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 چكيده
   بر رشد وزيكول چشمي در موش Fos تعيين اثر رتينوئيك اسيد وميتوژنها وبيان پرو تئين :هدف

 بوده و مصرف زياد آن باعث ايجـاد ناهنجاريهـاي مـادرزادي ونيـز               A از مشتقات سنتتيك ويتامين      (RA) رتينوئيك اسيد  :مواد و روشها  
 و انـسولين كـه      Serum ,Bombesinميتوژنها به تركيباتي نظيـر      . د  شو  مي ايش راديكالهاي آزاد ونتيجتĤ پراكسيداسيون ليپيدها دربدن      افز

لقـاء   ااين تركيبات يك سري فاكتورهاي رشد خارجي هستند كـه باعـث   .شود  ميدهند گفته  ميتعداد دفعات تقسيم سلولي را افزايش
 يكي از عناصر ضـروري در پيـشبرد تنظـيم سـيگنالهاي             Fosو پرو تئين     ندشو  مي يشبرد تقسيم سلولي   شده و موجب پ    G1cdkساخت  
 با عمـر  Albino- NMRI در اين مطالعه از موشهاي نژاد .دشو  ميموجب تقسيم سلولدر نهايت  كه با بيان ژنهاي ثانويه استميتوژني 

مـشخص شـدن     ه صورت يك نر و دو ماده در يك قفس قرار داده و بـا              موشها را ب  .  دش گرم  استفاده     26±2متوسط شش هفته و وزن    
وزيكـول  (سـپس در محـيط اسـتريل چـشم جنينهـا            . شد جنيني موشها تشريح و جنينها از رحم خارج          5/9 در روز    بارداريروز صفر   

 DMEM (Dulbecc,s  محـيط كـشت  :ه شـد حاوي محيطهـاي زيـر كـشت داد    Well24را خارج كرده و در ظروف  ) چشمي و لنزي

Modified Eagle Medium)  ــسولين ــرل و  ان ــوان محــيط كنت ــه عن ــيددرصــد 10 ســرم ،درصــد 5/2  ب    M n 25  و رتينوئيــك اس
قـرار    درجه37و دماي  درصد Co2 5سپس ظرف حاوي محيط كشت در انكوباتور شامل . ي تيمار در نظر گرفته شدها هبه عنوان گرو

ــس از . داده شــد ــا24پ ــرده  Invert ميكروســكوپ  ســاعت ب ــري ك ــدازه گي ــا را ان ــه وزيكوله   SDS PAGE از روش و  قطــر ثانوي
)Sodium Doclesyle Sulfate Polyacryle Qmideged electerophoresis( براي استخراج پـروتئين وزيكولهـاي محيطهـاي     درصد 9 و ژل

  .دش استفاده Tukey’s test و (One-way ANOVA) از روش آناليز واريانس يكطرفه ها هبراي ارزيابي داد. مختلف استفاده شد 
كند و ميزان پروتئين به طور معني داري در   ميي مورد آزمايش جلوگيريها ه رتينوئيك اسيد از رشد وزيكولها در تمامي گرو:ها ه   يافت

  .اين محيطها كاهش مي يابد
  .يست، بلكه وجود ميتوژنها نيز ضروري است براي رشد كافي نFosتوان نتيجه گرفت كه تنها وجود   مي همچنين:گيري نتيجه
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  مقدمه
 كه مـصرف    است   Aرتينوئيك اسيد يكي از مشتقات ويتامين       

ــاي آزاد و   ــزايش راديكالهـ ــث افـ ــاد آن باعـ ــدر زيـ ه نتيجـ
وئيـك اسـيد و     رتين. ]1[دشـو   مي پراكسيداسيون ليپيدها در بدن   

ايزومرهاي آن همانند هورمونها در بيان ژن اثر گذاشته و سبب     
 All). شـود   مـي  فيزيولوژيك در سلولهاآثار شروع يك سري 

Trans Retinoic Acid) ATRAــده ، در داخــل هــسته ــه گيرن  ب
  بـه Cis RA-9و  RAR (Retinoic Acid  Receptor) پروتئينـي 

(Retinoid X Receptor) RXR بعد از اتصال هر . شود مي  متصل
  تـشكيل RAR / RXR هتروديمـر  ،كدام از آنها به رسپتور خود

 RARE (Retinoic Acidشود كه به ناحيه تنظيمي ژن يعنـي   مي

Response Element) اتصال هتروديمـر . شود  ميصلمت   RAR / 

RXR   به RARE   دهد كـه    مي در روي ژنها كمپلكسي را تشكيل
رتينوئيـك   .]2[دهـد   مي تحت تاثير قرارميزان نسخه برداري را

