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                         دانشگاه آزاد اسلامیپزشکیعلوم جله م                                    

 33 تا 29صفحات ، 85 بهار، 1، شماره 16 دوره                        

  
   لوزالمعده موش رتهای بتای آلوکسان در آپوپتوزیس سلولتاثیر

  ٣ مهرداد هاشمی،2گرجانی  علیرضا،1یوسف دوستار

 
  گروه پاتولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی تبریزاستادیار،  1
  دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی تبریزاستادیار،  2
  دانشکده پزشکی، واحد پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامیژنتیک مولکولی،  PhDدانشجوی  3

  چکیده
. نماید  توکسیسیته سلولهای بتا را میانجیگری می(ROS)های آزاد اکسیژن  ان با القاء تولید رادیکالداروی آلوکس :سابقه و هدف

هدف از این مطالعه، بررسی نقش آلوکسان در تغییرات مورفولوژیکی . گردند ها همچنین باعث مرگ آپوپتوتیک سلولها می رادیکال
 . مختلف داروی آلوکسان بوده استالگوی مرگ سلولی از نوع آپوپتوزیس با کاربرد دوزهای

گروه پنچ تائی تقسیم  گرم انتخاب و آنها را به چهار 200تعدادی موش صحرائی با وزن تقریبی تجربی در این مطالعه : یسروش برر
ی داروی ازای هر کیلوگرم وزن بدنشان به روش داخل صفاق هگرم ب  میلی45 و90، 135 های گروه تیمار به ترتیب مقادیرموش. نمودیم

 بافت پانکراس گروههای تیمار و کنترل  ساعت از تزریق،48بعد از .آلوکسان و گروه کنترل نیز تنها سالین نرمال را دریافت نمودند
همچنین در مدت  .تانل به آزمایشگاه پاتولوژی ارسال نمودیمروش  میکرونی و انجام 5-6برداری و آنها را جهت تهیه مقاطع بافتی  نمونه
گیری قند خون به  ترل نمونه خون تهیه و جهت اندازههای تیمار و کنساعت بعد از تزریق دارو از گروه48 و 36 ،12،24ی زمانها

  .آزمایشگاه بیوشیمی ارسال نمودیم
به گروه های گروه تیمار نشانگر اشکال متعدد سلولهای آپوپتوتیک و قند بالای خون در آنها نسبت  مطالعات آزمایشگاهی نمونه: هایافته

های تحت درمان با  روسکوپی از نمونه تهیه شده از رتکه میانگین تعداد سلولهای آپوپتوتیک در پنج میدان میک بطوریبود کنترل 
  . بیشتر از گروه کنترل بود)>001/0p (داری آلوکسان با سه دوز به طور معنی

رود نقش آن در مرگ سلولی از  ص نشده است اما احتمال میدقیق مشخ نقش القاء آلوکسان در آپوپتوزیس هنوز  بطور: گیرینتیجه
   .طریق تولید رادیکالهای آزاد اکسیژن باشد

  . پانکراس آپوپتوزیس، سلولهای بتا،آلوکسان :واژگان کلیدی
  

  1مقدمه
آیـد و شـکل   آلوکسان از اکسیداسیون اسیداوریک بدسـت مـی       

ــودر ــصورت پ ــورتی و  داروی آن ب ــگ آن ص ــوده و رن   در آب  ب
 یها اغلـب در مـوارد سـرطان       داروی فوق  .شودآسانی حل می  هب

عنـوان داروی   ت پانکراس و بیـشتر در مـوارد تحقیقـاتی بـه           باف
 روی سلولهای بتای پـانکراس  زا کاربرد داشته و اختصاصاً دیابت

ای از  اطلاعـات سـاختار شـیمیائی          خلاصـه . )1 (باشدموثر می 
                                                 

ــسئول ــسنده م ــتان : آدرس نوی ــران، بیمارس ــواهریته ــال، ج ــر بخــش اطف ــت، دکت ــصومه هم ــارمع   ی
)email: f_hemat@yahoo.com  (  

  2/11/1384: دریافت مقالهتاریخ 
  25/1/1385 :تاریخ پذیرش مقاله

.  آورده شـده اسـت    جـدول شـماره یـک        مربوط به این دارو در    
گردد با وجود ایـن     آلوکسان موجب القاء دیابت در حیوانات می      

