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  چكيده

 از بيماريهاي التهابي شايع سيستم عصبي مركزي در انسان است و در بيماران مشكلات فراواني                (MS)مولتيپل اسكلروزيس  :زمينه و هدف  

اين دارو در بيماران مبتلا به مالتيپل اسـكلروزيس        .  مي باشد  Kكانال  دارويي وسيع الطيف در مهار      (AP-4)آمينو پيريدين   -4.ايجاد مي كند  

با توجه به گزارشاتي كه در مورد اثرات ديگر اين دارو ارائه شده است در اين                . براي كاهش علائم خستگي و بي حالي استفاده ميشده است         

       :معرفـي نمـاييم  مكانيزم عمـل آن بـراي نيـل بـه اهـداف زير     شناخت بهتري از   MSستفاده ازمدل سلولي بيماري     ا بر آن هستيم كه با       مقاله

در اين سلولها MMP-9 تاثيراين ماده بر فعاليت آنزيم -2. تاثير اين ماده برروي پروليفراسيون وسايتوتوكسيسيته برسلولهاي عصبي مدل        -1

  .بررسي ميگردد

در غلظتهاي AP-4  كشت داده شده وبا ماده MSبيماري)ماآستروسايتو( بعنوان مدل سلولي سيستم عصبيU373-MG هايلول :روش كار

 بررسـي   MTT با استفاده از روش كالريمتريك     AP-4و پروليفراتيو ماده  ) ايجاد مرگ سلولي  (سپس اثر سايتوتوكسيك    . مختلف تيمارشدند 

  .يابي گرديدگرافي ارزو در سلولهاي تيمارشده با روش زايمMMP-9گرديد و همچنين تاثير اين ماده برروي فعاليت 

 اثرات سايتوتوكسيك ناچيز داشته ولي در همين غلظتهـا اثـرات ممـانعتي آن بـر     1 . 1/0نتايج نشان ميدهد كه اين دارو در غلظتهاي   :نتايج

يمـار  علاوه برآن بررسي نقش احتمالي پروليفراتيو نشاندهنده پايداري اثرات دارو بر سلولهاي ت. >p) 01/0(فعاليت  بسيار چشمگير ميباشد

  .شده ميباشد

 بطور كلي نتايج اين پژوهش نـشاندهده تـاثير واضـح داروي  بـر عملكـرد سـلولي و پايـداري ايـن اثـرات در غلظتهـاي بـا                             :نتيجه گيري 

  . سايتوتوكسيسيته ناچيز بوده كه ميتواند روشنگر كاربردهاي درماني آتي آن باشد

   زايموگرافي، سلوليمدل ،كانال پتاسيم ،مالتيپل اسكلروزيس: كليديواژگان 
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  مقدمه

