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Abstract 
  
Background: Q10 coenzyme is a potent antioxidant in the mitochondrial membrane. Releasing the oxygen 
free radicals occurs in the cerebral ischemia. Using Q10 coenzyme causes strength against oxidative after 
injury of cerebral ischemia during reperfusion. Also CoQ10 plays an important anti-apoptotic role to reduce 
Caspase 3 as a key enzyme neuroprotective in apoptosis. According to the sensitive nature of CA1-
Hypocampus pyramidal neurons against the cerebral ischemia, we studied the effects of CoQ10 in this area 
of rat`s brain after transient general ischemia/ reperfusion.  
Materials and methods: We selected randomly 24 heads of Wistar rats under 250-300 g weights that 
divided into 4 groups, including control, experiment (ischemia, Q10), ischemia and Q10 coenzyme groups. 
Then we separated the hippocampus from the brain expression of pro-apoptosis genes was studied. After 
extraction of RNA and synthesis of cDNA, we used real time RCR methods to express this gene.  
Results: The expression of Bad gene in experiment group (Q10, 10mg/Kg) significantly decreased compared 
to ischemia group (p<0.05). 
Conclusion: It seems that ischemia caused to increase the expression of Bad pro-apoptic gene, and CoQ10 
with dose of 10mg/Kg has effects on the expression of Bad gene and prevent the severity of lesions. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  302تا  296صفحات ، 98 زمستان، 4، شماره 29 ورهد

  

 يمغز یسکمیپس از ا Q10  میکوآنز  ریمتعاقب تاث Badژن  انیب رییتغ یسبرر

  نر ستاریو ییموش صحرا پوکامپیدر ه

 1یتیشاه عنا یروانیش می، مر2يانتظار حهیمل، 1اسفه	یفرنوش کاظم

     
 ایران دامغان، واحد دامغان، کارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی، 1
  ایران علوم پزشکی تهران، تهران، ،دانشگاه آزاد اسلامی  وه زیست شناسی،دانشیار، گر2

   کیدهچ

هاي آزاد سازي رادیکال ،پس از ایسکمی مغزي است.قوي در غشاء داخلی میتوکندري  یآنتی اکسیدان ،کوآنزیم کیوتن :سابقه و هدف

در برابر اکسیداتیو در زمان رپرفیوژن بعد از آسیب مغزي ایسکمیک مقاومت باعث  استفاده از کوآنزیم کیوتن .افتدآزاد اکسیژن اتفاق می

ترین نواحی نسبت به ایسکمی، ناحیه که از حساس . از آنجاییردکاهش آپوپتوز نقش آنزیمی حفاظتی عصبی را دابا همچنین شود و می

1CA 1بر روي ناحیه  اثر حفاظتی کوآنزیم کیوتن ،هیپوکامپ است. در این مطالعهCA ویستار متعاقب  پوکامپ موش صحرایی نرهی

  .ایسکمی/ رپرفیوژن فراگیر گذرا بررسی شد

 ،گروه 4به و گرم به طور تصادفی انتخاب  300تا  250سر موش صحرایی نر نژاد ویستار به وزن  24 ،در این مطالعه :روش بررسی

تقسیم شدند. در پایان مطالعه  کنترل کوآنزیم کیوتن و/ کیوتن)، گروه ایسکمی، گروه شامل گروه کنترل، گروه آزمایشی (ایسکمی

 Realاز روش  cDNAو سنتز  RNAرات بیان ژن پیش آپوپتوزي بررسی شد. پس از مراحل استخراج یتغیو  هیپوکامپ از مغز جدا شد

time PCR بیان ژن مورد بررسی قرار گرفت.   

 داشت  يداریمعن نسبت به گروه کاهش لوگرمیگرم بر ک یلیم10دوز  با وتنیک میکوآنز یشیدر گروه آزما Bad ژن انیب ها:یافته

)05/0<p(.  