 ـ       طـور دقیـق مـشخص      همکانیسم اصلی چگونگی اثر آن هنوز ب
 تفاسیر متعددی در مـورد چگـونگی اثـر آلوکـسان           .نشده است 

حقیقات اشـاره بـه نقـش       ی از ت  دبیان گردیده است، نتایج تعدا    
پراکـسید در خـصوص     روژنمهم رادیکالهای سوپراکسید و هید    

ــال    ــاثیر رادیک ــا ت ــد، ام ــسان دارن ــسمومیت آلوک ــسم م مکانی
آلوکــسان و . هیدروکــسیل در ایــن مــورد تائیــد نــشده اســت 

لت تشابهات ساختمانی بـا گلـوکز باعـث         استرپتوزوتوسین به ع  
های فرعی گیرنده گلوکز، به     شوند که این مواد از طریق راه      می

آلوکسان . ها شوندخل این یاخته بتا متصل شده یا دا هاییاخته
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ــین  ــابی    و استرپتوزوتوس ــور انتخ ــه بط ــستند ک ــای ه   داروه
عنوان یک وسیله   نمایند بنابراین به  های بتا را تخریب می    یاخته

. گیرنـد یابت تجربی مورد استفاده قرار می     مناسب برای ایجاد د   
ژن فقـط   های فعال اکـسی   آلوکسان همچنین موجب تولید گونه    

دهد مطالعات قبلی نشان می    ).2-5( شودانکراس می در جزائر پ  
های آزمایــشگاهی بــا داروهــای آنتاگونیــست کــه درمــان موشــ

صـله از   هیپرگلیسمی حا  وراپامیل    و Lanthanum کلسیم نظیر 
فزایش کلـسیم  آلوکسان باعث ا   .کندتجویز آلوکسان را مهار می    

د روهای بتای پانکراس شده و احتمـال مـی        آزاد سیتوزول سلول  
وزول ارتبـاط   زائی آن با میزان کلسیم داخـل سـیت        نقش دیابت 
هـای آزاد اکـسیژن باعـث فراگمانتاسـیون         رادیکال. داشته باشد 

DNA    گشته و با آسیب  DNA    دی دنـوزین آ و تجزیه آنزیم پلی
ــی   ــوز پل ــسفات ریب ــرازف ــزء 1(PARP)م ــه دو ج  24 و 89  ب

 شده DNAتواند وارد مسیر ترمیم کیلودالتون، سلول دیگر نمی
از طـرف دیگـر      .گیـرد یس را پـی مـی     و بنابراین مسیر آپوپتوز   

 تواند بـا تـاثیر بـر       میزان کلسیم در سیتوزول سلول می      افزایش
 Cها و خروج سیتوکروم     پذیری غشاء میتوکندری  پتانسیل نفوذ 

 ایـن تحقیـق بـا هـدف         . آپوپتوزیس نقش داشـته باشـد      ءو القا 
روی آلوکـسان بـر     ع مـرگ سـلولی متعاقـب تـاثیر دا         تعیین نو 

  ).1، 6-10( سلولهای بتای غده پانکراس انجام پذیرفته است
  

  مشخصات شیمیائی داروی آلوکسان -1جدول 
-(1H,3H)2,4,5,6 *  نام شیمیایی

Pyrimidinetetrone monohydrate  
  C4H4N2O2  فرمول شیمیایی
  g/mol09/160  وزن مولکولی
  ºc253  نقطه ذوب
  ºc0  نقطه جوش

  
  

  
  مواد و روشها

تجربی از سه گروه تیمـار و یـک گـروه کنتـرل             در این مطالعه    
 موش رت در هرگـروه بـه ترتیـب بـا            5که   بطوری استفاده شد 
ــاوین   وRat-A/45mgk، Rat-B/90mgk، Rat-D/135mgk عنـ

سـه گـروه تیمـار مقـادیر         .فتنـد گرقـرار   استفاده  مورد  کنترل  
 نرمال را به روش     مختلف داروی آلوکسان و گروه کنترل سالین      