ازدست دادن ميلين به فرايندي بـه فراينـدي اطـلاق     

مي شود كه در آن سيستم ميلين عصبي مركـزي و محيطـي    

مركـزي نـوع    بيماريهـاي سيـستم عـصبي       .آسيب مي بينـد   

ــستند   ــي ه ــستابي و ارث ــل  .(Hafler 2004)اك  مولتيپ

  شايعترين بيمـاري اكتـسابي والتهـابي       (MS)اسكلروزيس  

 مي باشد كه موجـب      (CNS)مزمن سيستم عصبي مركزي     

 .(Judge et al. 2006) مـي گـردد  CNSدميلينـه شـدن   

ويژگيهاي پاتولوژيكي زيربراي دميلينه شدن ذكـر گرديـده         

  :است

ــا     -1 ــاط بـ ــين در ارتبـ ــين ميلـ ــدن ميلـ ــه شـ واكوئولـ

اوليگودندروسايتهاست وموجب شـكاف در غـلاف ميلـين         

  .مي شود

ي ميلين با ساييدن غـلاف ميلـين بـا           ازدست دادن واقع   -2

  .واسطه  ماكروفاژها صورت مي گيرد

ــو   -3 ــب اوليگ ــل تخري ــا در مح ــيت ه ــضور آستروس  ح

  .(Waxman et al. 1994)دندروسايتهاي ميلين ساز

تهـاي مختلـف متفـاوت       در جمعي  MSميزان شيوع   

نفربه اين بيماري   100000نفردر هر 11تا   5/1 است و سالانه  

ــتلا مــي شــوندواي ــزايش  مب ــان در حــال اف ــد همچن ن رون

ميليون نفردر جهان بـه   5/2حدود.  (Hafler 2004)است

 رايج ترين بيمـاري اثرگـذار    MS. اين بيماري مبتلا هستند   

 (.Edwards et alدر افراد جـوان محـسوب مـي گـردد    

 سال است وغالبا زنـان    50تا  15شروع علائم بين      ).2000

 (Hafler مـي شـوند   بيشتر از مردان به اين بيماري مبـتلا 

ــروع   ).2004 ــل شـ ــبعامـ ــناخته  CNSتخريـ  ناشـ

 (Ewing and Bernard 1998; Fainardi et alاست

آسيب اكسون ودميلينه شدن التهابي ايـن بيمـاري          ).2006

اتو ايميون در پاتوژنزبيماري دخالـت دارد بـدليل شـكايت           

بيماران از حالت خستگي  پزشـكان از داروهـاي مختلفـي            

 بمنظور رفع علائـم آن و       (AP-4)ينوپيريدينآم-4منجمله  

  .(Judge et al. 2006)بي رمقي استفاده مي كنند

4-AP            يكي از رايج ترين مهاركننده هـاي كانـال هـاي K 

 ايـن دارو  .(Judge et al. 2006)مورد استفاده مي باشد 

 Blood Brain بـا حلاليـت بـسيار بـالا بـه آسـاني از      

Barrier (BBB) مهار كانالهاي   عبوركرده وبراي K در 

CNS             استفاده مي شوداثرات ايـن دارو بـا مـسدود كـردن 

 بـر روي اكـسونهاي دميلينـه يـا انتهـاي سـيناپس          Kكانال  

 مطالعات مختلـف نـشان   .(Judge et al. 2006) ميباشد

ل ميكنـد و دوزهـاي      ميدهد كه اين دارو وابسته به دوز عم       

             متفــاوتي را مهــار مــي كننــد    Kمختلــف كانالهــاي 

(Hu et al. 2006).        بـا ايـن وجـود تـاثير ايـن مـاده بـر 

 MSپروليفراسيون ويا مهار سـلولهاي عـصبي در بيمـاري           

مدلهاي سلولي مختلف نشان دهنده    .همچنان ناشناخته است  

اهميت مطالعات تاييدي در مورد نقش اين دارو در سيستم          

آستروسـيت هـا از    .(Hu et al. 2006)عصبي مي باشـد 

ــرا ــا در  ف ــلول ه ــرين س ــدCNSوان ت   محــسوب ميگردن

)Falsig et al. 2004( .  نقش عمده آنها حفظ هموسـتاز

CNS با توليد موادي در حفا ظت نـورون و فراينـد           . است

ــد ــت دارن ــا .تــرميم ســلولي دخال       در پاســخهاي التهــابي ب

        كموكـــاين هاوپروتئـــاز توليـــد مـــدياتورهاي التهـــابي ،

ــاي    ــلولي ايفــ ــارج ســ ــد  خــ                   .نقــــش مــــي كننــ

(Matrix Metallo Proteinases) MMPs  خـانواده 

ايـن  . بزرگ پروتئازهاي همولوگوس وابسته به روي هستند   

 ـ     ر پروتئينهـاي مـاتريكس خـارج       آنزيم در تجزيه كردن اكث

مغزي،مهــاجرت ســلولهاي -، تخريــب ســد خــونيســلولي

ــه  ــابي بــ ــش دارد CNSالتهــ ــين نقــ ــه ميلــ         وتجزيــ

Waubant 2006; Karabudak et al. 2004; St-
Pierre et al. 2003; Rosenberg et al. 2007; 

(Boz et al. 2006 .MMP ــر ــه عنــوان مــاركي غي  ب

 محسوب مي شود بررسي ها      BBBاختصاصي در تخريب    

 MS مي تواند در فرايند تخريبي       MMP-9نشان مي دهد    

اران مقدار در مايع مغزي نخاعي اين بيم.دخالت داشته باشد  
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 با توجـه بـه   . (Avolio etal. 2005)آن افزايش مي يابد