میلی گرم بر 10با دوز  شود و کوآنزیم کیوتنمی Badرسد ایسکمی باعث افزایش بیان ژن پیش آپوپتوزي به نظر می گیري:نتیجه

  .شودباعث جلوگیري از شدت ضایعات می Badبا تاثیر بر روي بیان ژن  کیلوگرم

 .پوکامپیه ،یسکمی، اBax ، ژنQ10 میکوآنز واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

ایسکمی/ رپرفیوژن آسیب بافتی است کـه پـس از یـک دو راه    

گردانـد.  ایسکمی یا عدم اکسیژن جریان خون را به بافت بر می

شـود کـه یکـی از    ایسکمی/ رپرفیوژن باعث مرگ سـلولی مـی  

حـاد کلیـوي و پیونـد    بـا نارسـایی   همراه مشکلات بالینی مهم 

                                                
 حـه یمل ،ژنتیـک تهـران، گـروه    یواحـد علـوم پزشـک    یآزاد اسلام دانشگاه، تهران: آدرس نویسنده مسئول

 )  email: mentezari@iautmu.ac.ir(ي انتظار

ORCID ID: 0000-0003-4191-3351     

  12/9/97 :تاریخ دریافت مقاله

  7/12/97: تاریخ پذیرش مقاله

مهمترین وقایع آسیب شناسی در جریان ایسـکمی   کلیه است.

العمل التهابی بـیش از انـدازه، تخلیـه ذخـایر     عبارتند از عکس

انرژي، آپوپتوز، کاهش جریان خون مغز کـه منجـر بـه تخلیـه     

ذخایر انرژي سلولی و سایر ترکیبات حاوي اتصالات فسفات پـر  

ــتلال در  ــردد، اخ ــی گ ــرژي م ــپ ان ــت پم ــونی، فعالی ــاي ی ه

هایپوکسیک و اسـیدوز داخـل سـلولی بـه علـت      دپلاریزاسیون

متابولیسم بی هـوازي، افـزایش سـدیم، کلسـیم و آزاد سـازي      

هـاي کاتالیتیـک، تحریـک    اسیدهاي آمینه، فعال شـدن آنـزیم  

هـاي آزاد  ) و آزادسـازي رادیکـال  NOتولید نیتریـک اکسـاید (  

هـاي  زمینـه توسـعه درمـان    لذا تحقیقـات در  ).2، 1( اکسیژن
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ــبی (  ــاظتی عص ــروري Neuroprotectiveحف ــتند ) ض ــا  هس ت

هـاي دیگـر بـراي    بتوانند به تنهـایی یـا در ترکیـب بـا درمـان     

پیشگیري و یا بهبود عوارض ناشی از سـکته ایسـکمیک مـورد    

   ).3( استفاده قرار گیرند

(یک آنتی اکسیدان لیپوفیل ویژه) یکی از اجزاي Q 10کوآنزیم

که به عنـوان   ري زنجیره  انتقال الکترون میتوکندري استضرو

هاي آزاد، در غشاهاي لیپیـدي  یک روبنده کننده قوي رادیکال

ــرح   ــدریایی مط ــت. و میتوکن ــولی  اس ــول مولک  CoQ10فرم

،4O90H59C و وزن مولکولی آنg/mol  34/863  1(شکل است (

)5 ،6 .(  

 
  ساختار شیمیایی کوآنزیم کیوتن .1شکل 

  

ــازي      از آ ــزي، آزادس ــکمی مغ ــال ایس ــه دنب ــه ب ــایی ک ن ج

لذا با ترمیم پیامدهاي  ،افتدهاي آزاد اکسیژن اتفاق میرادیکال

کـه   )7( آسیب نـورونی کـاهش یابـد   د نامرغوب نورولوژیکی بای

، مقاومت در برابر اکسیداتیو استرس را Q10استفاده از کوآنزیم 

پرفیوژن بعـد از  شود و انرژي زیستی مغز را در زمان رباعث می

 coQ10. اسـتفاده از  )8( دهدآسیب مغزي ایسکمیک بهبود می

نقش یک آنتـی   3به عنوان یک نوروپروتکتیو با کاهش کاسپاز 

هـا نظیـر   آنتـی اکسـیدان  ). 9کند (آپوپتوز را در سلول ایفا می

و  LDHتوانند درکـاهش فعالیـت سـیتوزولی    می Q10 کوآنزیم

یابنـد  پرفیوژن افـزایش مـی  که در پی ایسـکمی/ر  +Ca2سطح 

تـر بـودن   . بر این اساس و با توجه به حسـاس )10( مؤثر باشند

هیپوکامپ در برابر ایسـکمی   CA1هاي پیرامیدال ناحیه نورون

 بیـان  مغزي،  در این تحقیق به بررسی اثر یوبیکینون بر تغییـر 

 موش هیپوکمپ ناحیه آپوپتوزدر میتوکندریایی مسیر Bad ژن

ژاد ویستار،متعاقب ایسکمی/رپرفیوژن فراگیرگـذرا  نر ن صحرایی

     .پرداخته شد

 

