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  در القاء آپوپتوزیس در سلولهای ماکروفاژ ریویcAMPتأثیر
  

  2عذرا ربانی، ∗1مهوش جعفری 
  بیوفیزیک دانشگاه تهران-کز تحقیقات بیوشیمی  استاد مر-2  الهۀبقی استادیار گروه بیوشیمی دانشگاه علوم پزشکی - 1

  
 عامل تنظیمی داخل سلولی در بسیاری از فرایندهای متنوع ثانویه وعنوان پیامبر ه  حلقوی بAMP :سابقه و هدف

دراین مطالعه، نقش   انجام دهند  cAMPبسیاری از ترکیبات قادرند عمل خود را از طریق . بیولوژیکی شرکت می کند
cAMP القاء آپوپتوزیس در سلولهای ماکروفاژ بررسی شده است در.  

  سلولهای ماکروفاژ ریوی موش صحرایی با استفاده از روش لاواژ ریه تهیه گردید و تحت تاثیر غلظت:مواد و روشها
سپس اثر .  ساعت در شرایط استاندارد کشت داده شد    24مدت  ه  قرار گرفت و ب   ) cAMP)  µM 200 –5/0های مختلف   

cAMP  روی در صد بقای سلولی، میزان قطعه قطعه شدن DNAو تولید سوپر اکسید بررسی گردید  .  
 تربقای سلولی افزایش می یابد، ولی در غلظتهـای بـالا     ) > µM 50( نتایج نشان می دهد که در غلظت های کم             :یافته ها 

)µM 100>( هـای   د آنیون سوپر اکسید در غلظتهمچنین، تولی.  بطور معنی دار در صد سلولهای زنده کاهش می یابد
 و  DNAمیـزان قطعـه قطعـه شـدن         ) <µM 100 (ترهـای بـالا     غلظت حالیکه در  در تغییرمعنی داری نکرده،    cAMPکم

  .می یابندآنیون سوپر اکسید هر دو افزایش 
،  در غلظـت     بنابر ایـن  .  وابسته به غلظت است و اثرات آن روی سلولها مشابه کافئین است            cAMP اثرات   :نتیجه گیری 

 سـلولها   ،cAMPر  تهـای بـالا    ، درحالیکه در غلظـت    ودشمی  سلولهای ماکروفاژ مهار     ر د  آپوپتوزیس cAMPهای کم   
  .دمی رون آپوپتوزیس بطرف

 .، سلولهای ماکروفاژ ریوی، آپوپتوزیسcAMP :واژه های کلیدی

22-27، صفحه1384، زمستان 1مجلۀ دانشگاه علوم پزشکی بابل، دوره هشتم، شمارۀ   
  مقدمه 

و ثانویه بعنوان پیامبر ) cAMP(آدنوزین منو فسفات حلقوی 
 عامل تنظیمی داخل سلولی در بسیاری از فرایندهای متنوع

  نقش مهمی در کنترل تکثیر، cAMP. بیولوژیکی شرکت می کند
بوسیله  cAMP تولید). 1-4(تمایز و آپوپتوزیس ایفاء می کند

ولی مثل هورمونها، نوروترانسمیترها و خارج سل سیگنال های داخل و
بسیاری از ترکیبات قادرند عمل خود  بعضی داروها تنظیم می گردد و

ین یکی از آلکالوئیدهای ئکاف). 5-7(انجام دهندcAMP را از طریق 
   در درمان نوزادان مبتلا به آسم و آپنه استفاده فعال ااست که

  و دی استراز سطح از طریق مهار آنزیم فسفمی شود و قادر است 
  

cAMPماکروفاژهای ریوی نه  ).8-10( را در سلول افزایش دهد
تنها جهت نابودی باکتریها و برطرف کردن التهابات نقش موثری 
دارند، بلکه در سنتز یکسری پروتئین ها و ترکیبات مختلف شرکت 

مطالعه قبلی ما نشان داد که غلظت های کم ). 11-12(می کنند
  از آپوپتوزیس سلولهای ماکروفاژ جلوگیری ) >mM 5/2(کافئین 

) mM20-5(کافئین  متوسط  درحالیکه غلظت های، کندمی
 میلی مولار 20آپوپتوزیس را القاء می کند و در غلظت های بالاتر از 
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همچنین، کافئین قادر است با .  سلولها واقع می شودنکروز در

 دی استراز باعث افزایش سنتز پروستاگلاندین ها و مهار آنزیم فسفو
برای درک بیشتر ). 13-14( سلولی گرددcAMPافزایش غلظت 

 روی cAMPمکانیسم عمل کافئین باید بررسی کرد که آیا اثرات 
آیا کافئین اثرات خود را در  سلولهای ماکروفاژ مشابه کافئین است و

در این مطالعه، نقش .  القاء می کندcAMPاین سلولها  از طریق 
cAMPء آپوپتوزیس در سلولهای ماکروفاژ بررسی شده است در القا.   