 ارائـه شـده     AP-4گزارشاتي كه در مـورد اثـرات دارو ي          

است در اين طرح بـر آن هـستيم كـه بـا اسـتفاده از مـدل                  

شـناخت بهتـري از      ) U373-MG( سلولي آستروسايتوما 

  : مكانيسم آن براي نيل به اهداف زير بدست آوريم 

ــاثير ا ــيون و   تـ ــر روي پروليفراسـ ــاده بـ ــن مـ يـ

   بررسـي   MSسايتوتوكسيسيته سلولهاي مـدل در بيمـاري        

  . مي گردد

تاثير دارو بر روي فعاليت ماتريكس متالوپروتئينازها       

(MMP-9)      به علت اهميت فراوان آنها در در تخريب سد 

 . مغزي بررسي مي گردد-خوني

  

  روش كار

 رده ســلولهاي: كــشت و تيمــار ســلولهاي مــدل. 1

انـساني اسـت و از نظـر مرفولـوژي      ،U-373MGسلولي  

شبه اپي تليال مي باشد و اولين بار از تومـور بـدخيم يـك               

ــانم  ــد 66خ ــت آم ــازي بدس ــاله قفق ــلولي .  س -Uرده س

373MG             مورد استفاده در ايـن مطالعـه از بانـك سـلولي 

  . تهيه گرديدايرانانستيتو پاستور

ي از زير ميكروسكوپ بعد از انتقال آن  به اتاق كشت سلول       

. تا از وضعيت سلولها اطلاع حاصـل گـردد        . بررسي گرديد 

اگر به تعويض محيط كشت نياز داشته باشد، محيط كـشت      

 ميلـي   4-6 درصد سرم و آنتي بيوتيك به مقـدار          10حاوي  

 37 اضافه كرده و در انكوبـاتور  25cm2ليتر براي فلاسك  

مدت .  شود درصد دي اكسيد كربن قرار داده مي      5درجه و   

دوره انكوباسيون تا زماني ادامه مي يابد كه سـلولها از نظـر          

 در صد برسند تا بتوان آنها را بـه پاسـاژ            70تراكم به ميزان    

در ايـن  .  خانه كشت سلولي انتقال داد   96داده و به پليتهاي     

هنگام، پس از شمارش و تعيين تعداد سلولهاي زنده به هر           

 تكـرار بـراي   5زنـده در   سلول  20000چاهك پليت تعداد    

كمپـاني   (AP-4سپس داروي   . هر دوز دارو افزوده ميشود    

ميلي مولار 10 - 4- 2- 1 -0,1-0در دوزهاي   ) مرك المان 

توضـيح انكـه   .  تكرار مـشابه افـزوده شـد   5در هر حفره با  

غلظت صفر دارو بعنوان كنترل جهـت مقايـسه بكـار رفتـه       

  .است

 تيمـار شـده     سـلولهاي : آزمون سايتوتوكسيـسيته  . 2

 ساعت در شرايط فوق در انكوباتور سلولي  قرار     24بمدت  

و بـر اسـاس      MTTگرفته و سپس با استفاده از تكنيـك           

ــار ــسندگان   تج ــي نوي ــده قبل ــاپ ش ــرات  ب چ ــزان اث مي

ــي گرديـــد  ــا بررسـ ــر آنهـ ــاده بـ ــسيك  مـ  سايتوتوكـ

(Khorramizadeh et al. 2004)   بطور خلاصـه روش

ز شـمارش و تعيـين تعـداد        كار بدين صورت بود كه پس ا      

 سـلول   20000سلولهاي زنده به هر چاهـك پليـت تعـداد           

سـپس   . تكرار براي هر دوز دارو افزوده ميـشود        5زنده در   