 بعـد از    48 و 36،  12،24داخل صفاقی دریافـت و در سـاعات         
                                                 
1 Poly (ADP-ribose) polymerase 

گیـری از ناحیـه     تزریق، میزان قند خون گروهها پـس از خـون         
های مــورد  ســاعت موشــ48 ســنجیده و در پایــان وریــد دمــی

 بیهـوش و از ناحیـه پـانکراس         آزمایش را با استفاده از کلروفرم     
 را در داخــل محلــول هــانمونــه. صــورت گرفــتبــرداری نمونــه

. قرار داده و به آزمایشگاه پاتولوژی ارسال نمودیم       % 10فرمالین  
هـای  آمیزیسـب و رنـگ    پس از تهیه مقـاطع میکروسـکوپی منا       

معمول و اختصاصی تانل مطالعات پاتولوژیکی بـر روی مقـاطع           
که سلولهای آپوپتوتیک در پنج میدان      فوق انجام گردید بطوری   

 از  هـا مـاری داده  آآنـالیز   بـرای    .دمیکروسکوپی شـمارش شـدن    
ANOVA و   طرفه یک t-test    05/0 .اسـتفاده شـدp<  دار  معنـی
  .تلقی شد

  : TUNELنحوه اجرای تکنیک تشخیصی 
دهی با آنـزیم    زدائی و آب  دا مقاطع تهیه شده پس از پارافین      ابت

  دقیقـه در   30مدت  ه ب و پس از انکوباسیون    مجاور   Kپروتئیناز  
  .گردند شستشو میPBSگراد با محلول ی درجه سانت37دمای 

 TUNEL reactionسپس مجاور کردن مقاطع بافتی با محلول

mixture    دقیقـه در دمـای      60 مدت میکرولیتر به  50 به میزان 
ــا محلــول  درجــه ســانتی37   صــورت  PBSگــراد و شستــشو ب

ــی ــردم ــول    .گی ــا محل ــیون ب ــس از انکوباس ــافتی پ ــاطع ب مق
Converter-POD) 50 دقیقه در دمای    30مدت  ه ب )لیتر میکرو 

 شستـشو و سـپس بـا        PBSگـراد بـا محلـول        درجه سانتی  37
 دقیقـه در دمـای      20مـدت ه نیز مجاور گشته و ب     DABمحلول  

شستـشو بـا     در نهایـت     .دنگرد انکوبه می  گراد مجدداً  سانتی 25
PBS12،11( گیرد صورت میتولوئیدین بلوبا آمیزی  و رنگ.(  

   
  هایافته

ر لانگرهانس نـشان    یهای بتای جزا  ل میکروسکوپی سلو  مطالعات
ان دوز داروی کـاربردی تعـداد       داد که همواره بـا افـزایش میـز        

تغییـرات   2جـدول   در   .یابـد سلولهای آپوپتوتیک افـزایش مـی     
پـانکراس و   ر بتـای غـده      تعداد سـلولهای آپوپتوتیـک در جزای ـ      

ــد خــون در زمان  ــزان قن ــف آورده شــده اســت می ــای مختل  .ه
تزریق داخل صـفاقی آلوکـسان      شود  مشاهده می که  ریهمانطو

 سـاعت باعـث افـزایش قابـل         12دوز و طی    صورت وابسته به  هب
 48سان بعـد از     آلوک ـ. شـود مـی ها  ز خون رت  ملاحظه در گلوک  

کننـده دارو بـه یـک میـزان         ساعت در تمام گروههای دریافـت     
به عبارتی آلوکسان بعد از     . موجب افزایش قند خون شده است     

. ر ایجاد دیابت القا کـرده اسـت        ساعت حداکثر اثر خود را د      48
 45دار قند خون بـا تزریـق داخـل صـفاقی دوز             که مق طوریبه

 بـه  mg/dl6±86 کیلـوگرم آلوکـسان از  هـر  گرم بـه ازای  میلی
mg/dl84±425    درصد افزایش یافتـه اسـت      400 یعنی حدود  .
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ه های آپوپتوتیــک در جزایــر لانگرهــانس در گــروتعــداد ســلول
کننـده  هـای دریافـت    و گروه  اندکنترل که سالین دریافت کرده    

 ـ .  نشان داده شده است    1آلوکسان در شکل   صـورت  هآلوکسان ب
ای آپوپتوتیـک را  هدار تعـداد سـلول  کاملا وابسته به دوز و معنی  

 تعداد این سلولها    mg/kg135که دوز    بطوری افزایش داده است  
  افزایش داده اسـت    8/3±5/0 در گروه کنترل به      4/0±2/0را از 

)001/0p<(.  
  