  مواد و روشها

 هاي حیوانات  گروه

کـار بـا   	اخلاقـی 	صول ا	کلیه کردن	رعایتگروه هاي حیوانی با 

گـرم بـه طـور      300تـا   250هـا بـه  وزن   رتانتخاب و  حیوانات

    .تایی تقسیم شدند: 6گروه  4تصادفی به 

ــرل 1   ــروه کنت ــگاهی   رت : . گ ــتاندارد آزمایش ــرایط اس ــا در ش ه

  روز) کشته شدند.9( نگهداري شده و در پایان مدت موردنظر

ها در روز پنجم، پس از بیهوشی و جراحـی،  رت . گروه ایسکمی:2 

شریان کاروتید آنها به صورت دو طرفه بسته شده تـا ایسـکمی بـه    

ب آن دقیقه ایجاد و برقراري مجدد جریـان خـون متعاق ـ   20مدت 

  روز، رت ها کشته شدند.4القا شد و بعد از مدت

روز، فقط  روغن سـویا (حـلال کـوآنزیم     5 ها که به مدت. از رت3

10Q (        ،را دریافت کـرده بودنـد، بیهـوش شـده و بـا عمـل جراحـی

شریان کاروتید آنها به صورت دو طرفه بسته شـده و ایسـکمی بـه    

عاقـب آن، القـا   دقیقه و برقراري مجدد جریـان خـون مت   20مدت  

روغن سـویا را دریافـت کـرده و در روز    دوباره روز  3شد و به مدت 

  چهارم بعد از ایسکمی (روز نهم) کشته شدند.

. در گـروه هـاي  آزمایشــی تحـت درمـان بــا یوبیکینـون بــا دوز      4

میلـی گـرم بـر کیلـوگرم بـه       100میلی گرم بر کیلوگرم و دوز 10

رده و پــس از بیهوشــی و را دریافــت کــ 10Qروز کــوآنزیم  5مــدت 

جراحی، شریان کاروتید آنهـا بـه صـورت دو طرفـه بسـته شـده و       

دقیقه و برقراري مجدد جریان خون متعاقـب   20ایسکمی به مدت 

را با دوزهاي ذکـر   10Qکوآنزیم دوباره روز،  3آن القا شد و به مدت 

(روز نهـم)، کشـته    شده دریافت و در روز چهارم بعـد از ایسـکمی  

  یپوکامپ آنها مورد بررسی قرارگرفت.و ه ندشد

  . cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

پس از برداشت بافـت مـوردنظر از هیپوکامـپ رت و نگهـداري در     

گراد، ابتـدا اجـزاي سـلولی از محاصـره غشـایی      درجه سانتی - 70

استخراج و براي صحت  RNAسپس به روش ترایزول  خارج شد و

مــورد  RNAمیــت از  طریــق اسپکتروســکوپی ک RNAاســتخراج 

در  Nanodropتوسـط دسـتگاه    RNAارزیابی قرار گرفت. غلظـت  

دازه گیـري شد. 230و  280، 260طول موج   نانومتر انـ

ودگی با پــروتئین) و   A 260/280طیف جـذبی   خلوص (عـدم آلـ

230/260 A   (ا فنـل و کلــروفرم ودگی بـ بررسـی  خلوص (عـدم آلـ

انتخـاب   cDNAود براي سنتز ب 280/260≤8/1هایی کـه نمونـهو 

ساخت مستر جهت سـنتز   براي. انتقال داده شدند - 80به فریزر و 

cDNA استفاده شد.کیت شرکت سیناکلوناز  طبق دستور 
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طراحـی   Primer 3و  Generunnerپرایمرها بـه کمـک نـرم افـزار     

شـد و از نظـر اختصاصـی بـودن چـک       Ncbi، BLASTشده و در 

  .)1شدند (جدول 

  

   Gapdhو  Badتوالی پرایمر طراحی شده . 1جدول 

درصد 

CG 

طول 

bp 

دماي 

 ذوب

توالی پرایمر  ژن 

60 20 0/58  GGAGCATCGTTCAGCAGCAG Bad F 

2/52  23 6/57  CCATCCCTTCATCTTCCTCAGTC Bad R 

50 22 8/57  AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG Gapdh F 

6/54  22 7/56  CATACTCAGCACCAGCATCACC Gapdh R 

  

Real time PCR                         
ــدا  ــا  cDNAابت ــه غلظــت DDWب ــق  Pmol/μL 2/0 ب ــه ورقی  ب