 1 -0,1-0در دوزهاي   ) كمپاني مرك المان   (AP-4داروي  

 تكـرار مـشابه     5ميلي مولار در هـر حفـره بـا          10 - 4- 2-

 ـ      . افزوده شد  وان كنتـرل   توضيح انكه غلظت صـفر دارو بعن

 سـاعت تيمـار،   24پـس از  . جهت مقايسه بكار رفته اسـت    

 MTTمحيط كشت سلول با محـيط كـشت حـاوي مـاده             

 ســاعت 5-3 تعــويض شــده و بمــدت 1mg/mlغلظــت 

سـپس محـيط كـشت      . مجددا در انكوباتور قرار داده شدند     

هـر حفـره     در)  ميكروليتر 100(خارج شده و هم حجم آن       

و   ريختـه شـد  DMSO (dimethyl sulfoxide) مـاده 

 نـانومتر   570 دقيقه دانسيته نوري در طول مـوج         15پس از   

  .خوانده وثبت گرديد

محــيط كــشت ســلولهاي : آزمــون پروليفراســيون. 3

 ساعت با محـيط تـازه عـاري از مـاده     24تيمارشده پس از  

 24تعــويض گرديــد و ســلولها در شــرايط جديــد بمــدت 

شده ونهايتـا بـا   ساعت ديگر در انكوباتور سلولي نگهداري      

  .   قدرت حياتي سلولها بررسي گرديدMTTتكنيك 

از سـوپ رويـي     : MMP-9آناليزفعاليت آنـزيم    . 4

سلولهاي كشت داده شده در مراحل قبل بـراي انجـام ايـن             

آزمون بر اساس تكنيك زايموگرافي نمونه برداري گرديد و         

ــزر   ــون در فري ــام ازم ــا روز انج ــانتيگراد 20-ت ــه س  درج
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اين آزمون بر اساس تجارب چاپ شده قبلي    . دنگهداري ش 

 .(Hajiaghaiee et al. 2007)نويـسندگان انجـام شـد   

 اســتفاده گرديــد و t testبــراي آنــاليز آمــاري ار آزمــون 

۰۰۵/۰p≤ معني دار در نظر گرفته شد.  

  

  نتايج

نتايج بدست آمده از اين پـژوهش بـه ترتيـب زيـر             

  .ارائه ميگردد

نمـاي كلـي    1نمدار   در   :U373-MG ي   كشت سلولها . 1

  .سلولهاي كشت داده شده ديده مي شود

نتايج حاصل از اثر غلظـت هـاي    :  اثرات سايتوتوكسيك . 2

- ساعت بر روي سـلول 24در دوره زماني AP-4 مختلف 

  .  ارائه مي گردد2 در نمودار U-373MGهاي 

 نـشان  3نتايج اين آزمـون در نمـودار    : اثرات پروليفراتيو . 3

  .شود داده مي

 بـر روي عملكـرد سـلول       AP-4بررسي اثـرات داروي     . 4

   با استفاده از روش زايموگرافيMMP-9)فعاليت (

  

  بحث

يج  جالبي در مورد اثرات متنـوع دارويـي          اتاكنون نت 

ممانعت كننده هاي كانال يوني بـر روي سـلولهاي سيـستم      

عصبي مركـزي و بيماريهـاي مـرتبط بـا آن ماننـد مالتيپـل               

ژوهـشگران گـزارش گرديـده اسـت        اسكلروزيس توسط پ  

Franciosi et al. 2006; Putzki et al. 2008;) 
Wulff et al. 2003; Ortega-Gutiérrez et al. 
2005; Caggiano and Kraig 1998; Judge      

