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هاي تخمدان هامستر در آپوپتوز سلول) IGF-I( اثر فاکتور رشد مشابه انسولین
  چینی جهت تولید داروهاي زیستی

شیوا  ،2جمال مشتاقیان ،3هومن کاغذیان، 1سید محمد اطیابی، 2مهران میراولیایی ،1،2سمیه پیروزمند
 3داریوش نوروزیان ،4ایرانی

 
  تیتو پاستور ایرانتوسعه، مجتمع تولیدي و تحقیقاتی انس بخش تحقیق و 1
   ، دانشگاه اصفهاندانشکده علوم شناسی، بخش سلولی و مولکولی، گروه زیست 2
   تیتو پاستور ایرانبخش پایلوت بیوتکنولوژي، انس 3
  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، دانشکده علوم پایه، ی زیست فناوريمرکز تحقیقات مهندس 4

  چکیده
هاي بدون سرم در کشت سلولی،  مدت بقاء آنها در محیط ها ناشی از آپوپتوز و حفظ طولانیتوانایی کاهش مرگ سلول :سابقه و هدف

هاي ، فاکتور رشد انتخابی جهت تکثیر سلول)I -IGF(فاکتور رشد مشابه انسولین . باشند هاي نوترکیب می موضوعات مهمی در تولید پروتئین
کننده  هاي القاء آپوپتوزي در برابر محرك هاي کشت بدون سرم است که علاوه بر فعالیت میتوژنی، داراي فعالیت آنتی پستانداران در محیط

هاي تخمدان ساعت بر روي رده سلول 48و  24  هاي طی زمان IGF-I وتهاي متفا آپوپتوزي غلظت در این مطالعه، اثر آنتی. باشد می مرگ
 .بررسی گردید K1مستر  ها

کشت داده  بیوتیک به همراه ده درصد سرم جنین گاوي حاوي آنتی DMEMها در محیط کشت سلولاین مطالعه تجربی، در  :یسروش برر
اضافه  IGF-Iلیتر  میلی/نانوگرم 10- 50هاي م حذف شد و در نهایت غلظتگردید، سر ها توسط متوتروکسات القاءدر سلول آپوپتوز .شدند
  . مورد بررسی قرار گرفت) MTT(ها با روش تعیین تکثیر و بقاء سلولی و تکثیر سلول 3پتوز توسط کیت تشخیصی کاسپاز  فرایند آپو. گشت
/ نانوگرم IGF-I )50به طوري که در بالاترین غلظت  ،ن دادداري را نشایکاهش معن 3، فعالیت کاسپاز  IGF-Iبا افزایش غلظت :هایافته
مشاهده شد که  3برابر کاهش فعالیت کاسپاز  4/1و  7/1ساعت به ترتیب  48و  24و با مقایسه با گروه کنترل منفی، پس از تیمار ) لیتر میلی

 . باشد می) متوتروکسات(هاي القایی آپوپتوز  برابر محركهاي کشت داده شده در آپوپتوزي این فاکتور جهت حفظ بقاء سلول موید فعالیت آنتی
 .آپوپتوزي کاهش داد را در شرایط القایی  CHO-K1هاي ریزي شده سلول آپوپتوزي، مرگ برنامه به عنوان فاکتور آنتی IGF-I :گیرينتیجه

  .، کشت سلولی3سپاز هاي تخمدان هامستر چینی، فاکتور رشد مشابه انسولین، کاآپوپتوز، سلول :واژگان کلیدي
  

  1مقدمه
ریزي شده سـلول یـک فراینـد ژنتیکـی      مرگ برنامهیا آپوپتوز 

بـراي   شـود و هـاي محیطـی فعـال مـی     است که توسط محرك
ــد    ــده چن ــود زن ــتازي موج ــی، هموس ــوین طبیع ــلولی،    تک س

                                                
 ، دکتـر توسعه، مجتمع تولیدي و تحقیقـاتی انسـتیتو پاسـتور    بخش تحقیق وتهران، : نویسنده مسئولآدرس 

  )  email: mohammadatyabi@yahoo.com( سید محمد اطیابی
  15/12/1390: تاریخ دریافت مقاله
  1/7/91 :تاریخ پذیرش مقاله

). 1-3( باشد هاي ایمنی ضروري می فرآیندهاي دفاعی و پاسخ
ئـز   حـا  ران که از نظر صـنعتی  هاي سلولی پستاندا در کشت رده

هـاي تخمـدان هامسـتر چینـی     اهمیت هسـتند، ماننـد سـلول   
(CHO: Chinese Hamster Ovary Cells)  هاي کلیـه  و سلول

در  (BHK: Baby Hamster Kidney Cells)نـوزاد هامسـتر   
ها در آن رشـد  که سلول دستگاهی در کشت سلولی( بیوراکتور

علـت   بـه  توانـد   ع اسـت کـه مـی   بسیار شـای  ، آپوپتوز)کنند می
فیزیولـوژي ماننـد    محدوده وسیعی از فاکتورهاي فیزیولوژي و غیـر 
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اتمام مواد غذایی یا فاکتورهاي رشد در محیط کشت، تجمع مـواد  

دما، آلـودگی ویروسـی و   و  pH، تغییرات سمی، افزایش اسمولاریته
 ).4- 7( اکسیژن باشد تغییرات نامتعادل