  
   مواد وروشها
، C  تریپان بلو، اتیدیوم بروماید، سیتوکروم:مواد شیمیایی

 و  (Superoxide dismutase:SOD) سوپراکسید دیسموتاز
دی فنیل آمین و . از شرکت سیگما خریداری شد cAMPبوتیریل 

محیط کشت . یدترکیبات دیگر از شرکت مرک خریداری گرد
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium) و سرم 

تهیه  Gibcoاز شرکت  (Fetal Calf Serum: FCS) جنین گوساله
 mg/mL120 آسپارژین، mg/L 30 با DMEMمحیط کشت . شد

 تهیه گردید و =4/7pH استرپتومایسین mg/mL 200پنی سیلین و
نگهداری  0C 4و در استریل  µM  45/0سپس با فیلترهای میلی پور

  . کافئین بطور تازه در محیط کشت حل گردید. شد
   با وزنDawley- Sprague  از موش صحرایی نوع:حیوان

 گرم خریداری شده از انستیتو پاستور استفاده شد و در 250-200
  .محیط مناسب از نظر نور ودما نگهداری شد

  اده گردید از روش لاواژ ریه استف:ماکروفاژ ریویتهیه سلولهای 
با ایجاد شکاف کوچکی در نای، لوله پلاستیکی وارد ریه و ). 15(

کلیه . برای شستشو آن از سرم فیزیولوژیکی استریل استفاده شد
 C o 4 دقیقه در دمای10برای  g2000محلولهای جمع آوری شده در 

 FCSدرصد  10سانتریفوژ و سلولها یکبار نیز با محیط کشت حاوی 
 آرامی محیط رویی در شرایط استریل خارج پس بهس. شستشو گردید

 شسته و درصد محیط کشت سرم دارو کف پتریها با حجم معینی از 
بقای سلولها بوسیله تریپان بلو و شمارش سلولها توسط متیلن گرین 

  .انجام گرفت
  ماکروفاژسلولهای :cAMP در حضور  ماکروفاژکشت سلولهای
رهر میلی لیتر محیط کشت دل و میلیون سلودان زتهیه شده به می

DMEM 10 حاوی %FCS کشت استریل وارد گردیدروفظر د  .
 محیط به) cAMP ) µM 200 –5/0 ی از غلظت های مختلفسپس

 و رطوبت C 37° حرارت، CO2% 5آنکوباتور واجد  کشت اضافه و در
 اتمام زمان آنکوباسیون پس از .ند ساعت قرارگرفت24کامل بمدت 

  Rubber Policeman به کف پتری ها توسط سلولهای چسبیده
جدا و سوسپانسیون سلولی جهت بررسی درصد بقای سلولی و 

  .بررسی بیوشیمیایی بکار برده شد
اتمام زمان پس از : اندازه گیری میزان آنیون سوپر اکسید

  غلظت های سوسپانسیون سلولی در حضور و عدم حضورآنکوباسیون
 سانتریفوژ 0C4 دقیقه در 10 به مدت g2000در  cAMP مختلف
 شسته (PBS)  رسوب حاصله را دو بار با بافر فسفات سالین .گردید

 میکرو C 160 سپس به همه نمونه ها، سیتوکروم.گردیدو سانتریفوژ 
 مولار اضافه و فقط به نمونه 10- 6 مولار، فربل میرستیک استات

نمونه ها .  واحد آنزیم سوپراکسید دیسموتاز اضافه گردید60کنترل 
 به مدت g6000  قرار داده شدند و در C37°0 دقیقه در15به مدت 

.  و به دقت محلول رویی خارج شدگردید سانتریفوژ 0C4 دقیقه در 10
 با استفاده از جذب نمونه ها در طول سوپر اکسیدآنیون  تولید میزان
  Shimadzu نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری 550موج 
260U.V 16( محاسبه گردید.(  