(et al. 2006.يافته هاي  پـژوهش حاضـر   ، با اين وجود 

 با توجه به بررسي دقيق اثرات سايتوكسيك و مقايسه آن با          

اين اثـرات   ري  ارزيابي پايداهمچنين اثرات پروليفراسيون و  

 MMP-9 در توليد آنـزيم مهـم    اي ـبر فونكسيون سلوله

زمـون سايتوتوكسيـستي نـشان      نتايج آ . بي سابقه بوده است   

 بـر   2mMدهنده تفاوت معني داراثر غلظت هـا ي بـالاي           

اين تفاوت ها از نظر آمـاري       . روي حيات سلولي مي باشد    

تاييد  )  =t-test ) ۰۵/۰pتفاده از تست آزمون مستقل با اس

 ميلي  10 تا   2ارت ديگر فقط از غلظت      ــبه عب . شده است 

يعني اينكـه   . ش مي يابد  ــ حيات سلولي كاه   AP-4مولار  

 ميلـــي مـــولار 1 و 0,1داروي فـــوق در غلظـــت هـــاي 

. ل اغماضـي دارد ــ ـاثرسايتوتوكسيسيتيه بسيار نـاچيز و قاب    

 بر عملكرد سـلولي     AP-4يدگاه تاثير داروي    اين نكته از د   

ت دارد كه در    ــها اهمي  و سايتو كاين   MMPمانند فعاليت   

نتايج حاصـل از اثـر بررسـي        . شودح داده مي  ــادامه توضي 

 U-373MGهـاي   ي بر روي سـلول    ــپروليفراسيون سلول 

دهـد كـه در     اعت تيمار سـلولي نـشان مـي       ــ س 24پس از   

 اثر پروليفراتيو قابل انتظاري در سـلول        1/0 و   0هاي  غلظت

د بـا  ــ ـ ميلي مـولار بـه بع    1ها ديده مي شود اما از غلظت        

وجود حذف دارو از محيط كشت، پروليفراسيون سلولي به         

ردد ــخاطر نشان مي گ. تدريج محدود و ممانعت مي گردد   

نمودارهـاي بـا الگـوي    (اين يافته از مقايسه پروليفراسـيون       

هاي بـا الگـوي يـك       نمودار(با سايتوتوكسيسيته   ) ه دار نقط

هاي اين دارو در غلظت   . به دست آمده است   ) دست مشكي 

 ميلي مولار روند كاهش حيات سلولي را بـدون در           10 و   5

و آناليز آماري در    . معرض قرار گيري با دارو ادامه مي دهد       

 ميلي مولار نشان دهنده  تفـاوت معنـي          10 و   5دو غلظت   

  بين پروليفراسيون و سايتو توكسيسيتي مي باشد داري 

)  ۰۵/۰< p  (    اين نكته تاييد ديگري بر يافتـه جديـد ايـن

زيـرا  .  مي باشـد   AP-4 دال بر پايداري اثر داروي       پژوهش

ــون     ــد در آزم ــاره گردي ــا اش ــه در روش ه ــان طورك هم

ــايتو     ــون س ــه در آزم ــه ك ــلاف آنچ ــر خ ــيون ب پروليفراس

 ساعت بعد از تيمار محيط      24توكسيسيتي انجام شده است     

كشت سلول ها با محيط تازه بـدون دارو تعـويض شـده و          

 ساعت ديگر در اين  محيط كشت كامل         24سلول ها مدت    

. نگه داري گرديده و ديگر تحت تاثير مستقيم دارو نيـستند          

 بـر روي فعاليـت مـاتريكس    AP-4 اثر مهـاري داروي     -1

با اسـتفاده از     U373-MG در سلول هاي     9متالوپروتئيناز  

آنگـاه، نتـايج   . روش زايموگرافي مورد بررسي قرار گرفـت  
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بدست آمده از دانسيتومتري بـا اسـتفاده از آزمـون آمـاري             

.  مورد تجزيه و تحليل آمـاري قـرار گرفـت          t-testمستقل  

        ايـن دارو اثـر مهـاري معنـا داري           كـه  نتايج نشان مي دهد   

) ۰۵/۰< p  (اما آنچـه كـه در   . د بر روي فعاليت آنزيم دار

ــا نتــايج آزمــون هــاي بررســي فعاليــت حيــاتي   مقايــسه ب

 در  MMP9بسيارجالب توجـه مـي باشـد مهـار فعاليـت            

غلظت هاي بدون سايتوتوكسيسيته و يا با سايتوتوكسيسيته        

اين نتايج از نظر كاربردهاي آتي اين       . بسيار ناچيز مي باشد   

  .دارو حائز اهميت ميباشد

  

  نتيجه گيري

  :نگاه كلي نتايج اين پژوهش نشان ميدهد كهدر يك 

در غلظتهاي پايين اثرات سايتوتوكـسيك       AP-4 ماده    -1

  و . رناچيزي دا

 AP-4در همين غلظتهاي پايين اثرات فانكشنال مـاده         -2

 .استبوده  پايدار وچشمگيرMMP9 در مهار آنزيم 

در كاهش آسيب به سد     ميتواند   MMP9مهار  بنابراين،   -3

   .باشدغزي و عبور سلول هاي التهابي تاثير گذار خوني م

  

  تشكر و قدرداني

اين پژوهش بصورت پايان نامه كارشناسي ارشد ايمني       

 و در قالـب طـرح تحقيقـاتي       در دانشكده بهداشت    شناسي  

  دانشگاهدر

  .ثبت گرديده است6890علوم پزشكي تهران با كد 

  

  
  

  X40شت داده شدهكU373-MGشماي كلي سلولهاي  -1نمودار 
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  U-373MG  بر روي سلولهايAP-4اثرات پروليفراتيو بررسي  - 3نمودار
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