 ساعت بعد از 48 و 36 ،24 ،12میزا ن قند خون  -2جدول 
های موشتزریق داخل صفاقی دوزهای مختلف آلوکسان در 

  )>001/0p * (صحرایی نر ویستار
 )ساعت (از تزریق آلوکسانپس مقدارقندخون 

  48  36  24  12  گروهها
  85±6  88±5  89±6  86±6  )سالین(کنترل 

 *mg/kg45(  52±314*  47±372* 53±466* 84±425(لوکسانآ
 *mg/kg90(  81±425*  46±449* 59±460* 67±494(آلوکسان
 *mg/kg135(14±505*  25±511* 41±514* 45±590(آلوکسان

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
های رت بـا      داروی آلوکسان در موش    IPد تزریق   دا نتایج نشان   

ر  جزای رگ سلولهای بتای  دوزهای مختلف و صعودی تغییرات م     
داروی فـوق   . دهـد  لانگرهانس پـانکراس را القـا و افـزایش مـی          

در  Heikkila و   Conenهـای دانـشمندانی نظیـر        براساس یافته 
 به عنـوان داروی هـدف       1991در سال    Takasa و   1974سال  

DNA        رود  کـه گمـان مـی      سلولهای بتا شـناخته شـد، بطـوری
ی سـلولهای بتـا از طریـق        آلوکسان نقش تخریبی خود را بر رو      

 این امر از طریـق      .کند  اعمال می  (GK)مهار آنزیم گلوکوکیناز    
اکسیداسیون دو گروه تیول که محل باز شدن گلـوکز بـر روی             

 و به همراه آن GK با مهار آنزیم .گردد باشد، انجام می آنزیم می
ــان ژن  ــاهش بیـ ــزیم    کـ ــوق و آنـ ــزیم فـ ــد آنـ ــای مولـ   هـ

Glucose Transporter-2 (Glutz)ـ  دنبـال  ه در سلولهای بتا و ب
های آزاد مـسیر القـای آپوپتـوزیس         این تغییرات تولید رادیکال   

های آزاد باعث افزایش  رادیکال .گردد اندازی می سلولهای بتا راه
ها گشته و از این طریق  پتانسیل نفوذپذیری غشای میتوکندری  

کـه  گردد    و رویداد آبشار کاسپازی آغاز می      Cخروج سیتوکروم   
 .)13 (باشـد  ماحصل این وقایع آپوپتوزیس سـلولهای بتـا مـی   

 1994و همکـاران در سـال        Kimهمچنین براساس مطالعـات     
داروی فوق از طریـق دیگـری نیـز باعـث القـا آپوپتـوزیس در                

گردد و آن با افزایش کلـسیم سـیتوزول سـلول             می βسلولهای  
رسـد   که کلسیم سیتوزول سلولی به حداکثر می       زمانی .باشد می

ها بـاز شـده و کلـسیم داخـل سـلول             میتوکندری PTکانالهای  
 در این حین با بـاز شـدن         .شود ها جذب می  توسط میتوکندری 

هـا خـارج و      از میتوکندری  C، سیتوکروم   کانالهای میتوکندری 
از طـرف   ). 6،3،1 (گـردد  روند آپوپتوزیس با این عمل آغاز مـی       

ــا تجــویز آلوکــسا  ــوکز داخــدیگــر ب ل ســلولی ن و کــاهش گل
 ـهای متابولیکی متعددی فعـال مـی      مسیر د کـه محـصول     گردن

ها به تولید رادیکال آزاد اکسیژن منتهی    نهائی تمامی این مسیر   
   :این مسیرها عبارتند از. گرددمی
 ـ       ◄ -همسیر متابولیسم سوربیتول که اکسیداسیون سوربیتول ب

 .گـردد می +NADH:NAD باعث افزایش نسبت     +NADوسیله  
 Triosکاهش سطح    وGAPDHاعث مهار فعالیت این عامل ب