 ماکروفاژ در  سلولهای:DNA اندازه گیری قطعه قطعه شدن
اتمام زمان پس از  cAMP   مختلفغلظت هایحضور و عدم حضور

   سانتریفوژ شد و0C 4 دقیقه در 10 به مدت g2000در  آنکوباسیون
 یک  ،HCl میلی مولار تریس  10( میلی لیتر بافر لیز سلولی 5/0

به رسوب )  X-100تریتون % 2/0  و  =EDTA 8pHمیلی مولار
 دقیقه 20 به مدت g15000در پس از مخلوط کردن  و گردیداضافه 

 میلی لیتر از بافر لیز سلولی به رسوب 5/0.  سانتریفوژ گردید0C4در 
 میلی لیتر S (5/0(و محلول رویی ) P(سپس به رسوب . اضافه شد

TCA25 %0یک شب در دمای   اضافه شد وC4  قرار داده شد و بعد 
، روی رسوب 0C4 دقیقه در 20 به مدت g15000از سانتریفوژ در 

 به 0C83اضافه شد و در % TCA 5 میکرولیتر S ،80 و Pلوله های  
 میکرولیتر معرف 160سپس به هر نمونه .  دقیقه آنکوبه شد20مدت 

 میلی لیتر اسید 10 دی فنیل آمین  در mg/mL150(دی فنیل آمین 
 میکرولیتر استالدئید  50 میکرولیتر اسید سولفوریک، 150ک، اسیت
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mg/mL 16  ساعت در درجه حرارت اتاق 24 اضافه شد و برای 

   نانومتر خوانده  شد و 600آنکوبه شد و جذب نمونه ها در طول موج 
  ).17( محاسبه گردیدDNAدرصد قطعه قطعه شدن 

%Fragmented DNA= OD (S) / OD (S) + OD (P) × 100 

با استفاده از آزمون های آماری آنالیز واریانس یک  :تحلیل آماری
 نتایج مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و به صورت t-testو  طرفه

Mean±SD05/0نتایج با .  بیان شدp<معنی دار لحاظ گردید .  
  

  یافته ها
ماکروفاژ ریوی   بررسی های سیتولوژیکی بر روی سلولهای

 و از یکپارچگی سلولها زنده و سالم بودند% 96-98نشان داد که 
  سیتوپلاسمی کامل برخوردار و هیچ آسیب غشایی مشاهده 

 24درصد بقای سلولی ماکروفاژ ها را بعد از 1 شکل .نمی شود
  cAMP غلظت های مختلف ساعت کشت در حضور و عدم حضور

درصد سلولهای  )>cAMP  µM)50در غلظتهای کم .نشان می دهد
میکرومولار حداکثر درصد بقای 30ایش می یابد و در غلظت زنده افز
. می باشد %86در مقایسه با کنترل که مشاهده میشود %) 96 (سلولی

درصد بقا ی سلولی هنور بالاتر  cAMP میکرو مولار 50 تا 30بین 
سلولها ) <cAMP) µM100در غلظت های بالاتراز کنترل است و 

 میکرو 200بطوریکه در به شدت به طرف مرگ پیش می روند، 
  .می رسد% 9/78درصد بقای سلولی  به  cAMP مولار

  
  
  
  
  
  
  
  
 

  
 بر روی درصد بقای cAMPغلظت های مختلف اثر . 1نمودار 

  . ساعت کشت سلولی24سلولهای ماکروفاژ بعد از 

*05/0p<01/0** ؛p< 001/0***؛ p< بدون(کنترلدر مقایسه با 

cAMP ) (4 (n=. 

 آزاد شدن آنیون سوپراکسید از رویcAMP  اثر2شکل 
.  ساعت آنکوباسیون را  نشان می دهد24سلولهای ماکروفاژ  بعد از 

 )>cAMP  µM)50کم تولید سوپراکسید در غلظت های کاهش
ولید ت) cAMP) µM ≥50اما در غلظت های بالاتر . معنی دار نیست

ر  میکرو مولا200سوپراکسید افزایش می یابد که اثر ماکزیمم آن در 
  .مشاهده می گردد

 

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

روی آزاد شدن آنیون cAMP   غلظتهای مختلفاثر.2نمودار شکل

  .ساعت کشت سلولی24سوپراکسید از سلولهای ماکروفاژ بعداز
*05/0p< 01/0**؛p< 001/0***؛ p<بدون(کنترل درمقایسه باcAMP)(4(n=.  