Master mix، cDNA پلیـت مـورد نظـر را     اضافه شدند. و پرایمرها

عملکـرد و   وقــرار داده     Step one plus Real Timeدر دسـتگاه  

بـه عنـوان ژن هـدف و     Badاختصاصت پرایمرها چک شـدند. ژن  

Gapdh عنـوان ژن مرجـع انتخـاب شـدند. واکـنش       بهRT-PCR 

تست به صورت سـه   هاي کنترل وبراي ژن هدف و مرجع در نمونه

برنامه زمانی و دمایی واکـنش  . اي انجام شدخانه 96تایی در پلیت 

PCR  در دســتگاهRT PCR مــدل ABI step one plus Real 

Time PCR انجام گرفت. 2مطابق جدول  

  

  PCR ییدما و یانبرنامه زم .2 جدول

  
  

مراحل فـوق بـراي عـدم    .در مرحله دوم منحنی ذوب تشکیل شد 

آلودگی و سنجش عملکرد صحیح پرایمرهـا انجـام شـد و پـس از     

ها به صـورت جداگانـه بـا    اطمینان از مواد مذکور هر کدام از نمونه

ها در دستگاه قرار گرفتنـد.  پرایمر جهت بررسی بیان ژن در چاهک

منفی) براي تائیـد عـدم آلـودگی درحـین انجـام      (کنترل  NTCاز 

 بود. cDNA  آزمایش استفاده شد. کنترل منفی فاقد

در مرحله دوم براي سـنجش   PCR  ییبرنامه زمانی ودما 3جدول 

پرایمرها هر کدام از آنها با یک نمونـه کنتـرل مـورد بررسـی قـرار      

 براي اطمینـان از  Real Time PCRگرفتند و پس از اتمام واکنش 

اختصاصی بودن پرایمرهـا و نمـایش طـول قطعـات تکثیـر شـده،       

  .ها به ژل پلی آکریل آمید منتقل شدندنمونه
  

 در مرحله دوم  PCR ییبرنامه زمانی ودما. 3 جدول

  دما 
  زمان ( ثانیه )

95  15  

60  60  

95  15  

 

  تحلیل آماري      

مقایسـه بیـان و   جهـت   restها توسط نرم افزار آمـاري  تحلیل داده

  ها انجام شد.  نسبت

  

  هایافته

  صحت پرایمر   تایید

قطعات  نشان دهنده طول صحیح وتک باندبودن 2 شکل 

و طول  Badطول قطعه ژن تکثیرشده با پرایمرهاست (

  ). Gapdhقطعه 

 
 براي تکثیرنمونه کنترل با پرایمر PAGEنتیجه  . 2شکل 

  

و  Gapdhدرصد براي ژن  99نحنی استاندارد با بازده م

  .)3شکل (شد محاسبه  Badدرصد براي ژن  100

 آنالیز منحنی ذوب (تفکیک) 

 PCRمنحنی ذوب بیانگر محصولاتی است که طی واکنش 

اي بودن تکثیر اختصاصی قلهدلیل تک ه شوند. بتکثیر می

قطعات ژنی مورد نظر، عدم جفت شدن پرایمرها و عدم 

تکثیر قطعات غیر اختصاصی براي هر ژن با استفاده از 

ذوب مربوط به  4 شکلمنحنی ذوب (تفکیک) تعیین شد. 

  Gapdhرا به ترتیب در مقایسه با ژن مرجع   Badژن  

 دهد. نشان می
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a 

  
b  

 Gapdh   (b)و Bad(a) هايمنحنی استاندارد مربوط به ژن .3شکل 

  

 
a                                                                  
                                                                    

   
b 

ــکل  ــده ژن   . 4ش ــه تکثیرش ــی ذوب قطع ــه ذوب  Badمنحن ــا نقط ب

˚C47/79 (a)   و ژنGapdh  دماي ذوب˚C46/82(b)  

  و آنالیزهاي آماري   Badبیان ژن 

هاي مختلف گروه رد Bad هايبیان ژن نتیجه 1نمودار 

   دهد.نسبت به کنترل را نشان می

  

  

 
 هاي مختلف نسبت به کنترلدرگروه BADنسبت بیان ژن  .1 نمودار

  

  بحث

 استراتژي موثري با معضل ایسکمی پیدا نشده استتاکنون 

ض جانبی دارو این امر شاید به علت کمبود اثر و یا عوارکه 

به عنوان یک استراتژي  ناخیرا استفاده از یوبیکینواست. 