 ـ    متـصل  RARطـور معمـول وارد هـسته شـده و بـه             ه  اسيد ب
 CRABPs  (Cellular Retinoic  اما در صـورت وجـود  ،شود مي

Acid Binding Protein)    به آن متصل شـده و از وارد شـدن بـه 
 غلظتهاي متفاوت رتينوئيك    ،ماند و به اين ترتيب      مي هسته باز 

وجـود  . ]3[دهـد   مـي  تها نقش كنترلي خود را نشان     اسيد در باف  
 CRABP I وRARرتينوئيك اسيد اضافي در بافتهايي كه داراي 

  .] 4[دهد  ميهستند نقش تراتوژني نشان
ي درون سلولي اند كـه      هااي از پروتئين    دسته هاپروتوانكوژن

طور طبيعي براي رشد سلول ضـروري بـوده و در راسـتاي             ه  ب
 اما ميزان و زمان بيان      ،ها حفظ شده است   تكامل، كد ژنتيكي آن   

. شـود   مـي  وسيله هورمونها و سيگنالهاي مختلف كنترل     ه  آنها ب 
 هرگاه بيان آنها كنترل شده باشـد، فقـط سـبب رشـد سـلولي              

شـوند، ولـي اگـر بـه دلايلـي از كنتـرل خـارج شـوند بـه                    مي
 سـبب تكثيـر بـيش از حـد          ،هشـد پروتئينهاي انكوژن تبـديل     

-cپروتو انكـوژن    . شوند  مي تومورهاي سلولي سلولها و ايجاد    

fos                يكي از ژنهايي است كه از نظـر تكـاملي در تمـامي مهـره 
 يكي از عناصر ضروري در Fosداران حفظ شده است پروتئين     

باشد كه بـا بيـان ژنهـاي          مي پيشبرد تنظيم سيگنالهاي ميتوژني   

 ]5[دگرد  ميثانويه نهايتا موجب تقسيم سلول

  پروتئينهــايي را بــه رمــز درc-jun و c-fosپروتــو انكــوژن 
دهند كـه بـه       مي آورد كه با همديگر تشكيل هتروديمري را       مي

شـود كـه بـه تـوالي          مي  شناخته AP1نام فاكتور نسخه برداري     
ــور و   ــاه درون پروموت ــداد  enhancerكوت ــده و تع ــصل ش  مت

  را كـاهش يـا افـزايش       II پليمـراز    RNAرونوشتهاي مربوط به    
 به تنهـايي نيـز بـه عنـوان فـاكتور نـسخه              jun و   Fos. دهند مي

 نسخه برداري ژنهـايي را  c-myc و   c-fos  كنند  مي برداري عمل 
  در تقسيم سـلولي    S به فاز    G1كه موجب پيشبرد سلول از فاز       

در ســلولهاي ســرطاني ايــن . كنــد  مــيد را تحريــكشــو مــي
فاكتورهاي نسخه برداري در غلظـت بـالايي در درون سـلول            

بـه  Fos و  enhancer پروتـو انكوژنهـا بـه تـوالي     .شوند  ميبيان
شـود    مـي   كه در پروموتور اكثر ژنها يافت      AP1جايگاه اتصالي   

  رتينوئيك اسيد بـا جلـوگيري از فعـال شـدن          . گردد  مي متصل
 AP-16[  تقسيم عادي سلولي را مهار ميكند[.  

 و انسولين كه    Serum ,Bombesinميتوژنها به تركيباتي نظير     
 .شـود   مـي  دفعات تقسيم سلولي را افزايش ميدهند گفتهتعداد

اين تركيبات يك سري فاكتورهاي رشد خـارجي هـستند كـه            
 شـده  G1cdk (Cycline Dependent kKinase)باعث القاء ساخت

 نقش انسولين و    . ]6[گردند  مي و موجب پيشبرد تقسيم سلولي    
  متفـاوت اثبـات    هاي  سرم در پيشبرد تكثير سلولي در آزمايـش       

 البته نقش ميتوژني انسولين بيشتر در فراهم كـردن          .شده است 
 و آماده شـدن بـراي تقـسيم    رشد سلولهابراي شرايط مناسب 

 يـك   ،با اتصال انسولين به رسپتورش و فعـال شـدن آن          . است
 MAPKافتد كه موجب فعال شدن     مي مسير سيگنالي خاصي راه   

 (Mitogen Activated Protein Kinase)جـود ايـن   د كـه و شو  مي
  .]7[استپروتئين براي پاسخ ميتوژنيك ضروري 

   
  مواد و روشها

 با عمر متوسـط  Albino- NMRIدر اين مطالعه از موشهاي نژاد 
 سـانتي گـراد     22 ±2 گرم كه در دمـاي     26±2شش هفته و وزن   