  
 سلولهای ماکروفاژ با DNAتعیین درصد قطعه قطعه شدن 

 ساعت انکوباسیون در شکل 24 بعد از cAMPهای مختلف غلظت 
 با افزایش DNA نشان می دهد که درصد قطعه قطعه شدن 3

 میکرو 50تا غلظت کمتر از   در مقایسه با کنترلcAMPغلظت 
  قطعه قطعه شده استDNAدرصد8 فقط که می یابد مولارکاهش

 %). 11کنترل (

ایش میزان قطعه افز cAMP مولار میکرو 100 تا 50بین اما 
و در غلظت ست در مقایسه با کنترل معنی دار نی DNAقطعه شدن 
 DNA، درصد قطعه قطعه شدن )<cAMP )µM100های بالاتر 
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 DNA   درصد 15 میکرو مولار 200می یابد بطوریکه در افزایش 

  . قطعه قطعه شده است
  

 

  

  

  

  

  

 

 

 

 روی درصد قطعه قطعهcAMP   غلظت های مختلفاثر.3نمودار

  . ساعت کشت سلولی24 سلولهای ماکروفاژ بعد از DNAشدن 

 *05/0p< 01/0**؛p< 001/0***؛ p< بدون(کنترل در مقایسه با 

cAMP ) (4 (n=.  
 

  بحث و نتیجه گیری
ماکروفاژها نقش مهمی در فرآیند التهاب دارند و کافئین نه 

تها تنها مهار کننده آنزیم فسفو دی استراز است بلکه در بعضی از باف
سنتز پروستاگلاندین ها را تحریک می کند که هر دو مکانیسم باعث 

هدف این مطالعه بررسی ). 18-20( می شودcAMPافزایش سطح 
  . استسلولهای ماکروفاژبر  cAMPاثر 

وابسته به  cAMPیج حاصل نشان می دهد که عمل نتا
  بقایدرصد، ) >cAMP  µM)50در غلظت های کم. غلظت  است
 میکرو 30 در غلظت  آنحداکثر که دت افزایش می یابدسلولی به ش

در این  DNA درصد قطعه قطعه شدن .مولار مشاهده می شود

 تغییر تولید سوپراکسیدغلظت ها کاهش می یابد در حالیکه میزان 
این نتایج با مطالعات قبلی مطابقت دارد که . معنی داری نمی کند

cAMPلولها اثر نمی گذارد  در غلظت های کم نه تنها روی بقاء س
این نتایج ). 21-26(نیز می گرددسلولهای بلکه باعث شادابی 

 آپوپتوزیس  cAMPپیشنهاد می کند که احتمالا در غلظت های کم
وقتی سلولهای ماکروفاژ در . مهار می شودماکروفاژ در سلولهای 

کشت داده شدند، درصد بقای  cAMP میکرومولار 30-100حضور
 با کنترل کاهش می یابد ولیکن در مقایسه با سلولی در مقایسه

این ) <µM100(در غلظت های بالاتر . کنترل معنی دار نیست
و  DNA تعیین درصد قطعه قطعه شدن کاهش شدید تر می گردد و

این .  در این غلظت ها افزایش را نشان می دهدتولید سوپراکسید
 در غلظت نه تنها cAMPنتایج با مطالعات قبلی مطابقت دارد که 

های  بالا آپوپتوزیس را القاء می کند بلکه در غلظت های خاص 
  ). 27-31(باعث تغییر حالت نکروز به آپوپتوزیس می گردد

 روی cAMPنتایج بالا نشان می دهد که الگوی اثرات 
بنابر این، می توان ).  13-14(کافئین استی ماکروفاژ مشابه سلولها

سطح ، )>mM 5/2(کافئین  در غلظت های کم نتیجه گرفت که
cAMP  افزایش می یابد و احتمالا از این در سلولهای ماکروفاژ

 ،)mM10-5( در غلظتهای متوسطیگردد وطریق مانع ازآپوپتوزیس م
   افزایش بیشتری می یابد که آپوپتوزیس را القاء  cAMPسطح

  افزایش  cAMP، سطح)<mM20(در غلظت های بالاتر . می کند
  .و باعث مرگ سلولی از نوع نکروز می شودشدید می یابد 

  
  تقدیر و تشکر

کلیه کارهای تحقیقاتی انجام شده در این مقاله در مرکز 
 .تحقیقات بیوشیمی ـ بیوفیزیک دانشگاه تهران انجام گرفته است
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