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  9/4/86 : پذیرش مقاله،23/1/86 :دریافت مقاله
Ø یندي فعال می باشد بطوري که فعالیت آنزیمها،تراکم کروماتین و تشکیل اجسام آپوپتوتیک آپوپتوسیس فرآ :مقدمه
درمیزان انرژي موجود در سلول هاي  مند صرف انرژي است و لذا این احتمال وجود دارد که کاهش قابل توجهینیاز

  . در سلول هاي آپوپتوتیک می باشدATPهدف از این تحقیق بررسی میزان.آپوپتوتیک صورت نگیرد
   . در دو گروه استفاده شدBALB/c ژاد سر موش ن50این تحقیق یک مطالعه تجربی است که در آن از  :مواد و روشها Øمواد 

دگزامتازون ودر گروه شاهد نیز بافر سدیم فسفات بصورت داخل صفاقی تزریق صورت mg/kg20 در گروه آزمون میزان 
یک لب هر غده جهت مطالعه میکروسکوپی ولب دیگر به منظور .  ساعت پس از تزریق،غدد تیموس خارج گردید16.گرفت

  . سلولی با استفاده از تکنیک رزونانس مغناطیس هسته مورد استفاده قرار گرفتدرون ATP بررسی میزان
Ø میزان ،بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق :یافته هاATPسلو ل هاي سالم بوده % 86 در سلول هاي آپوپتوتیک حدود 
  است
Ø نیز عدم کاهش شدید این مطالعه بیانگر فعال بودن روند مرگ سلولی آپوپتوسیس و  :بحث و نتیجه گیري

   این سلول ها در طی مرگ سلولی می باشدATPمیزان
Ø آپوپتوسیس،ادنوزین تري فسفات،رزونانس مغناطیس هسته :کلید واژه ها  
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  مقدمه
ور کلی سلول هاي یک ارگانیسم بر اساس طرح و برنامه، و بط

مرگ سلولی اي که .یا یک حادثه متحمل مرگ سلولی می شود
اري و یا سایر نیرو هاي خارجی کشنده رخ دهد را بواسطه بیم

گویند، در مقابل مرگ سلولی براساس طرح و 1اصطلاحا نکروسیس
برنامه اي که در واقع بخشی از یک برنامه تکاملی تنظیم شده 
 2ژنتیکی است را اصطلاحا مرگ برنامه ریزي شده یا آپوپتو سیس

مرگ سولی کاملا امروزه آپوپتوسیس به عنوان یک . )1(می نامند 
  ). 2( فعال مطرح می باشد

 درون سلولی ATP3فرضیه کنترل آپوپتوز به واسطه میزان 
، )3( مطرح گردید 1996و همکارانش در سال Richterتوسط 

مبنی بر آنکه آپوپتوز فرایندي کاملا فعال و وابسته به انرژي است و 
کیل فرایند هایی نظیر فعالیت آنزیمها، تراکم کروماتین وتش

وزیکول هاي آپوپتوتیک کاملا تنظیم شده و نیازمند صرف انرژي 
 درون ATPهمچنین محققین عنوان می کنند که میزان. است

به  سلولی،عامل مهم و تعیین کننده نوع مرگ سلولی می باشد
کاهش می یابد ولیکن  ATPطوري که در آپوپتوز گرچه میزان 

 در طی آن رخ می دهد انرژي مورد نیاز فرایند هایی که فعالانه
کماکان در سلول موجود است و در صورتی که کاهش شدید انرژي 
صورت گیرد،سلول علایم مرگ سلولی نکروز را نشان خواهد 

 را به روش ATPگروهی از محققین میزان  در این زمینه.)3(داد
 و به این نتیجه رسیدند که چنانچه )4(بررسی نموده 4لومینومتري

 گروه %20لولی کوچکتر و یا مساوي درون سATPمیزان 
 و  دادنشان خواهد باشد سلول علایم نکروز را) سلول سالم(کنترل

 باشد علایم بینابینی مرگ %50 تا 20در صورتی که این مقدار بین
مشاهده خواهد شد ودر پی )حد واسط نکروز و آپوپتوز(سلولی 

ین  به هم.علایم آپوپتوز دیده میشود)% 50بیش از(افزایش آن
لومینومتري نتایج   نیز به روش)5(ترتیب گروه دیگري از محققین
  .نسبتا مشابهی را گزارش نمودند
 سلول هاي ATP میزان)6(گروه دیگري از محققین