 12ايـن موشـها در شـرايط        .  استفاده گرديـد   ،شد  مي نگهداري
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موشـها را   . رفتنـد  ساعت تاريكي قرار گ    12ساعت روشنايي و    
 به صورت يك نر و دو ماده در يك قفس قرار داده و مشاهده

 و در روز    بارداري در نظر گرفته شـد      روز صفر    ژينال    پلاك وا 
. شـدند  موشها تشريح و جنينها را از رحـم خـارج            5/9جنيني  

سپس در محيط اسـتريل بـا اسـتفاده از تيـغ لانـست و پـنس                 
را خارج كـرده  )  لنزيوزيكول چشمي و  (ظريف چشم جنينها    

 . ه شـد   حاوي محيطهاي زير كـشت داد      Well 24و در ظروف    
 آنتـــي بيوتيـــك   هبـــه همـــرا   DMEM محـــيط كـــشت 

(peneciline/streptomicine)  1 به عنوان محيط كنترل در درصد 
 ،درصـد  5/2نظر گرفته شد و اين تركيبات به اضافه انـسولين           

ي هـا   هان گـرو  به عنو  nM 25 و رتينوئيك اسيد     درصد 10سرم  
سپس ظرف حاوي محـيط كـشت در        . تيمار در نظر گرفته شد    

 درجـه در شـرايط   37و دماي  درصد  Co2 5  انكوباتور شامل
 ساعت با استفاده از     24پس از گذشت    . مرطوب قرار داده شد   

جهـت بلنـد      قطر ثانويه وزيكولها رادردو    Invertميكروسكوپ  
يـري كـرده و     ترين قطـر وزيكـول بـا گراتيكـوليس انـدازه گ           

 الكتروفـورز   بـراي   پروتئين وزيكولهـاي محيطهـاي مختلـف        
 SDS PAGE جدا كردن پروتئينهـا از روش  براي. دشاستخراج 

 از روش آناليز    ها  هبراي ارزيابي داد  . استفاده شد درصد   9و ژل   
 استفاده Tukey’s test و (One-way ANOVA) واريانس يكطرفه

مــورد  ي تيمارهــايســپس پــروتئين وزيكولهــاي چــشم. دشــ
  .دشآن استفاده  از آزمايش استخراج و به منظور الكتروفورز

  
  ها هيافت

بين قطر اوليه وزيكولهاي واقع شده در محيطهاي مختلـف بـا            
 در مطالعـات    بنـابراين . همديگر تفاوت معني داري ديده نـشد      

 تنها قطر ثانويه وزيكولهاي تيمارهاي مختلـف        محققين حاضر 
آناليز آمـاري بـين     . شديكولهاي كنترل مقايسه    با قطر ثانويه وز   

ي اين آزمايش نشانگر اختلاف بين وزيكولهاي كـشت         ها  هگرو
و وزيكولهـاي كـشت   ) 2شكل(شده در محيط حاوي انسولين   

و وزيكولهـاي كـشت     ) 3شـكل     (شده در محيط حاوي سرم      
با وزيكولهاي  ) 4شكل    (شده در محيط داراي سرم و انسولين        

 F(4,25)=17.64} است)  1شكل  (ط كنترل كشت شده در محي

، p<0.0001} . همچنين بررسيpost hoc  نشان داد كه اخـتلاف 
بين وزيكولهـاي كـشت شـده در محـيط حـاوي انـسولين بـا              
وزيكولهاي كشت شده در محيط كنتـرل داراي تفـاوت معنـي            

وزيكولهــاي كــشت شــده در .  اســتp<0.05داري در ســطح 
شــده در محــيط ســرم و محــيط ســرم و وزيكولهــاي كــشت 

 داراي اخـتلاف معنـي دار       p<0.01انسولين با كنترل در سـطح       
  ).1نمودار (بودند 

  

  
 DMEM( روزه در محيط كنترل 5/9 وزيكول چشمي .1 شكل

  ×100: ، بزرگنمايي)آنتي بيوتيك+ 
  

  
،  روزه در محيط انسولين5/9وزيكول چشمي  .2شكل

   ×100: بزرگنمايي
  

شت شده در محيط انسولين و سـرم        مقايسه وزيكولهاي ك  
با وزيكولهاي كشت شده در محيط انسولين و سرم بـه اضـافه       

 نشان داد كه اين دو گروه داراي تفاوت معنـي          ،رتينوئيك اسيد 
  از تفاوت بـين ايـن دو گـروه        . ند هست  p<0.01داري در سطح    

ــوان نتيجــه گيــري كــرد كــه   مــي  ســبب كــاهش رشــد RAت
  . و نيم جنيني شده استوزيكولهاي چشمي در روز نه
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  ، سرم  روزه در محيط5/9 وزيكول چشمي .3 شكل