مناسب و جدید در نقش یک نورو پروتکتیو مورد ملاحظه 

  ). 7( قرار گرفته است

ت در ممقاواست دارویی است که اثبات شده  Q10کوآنزیم 

شود و انرژي زیستی مغز را در برابر اکسیداتیو را باعث می

بعد از آسیب مغزي ایسکمیک بهبود زمان رپرفیوژن 

هاي آزاد سازي رادیکالافزایش بخشد. از آنجا که می

به  لذا ،افتداکسیژن به دنبال ایسکمی مغزي اتفاق می

منظور ترمیم پیامدهاي نامرغوب نورولوژیکی و جلوگیري از 

کوآنزیم  .دنها کاهش یابآسیب نورونی باید این رادیکال

Q10  و شود اکسیداتیو استرس میبرابر باعث مقاومت در

ژي زیستی مغز را در زمان رپرفیوژن بعد از آسیب مغزي ران

راهی این ماده از  استفاده که دهدایسکمیک بهبود می

 Q10یر کوآنزیم ظها ناکسیدانرسد. آنتیمنطقی به نظر می

و سطح  LDHتوانند در کاهش فعالیت سیتوزولی می

یابند موثر رپرفیوژن افزایش می /کلسیم که در پی ایسکمی

مشخص شده است باشند. همچنین در مطالعات حیوانی 

 مرگ سلولباعث کاهش  3 کاهش کاسپاز با  Q10آنزیم 

  ). 6( شودبه عنوان یک نوروپروتکتیو مطرح  میکه شود می

1.4 

1.2 

1 

0.8 

0.6 

0.4 

     
Kg

mgQ 10,10

      
Ischemic

Kg
mgQ 100,10

    

* 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ia

u.
29

.4
.2

96
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
13

98
.2

9.
4.

3.
3 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
8-

24
 ]

 

                               5 / 7

http://dx.doi.org/10.29252/iau.29.4.296
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1398.29.4.3.3
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1683-en.html


 301/ و همکاران  اسفه یفرنوش کاظم                                                                                      98 مستانز    4 شماره   29 دوره

به سمت  است که مسیر رازي آپوپتوپیش یک ژن  Badژن 

می در آپوپتوتیک شدن برد و نقش مهپتوز پیش میوآپ

این ر شود بهتسلول دارد. هر گاه بیان ژن پروآپوپتوتیک بیش

شود. هیچ پتوز هدایت میومعناست که سلول به سمت آپ

آپوپتوز  Badتوان ادعا کرد که به دلیل افزایش ژن گاه نمی

زیرا عوامل دیگري هم دخیل هستند ولی  ،رخ داده است

که یک ژن پیش برنده آپوپتوز توان به این نتیجه رسید می

  .)11( است

پیش  ژن جهش کردن غیرفعال مشخص شده است با

 یافته و در نتیجهپتوز کاهش وفعالیت آپ Bad زيآپوپتو

بررسی میزان بیان  با  .)12( دیابمی کاهش نیز سلولی مرگ

با صحرایی  موش وکامپپهی  CA1در ناحیه Badژن 

که بیان ژن شد خص مش نوروتوروفیک استفاده از داروي

BAD 13، 1( یابدمی کاهش نوروتوروفیک ازاستفاده بعد(. 

در آسیب ایسکمیک  Bcl2نقش اعضاي خانواده درخصوص 

یا  Bcl2که تظاهر مقدار بالاي مشخص شده است مغز 

 Bcl2افزایش تظاهر سایر اعضاي آنتی آپوپتوزي خانواده 

 یی سیتوکرومرها .کاهدمی آپوپتوز نورونیاز   Bcl xlمثل 

C پس از ایسکمی به علت فعالیت  از میتوکندريBax  و

آید. به وجود می Bcl2سایر اعضاي پرو آپوپتوتیک خانواده 

به سرعت از سیتوزول به میتوکندري  Baxافزایش سطح 

  .)14( کندنقل مکان می

به عنوان یک ماده  Q10بررسی داروي با این  مطالعه در 

تغییر آپوپتوز در امر  ،Badن ژ کنترل بیان حفاظتی بر

نتایج این پژوهش از . شدتایید ناشی از ایسکمی/ رپرفیوژن 

و شت حکایت دا Badتاثیر ایسکمی بر افزایش بیان ژن 

با کاهش بیان میلی گرم بر کیلوگرم 10با دوز  Q10داروي 

   .جلوگیري کردشدت ضایعات ز ا Badژن 
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