مورد بررسی  5آپوپتوتیک را با استفاده از تکنیک لوسیفراز

 جهت آپوپتوز را حدودATP   این محققین حد آستانه.قراردادند
 با توجه به .گزارش نمودند) سلول سالم(وه کنترل  گر% 25 الی15

 سلول هاي ATPمقادیر متفاوت گزارش شده در رابطه با میزان
 و نیز ذکر این مطلب که تکنیک رزونانس )6، 5 ،4(آپوپتوتیک

مغناطیس هسته به مراتب دقیق تر و با قدرت تفکیک بالاتر نسبت 
درون سلولی ATPبه سایر روشهاي بیوشیمیاي جهت اندازه گیري

و نیز ضرورت بررسی دقیق میزان انرژي سلول هاي )7،8(است
که (آپوپتوتیک به منظور شناخت هرچه بهتر این نوع مرگ سلولی

اختلال در آن خود زمینه بروز بسیاري از عوارض دوران جنینی و 
ضرورت انجام این  )بیماري هاي متعددي را فراهم می نماید

  .تحقیق احساس گردید

  1       روش هامواد و 
 درون سلولی در سلول هاي ATPجهت بررسی میزان
چهار  (BALB/c  سر موش نژاد50آپوپتوتیک تیموس، تعداد 
 به دو گروه آزمون و شاهد تقسیم )گرم12هفته اي به وزن تقریبی

 )kg/mg20)9به حیوانات گروه آزمون به میزان. گردید
م فسفات به صورت دگزامتازون و به حیوانات گروه شاهد بافر سدی

سپس حیوانات هر گروه بطور . ندداخل صفاقی تزریق گردید
 ساعت پس از 16 .ندتصادفی به دسته هاي پنج تایی تقسیم شد

یک .بیهوشی خارج گردید  غدد تیموس موش ها تحت)9(تزریق
لب هر غده جهت مطالعه میکروسکپی در فیکساتیو قرار داده شد و 

 درون سلولی در نیتروژن مایع ATPلب دیگر جهت بررسی میزان 
 پاساژ و تهیه مقاطع بافتی و رنگ ،مراحل فیکس.قرار داده شد
بررسی و مطالعه میکروسکپی نوري و الکترونی طبق  آمیزي جهت
 . صورت گرفت)10(روش استاندارد

 ATPروش تهیه نمونه از بافت تیموس جهت اندازه گیري میزان

   :P-NMR با استفاده از تکنیک
هیه نمونه از روش استخراج اسید پرکلریک استفاده جهت ت

 به این ترتیب که یک لب از غدد تیموس هردسته )11( شد
                                                
1. Necrosis  4. Luminometry 
2. Apoptosis 5. Luciferase 
3. Adenosis Triphosphate 
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ازموشها درون یک تیوب پلاستیکی مجزا قرار داده شد و ضمن 
سپس محلول . افزودن مکرر نیتروژن مایع کاملا خرد گردید

رم  گ2به ازاي هر ( به آن افزوده شد) mol/l)9/0 اسیدپرکلریک
  ).  میلی لیتر و در دماي صفر درجه5/6 بافت،

 60به مدت ،بعد از این مرحله جهت تخریب کامل سلول ها
 lab) وات عمل سونیکاسیون صورت گرفت100ثانیه و با شدت 

sonic L-40TL).سانتریفیوژ محلول هموژنیزه بدست آمده را 
سپس  و )rpm2000 دقیقه، 15به مدت ، درجه4دماي(کرده 

میکرولیترمحلول 800ی شدن اسید به میزانجهت خنث
به آن افزوده شد و مجددا  )l/mol2( هیدروکسید پتاسیم
 .)rpm2000  دقیقه،5به مدت   درجه،4 دماي( سانتریفیوژ گردید

 شده و از آن پودر خشکی Lyophilize آنگاه نمونه تهیه شده
جهت ثبت . درجه نگهداري گردید– 80تهیه و در دماي

اضافه شده و  )میلی مولارEDTA)2لیتر محلولمیکرو400طیف،
 20سپس مقدار . میلی لیتر افزایش داده شد5/0حجم نمونه به 

محلول اسید   میکرولیتر100به اضافه D2Oمیکرولیتر 
به آن افزوده و نهایتا محلول حاصله درون لوله )% 1/0(ارتوفسفریک