Phosphates   و Methylglyoxal  شـود گلیسرول می اسیل و دی. 
-آدنـوزین وسیله فعال شدن پلی   ه ب +NADاین وقایع با مصرف     

در ارتباط بوده که عامـل آغـازین آن         مراز  فسفات ریبوزپلی دی
 ءلقاتواند در ا  هیپرگلیسمی حاصله از تجویز آلوکسان بوده و می       

  . نقش داشته باشدPARPواسطه آنزیم هآپوپتوزیس  ب
 Cکینـاز تجویز داروی آلوکسان باعث مهـار آنـزیم پـروتئین          ◄

اسـیل  گردد که علت آن کاهش دی     سلولهای بتای پانکراس می   
گلیـسرول آنـزیم    اسـیل کاهش میزان دی    با .باشدگلیسرول می 

ش کلسیم   فعال و تحمل سلول نسبت به افزای       Aکیناز  پروتئین
 ء بنـابراین شـرایط بـرای القـا        .یابـد داخل سـلولی کـاهش مـی      

  .گرددآپوپتوزیس مساعد می
مسیر دیگـری کـه در تـوجیح آپوپتـوزیس بـدنبال تجـویز               ◄

آلوکسان نقش دارد فعال شدن مـسیر استرسـهای اکـسیداتیو           
هـای  باشد که محصول نهائی آن تولید بیش از حد رادیکال         می

هـای آزاد   افـزایش میـزان رادیکـال      ).14،3-16( باشـد آزاد می 

 
  

 میـدان   5های آپوپتوتیـک در      میانگین تعداد سـلول    -1 نمودار
یر لانگرهانس بـه روش تانـل    میکروسکوپی بدست آمده از جزا 

و آلوکسان با دوزهای    ) کنترل(کننده سالین   دریافتهای  در رت 
 )در مقایسه با گروه کنترل **>001/0p<*. 05/0p (مختلف

Number
 Of 
Apoptotic
Cells
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داخــل ســلولی باعــث افــزایش پتانــسیل نفوذپــذیری غــشای   
انـدازی  گردد که در راه    می Cها و خروج سیتوکروم     میتوکندری

  .کننده ای داردهای آپوپتوزیس سلولی نقش تعیینمسیر
نتایج تزریق داروی آلوکـسان بـا دوزهـای مختلـف و افـزایش               

توتیک با تغییرات صعودی دوز دارو همواره    میزان سلولهای آپوپ  
هـای   با بیان تغییرات کلسیم سیتوزول سلول و نقـش رادیکـال          
 بـالا   ءآزاد در القا آپوپتوزیس با توجه به مطالب شرح داده شده          

 حـداکثر و حـداقل میـزان    .باشـد  قابل تفـسیر و اسـتدلال مـی     
ــه ترتیــب در دوزهــای  ــوزیس ب ــرات آپوپت   وmg/kg135 تغیی

mg/kg45             از داروی آلوکسان بود که بیـان و تفـسیر تغییـرات 
های نقش مهـاری آلوکـسان       مرگ سلولی با استدلال در زمینه     
، تولیــد بــیش از حــد GT-2در عملکــرد آنــزیم گلوکوکینــاز و 

Ca2هـای آزاد و افـزایش       رادیکال
 سـیتوزول سـلول اطلاعـات       +

 ـ  بتا هایمفیدی را در زمینه مرگ آپوپتوتیکی سلول       ه  پانکراس ب
 به احتمال قوی اثرات دیـابتوژنیکی داروی فـوق از           .دهد ما می 

باشــد،   پــانکراس مــیبتــاطریـق القــای آپوپتــوزیس ســلولهای  
هـای   که از نظر تعداد سـلولهای آپوپتوتیـک آنـالیز داده          بطوری

داری را در    بدست آمده از نتایج کار پژوهش فوق اختلاف معنی        
البتـه   .دهـد  ن مـی  بین و داخل گروههای تیمار و کنتـرل نـشا         

  ).3( اثرات آلوکسان وابسته به دوز نیز باشدشاید 
  

  تشکر و قدردانی
پژوهان که در انجام     استاد ارجمند جناب آقای دانش     با تشکر از  

  .را یاری نمودندما امور آزمایشگاهی 
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