  ×100: بزرگنمايي
  

  
:  روزه در محيط حاوي سرم و انسولين5/9 وزيكول .4شكل

  × 100:بزرگنمايي
  

در قــسمت دوم كــار پروتئيهــاي وزيكولهــاي تيمارهــاي  
شكل (شد     استخراج   SDS-PAGE الكتروفورز و    برايمختلف  

اسـت   كيلو دالتون    55– 62 بين   Fosوزن مولكولي   و چون   ) 6
ــابراين  ــا وزن  درصــد  9ا از ژل بن ــيلاز ب ــاي آم  42و ماركره

 بـراي  نـشانگر  كيلو دالتون به عنـوان       68 با   BSAكيلودالتون و   
نتيجه الكتروفورز نشان داد كه ميزان .  استفاده شد  Fosشناسايي  

ير محيطهـا   بيان پروتئين در محيط انسولين و سرم بيشتر از سا         
همچنين تفاوت معني داري بين تيمـار انـسولين سـرم بـا          . بود

علاوه رتينوئيك اسيد و سرم و انسولين       ه  تيمار انسولين سرم ب   
شد كه ميزان پروتئين به طور معني داري در           مي به تنهايي ديده  
  .دش  مياين محيطها كم

  
انسولين و ,  روزه در محيط حاوي سرم5/9 وزيكول .5شكل

   ×100: ، بزرگنماييئيك اسيدرتينو

  

  
 5/9الكتروفورز پروتئينهاي استخراج شده از وزيكول  .6 شكل

  SDS-PAGE  درصد  9روزه روي ژل 
  

  
 در تيمارهاي 5/9 مقايسه قطر وزيكولها چشمي روز .1نمودار 

  مختلف

  
  بحث

وسـيله  ه  تواند سبب مهار ژنهايي شود كه ب        مي رتينوئيك اسيد، 
  فعـال  AP-1ري متـصل بـه تـشديد كننـده        فاكتور نـسخه بـردا    
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 براي فعال كردن ژنهـايي كـه مـسئول تقـسيم            AP-1. شوند مي
كـه اجـازه مهـاجرت      , Metalloproteinaseسلولي و بيان آنزيم     

   .]8[ استدهد لازم   ميسلولي را
ــان  ــا در وزيكولFosبي ي گــوش جــدا شــده از جوجــه  ه

ني درمحيط كشت حاوي سرم و انـسولين كـه توانـايي ميتـوژ            
 بـه  Fosبيـان   دهـد   مـي  ساعت افزايش نشان24دارند، در طي 

 القـاء و اثـر آنهـا بـه     Serum Bombesin وسيله ميتوژنهايي نظير
  .]9[گردد   مي رتينوئيك اسيد مهار25nMوسيله غلظت 

 رشـد وزيكولهـاي گوشـي را همـراه بـا            c-fosآنتي سنس   
 Fosين  غلظت زياد پروتئ  . كند  مي  مهار Fosكاهش بيان پروتئين    

براي حفظ رشد وزيكولهاي جدا شده در محيط فاقد ميتوژنها          
 بـه   Fosدهـد كـه بيـان پـروتئين           مـي  نتايج نشان . نيستكافي  

 در جنين   Fosسطح پروتئين   . صورت تكويني تنظيم شده است    
در . كنـد   مـي   تغيير "هيجده و بيست شديدا   مرحله  جوجه بين   

ترين حـد    بيـست بـه بيـش      مرحلههيجده كمترين و در     مرحله  

 بـالا   Fosاگر در ابتداي آزمايش سطح پـروتئين        . رسد  مي خود
 غلظت آن   ، و فاكتورهاي رشد   سرم  باشد حتي با وجود فقدان      

  .]10[شود   مي ساعت همچنان بالا نگهداشته24به مدت 
نيز در محيط كنترل همين نتيجه به دست        حاضر  درمطالعه  

 يك از تيمارهـا پروتئين هر در شكل مربوط به الكتروفورز. دمآ
توان مشاهده نمود كه در حضور سرم و انـسولين افـزايش             مي

پروتئين وجود دارد، در حالي كـه درمحـيط داراي رتينوئيـك            
 Fosاسيد اين اثر مهارشده است و در محيط كنترل نيـز ميـزان              

توانـد    مـي   اما با رشد وزيكول روبرو نيستيم اين امـر         ،بالاست
توان نتيجه گرفـت      مي اشد، پس ناشي از عدم وجود ميتوژنها ب     

 بـراي رشـد كـافي نيـست، بلكـه وجـود       Fosكه تنهـا وجـود      
 درمحـيط داراي سـرم و   Fos يالقا ميتوژنها نيز ضروري است

حـضور غلظتهـاي    انسولين توسـط انكوباسـيون وزيكولهـا در   
   .]11[د گرد  ميمهار RA پايين 
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