NMR)  کلیه طیف .منتقل گردید ) میلی متر5/0به قطر
 درجه و توسط دستگاه2 در دماي NMR-Pهاي

NMR(BRUKER500DRX) ثبت گردید 

  یافته ها
در بررسی میکروسکپ :نتایج حاصل از مطالعات میکروسکپی

عمده سلول هاي تیموسیت سالم بوده و ،نوري تیموس گروه شاهد
 در )1شکل (تنها تعداد کمی سلول آپوپتوتیک مشاهده گردید

هاي آپوپتوتیک با هسته هاي تیموسیت ،حالی که در گروه آزمون
به فراوانی مشاهده )نسبت به سلول هاي سالم(متراکم و تیره

در بررسی میکروسکپ الکترونی، تیموسیت هاي .)2شکل(گردید
آپوپتوتیک با کروماتین متراکم و به شکل توده هاي تیره رنگ در 

از سلول هاي ) 3شکل )(حاشیه هسته و تشکیل اجسام آپوپتوتیک
وشه هاي هتروکروماتین محیطی و باریکه نازك با خ(سالم 

  ).4شکل (قابل شناسایی بودند)سیتوپلاسمی در حاشیه

   بر اساس شمارش سلولی در گروه شاهد حدود
 از سلول ها آپوپتوتیک بودند در حالی که در % 26/0±11/1

نتایج .  سلول ها آپوپتوتیک بودند% 03/86±91/0گروه آزمون 
راساس نتایج بدست آمده،میانگین ب: NMRحاصل از ثبت طیف
سطح زیر طیف مربوط به گروه هایفسفات (طیف ثبت شده

ATP(13068/2 ±031/0در گروه شاهد)  و در گروه )1طیف
  ی باشدم) 2طیف (7864/1 ±018/0آزمون 
  

  
، تیموسیت هاي )گروه شاهد(بافت تیموس -1 شماره شکل

  )E&H -× 400(نرمال
  

  
، تیموسیت هاي آ )گروه آزمون(بافت تیموس -2 شماره شکل

  )E&H -×400(پوپتوتیک
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، تیموسیت هاي )گروه آزمون(بافت تیموس -3 شماره شکل

  )EM -×3000(آپوپتوتیک

 
، تیموسیت هاي )گروه شاهد(بافت تیموس -4 شماره شکل

 )EM -×4500(نرمال
 

 

 
 

  )NMR-P(در سلول هاي نرمال گروه شاهدATPمیزان.1طیف
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  )NMR-P(در سلول هاي آپوپتوتیک گروه آزمون ATPمیزان.2طیف
  

  بحث
از آنجائیکه اولا در پی القاي آپوپتوز توسط 
دگزامتازون،کلیه سلول هاي موجود در بافت تیموس متحمل 
روند مرگ سلولی نشده و بخشی سالم باقی خواهند ماند و ثانیا 

در گروه هاي مورد مطالعه مربوط به ATPمقادیر محاسبه شده
اعم از سلول هاي (کلیه سلول هاي موجود در تیموس می باشد

لذا جهت تفکیک سلول هاي سالم از ).آپوپتوتیک و سالم
اي که صرفا مربوط ATPآپوپتوتیک و همچنین محاسبه مقادیر

به سلول هاي آپوپتوتیک باشد،شمارش سلولی صورت گرفت و 
 تیموسیت هاي آپوپتوتیک محاسبه گردید بطوري که در %

 %03/86±91/0و در گروه آزمون11/1 ±26/0گروه کنترل
در گروه ATPاز طرف دیگر میزان .نددآپوپتوتیک بوسلول ها 
 7864/1±106/0 و در گروه آزمون13068/2±031/0 کنترل

  .بوده است
در سلول هاي آپوپتوتیک نسبت به ATPمیزان کاهش 

کلیه سلول هاي  .سلول سالم مطابق روش زیر محاسبه گردید
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درسلول ATPمقدار A%)=100(گروه شاهد، سالم فرض شد
 سلول هاي سالم گروه % B)= 13068/2(وه شاهدهاي سالم گر

در سلول هاي سالم گروه ATPمقدار  C)=100-03/86(آزمون
   1X=آزمون 

100
0386100130682

1
)/(/ −×

=
×

=
A

CBX  

  سلول هاي آپوپتوتیک گروه آزمون ATPمیزان 
83201297601306822 /// −−=X  

، )A)=13068/2( (سلول هاي سالم گروه شاهد در ATP مقدار
 هاي آپوپتوتیک گروه آزمونسلول ATPمیزان 

