity. Considering the positive effects of myoinositol in diabetic complications in previous 
studies, more studies are needed to find the mechanism of its action. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 21 (2):122-130) 
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