))8320/1=(B( ،% ATP  در  %100در سلول هاي گروه شاهد
در سلول هاي آپوپتوتیک نسبت  C( ،% ATP (نظر گرفته شد
  )3X (به سلول سالم

032686130682
83201100

3 /
/

/
=

×
=

×
=

A
BCX  

 % 86سلول هاي آپوپتوتیک حدود ATPدر مجموع میزان
 آنجایی که از.سلول هاي سالم گروه کنترل برآورد شده است

آپوپتوز فرایندي فعال و وابسته به انرژي است و اعمالی نظیر 
فعالیت آنزیمها،تراکم کروماتین و تشکیل وزیکولهاي آپوپتوتیک 
کاملا تنظیم شده و نیازمند صرف انرژي است لذا انتظار می رود 
 در طی روند مرگ سلولی آپوپتوسیس کاهش شدید در میزان

ATP یافته هاي  .)2،12،13(نگردد درون سلولی مشاهده
در سلول هاي  ATP تحقیق حاضر نیز موید عدم کاهش شدید

در این زمینه .آپوپتوتیک نسبت به سلول هاي سالم می باشد
 سلول هاي آپوپتوتیک را ATPمیزان)4،5(گروهی از محققین

به روش لومینومتري بررسی نمودند و به این نتیجه رسیدند که 
 %20سلولی کوچکتر و یا مساوي درون ATPچنانچه میزان

سلول هاي سالم باشد، علائم نکروز و در صورتی که این مقدار 
حد واسط (علائم بینابینی مرگ سلولی،  باشد%50 تا 30بین

مشاهده خواهد شد و در پی افزایش بیش از ) نکروز و آپوپتوز
  . ،علائم آپوپتوز دیده می شود50%

ون سلولی درATPمیزان)6(گروه دیگري از محققین
 لوسیفراز مورد  سلول هاي آپوپتوتیک را با استفاده از تکنیک

درون سلولی ATPاین محققین حد آستانه.بررسی قرا دادند
 سلول سالم %25 الی 15مورد نیاز جهت آپوپتوز را حدود

امروزه روش هاي متعددي جهت اندازه .گزارش نمودند
 درون سلولی وجود دارد که می توان از ATPگیري

HPLC)14(،UV)15(لوسیفراز،)و )4،5(، و لومینومتري)6 
در تحقیق حاضر از تکنیک . روش هاي آنزیمی دیگر نام برد

رزونانس مغناطیس هسته با قدرت تفکیک بالا براي نخستین 
 درون سلولی استفاده گردید ATPبار جهت اندازه گیري میزان

سبت به که روشی به مراتب دقیق تر و با قدرت تفکیک بالا تر ن
سایر تکنیک هاي موجود جهت اندازه گیري ملکول هاي درون 
سلولی می باشدبطوري که تمامی ترکیبات فسفردار مورد 

در آن واحد و در یک  AMP و ATP ،DADمطالعه اعم از 
طیف خاص مشاهده و مورد ارزیابی قرار می گیردبه گونه اي که 

ه و تحلیل رابه طور همزمان مورد تجزی می توان تغییرات آن
 ،از دیگر ویژگی ها ي مهم و حائز اهمیت این تکنیک.قرار داد

ثبت طیف می باشد چرا که در پی استخراج  تنظیم دما در زمان
ATPفعالیت متابولیک ،از سلول با وجود خنثی کردن آنزیمها

 در طی ATPتا حدودي وجود خواهد داشت و لذا امکان تجزیه
لذا در تحقیق .)16،17(اشتمراحل اندازه گیري وجود خواهد د

درجه ثبت گردید و در نتیجه 2حاضرکلیه طیف ها در دماي 
  . اندازه گیري شده به واقعیت نزدیکتر می باشدATPمقدار

  نتیجه گیري
سلول ATPبراساس نتایج حاصل از این تحقیق میزان

 سلول هاي سالم گروه کنترل %86هاي آپوپتوتیک حدود 
 است که آپاپتوز فرایندي فعال و میباشد و بیانگر این واقعیت

وابسته به انرژي است و لذا کاهش قابل توجه اي در میزان 
  . انرژي درون سلولی صورت نمی گیرد
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