در تولیـد انبـوه   CHO هـاي  انند سلولهاي پستانداران مسلول
کلونـال،   هـاي مونـو   بـادي  هاي نوترکیـب، ماننـد آنتـی    پروتئین
ده در هـاي مـورد اسـتفا    ها و اینترفـرون  پلاسمینوژن    ها، واکسن
بـه علـت   ). 8( کـاربرد دارنـد   هاي دارویـی و تشخیصـی   درمان
هـاي   ، بیان مقادیر بـالایی از پـروتئین   کاري ژنتیکی آسان دست

نسبت به CHO هايترکیب و توانایی رشد نسبتا سریع، سلولنو
هاي سـلولی بـراي سـالیان متمـادي بـه عنـوان یـک         سایر رده

هاي نوترکیب بـه   سیستم مطمئن و ارزشمند در تولید پروتئین
در صنعت بیوتکنولوژي بسیار مهم است که  ).9( آیند شمار می

تولیــد  هــا، آپوپتــوز را بــه منظــور افــزایش زمــان بقــاء ســلول 
هاي نوترکیب بـراي مـدت طـولانی و کـاهش هزینـه       پروتئین

، در محیط کشت مهار یا )Down-Stream( فرایند پایین دستی
هـاي نوترکیـب    جهت افزایش مقدار پروتئین. به تاخیر بیندازیم

در مرحله تولید و همچنین به منظور جلوگیري از آپوپتـوز، دو  
  : روش عمده وجود دارد

هـاي شـیمیایی و    روش(محیط کشت سلول  کاري در دست -1
هاي مهندسی ژنتیـک در داخـل    استفاده از روش -2) اي تغذیه
  ). 4(سلول 

اولین اقدام مهاري جهت تاخیر آپوپتوز سـلولی، تغییـر شـرایط    
ــه ــی تغذی ــدوما و رده  اي م ــه در هیبری ــد ک ــلولی   باش ــاي س ه

 هـا را هـاي نوترکیـب، افـزایش بقـاء سـلول      کننده پروتئین بیان
ها در کشـت بسـتگی بـه    رشد سلول). 10-13(شود  موجب می

هاي موجـود در سـرم دارد،    حضور فاکتورهاي رشد و سیتوکین
هاي سلولی در صنعت بیوتکنولـوژي   بنابراین در بسیاري از رده

وجـود  ). 14(افتـد   و در شرایط بدون سـرم آپوپتـوز اتفـاق مـی    
ی مشــکلات اســتفاده از ســرم در محــیط کشــت ماننــد آلــودگ

بچ، سیستم ( )Batch( کشت بچویروسی، هزینه بالا و تغییر در 
ــالا مــی کشــت بســته در مقــادیر ــه ســلول ب ــا  باشــد ک ــا ی ه

ها در حجم معینی، تحت شرایط محیطی خاص  میکروارگانیسم
در محیط کشت مایع مغذي رشد ) مانند نوع تغذیه، دما، فشار(

اسـت،  سرم شده  هاي بدون موجب پیشرفت محیط ).نمایند می
هـا بسـیار پیچیـده و حـاوي مـواد افزودنـی ماننـد         این محـیط 

ــاکتور رشــد مشــابه انســولین (فاکتورهــاي رشــد   انســولین، ف
)Insulin Like Growth Factor I( فاکتور رشد فیبروبلاست ، (

ءکننـده   ، مـواد احیـا  )مانند ترانسفرین(هاي آهن  دهنده و انتقال
ــاتیون( ــاب  )گلوت ــزات کمی ــلنیو(، فل ــا  )مروي، س ــدها ی ، لیپی

اسـید لینولئیــک، اســید  (هــا  ســازهاي لیپیـدي و حامــل  پـیش 

کردن فاکتورهاي میتوژنی   اضافه ).15، 16(باشند  می) لیپوئیک
در محیط کشت بدون سرم، آپوپتـوز را   IGF-Iمانند انسولین و 

افـزایش رشـد و حفـظ بقـاء       مهار، موجب CHOهاي  در سلول
ل شباهت ساختاري با انسـولین  دلی  به IGF-I .شود ها میسلول

و همچنـین    بعـدي  اي، سـاختار سـه   هـاي اسـیدآمینه   در تـوالی 
تواند به عنوان یک میتوژن، جایگزین انسولین شـود   می  گیرنده

هایی کـه در معـرض    اش، آپوپتوز را در کشت و از طریق گیرنده
انـد، مهـار نمایــد    هـاي القاءکننــده مـرگ قـرار گرفتــه    محـرك 

هـاي   رشـد سـلولها را در غلظـت    IGF-Iبر این  علاوه). 10،18(
 کنـد  بسیار پایین و در محیط کشت بـدون سـرم حمایـت مـی    

)19 .(IGF-I      ،به گیرنده تیروزین کینـازي خـود متصـل شـده
و   MAPK/ERKباعث فعـال شـدن دو مسـیر سـیگنالی مهـم     

PI3K/AKt ــی ــت   م ــه فعالی ــر ب ــت منج ــود و در نهای ــاي  ش ه
مانند پیشرفت چرخـه سـلولی،    فیزیولوژي متعدد درون سلولی

شـود   هـا و مهـار آپوپتـوز مـی    سـلول  تمایز، تکثیر، حفـظ بقـاء  
)3،19،20 .(  

بـا توجـه بـه دو    ( IGF-Iهدف ما در این مطالعه، بررسی نقش 
در تکثیر، حفظ بقـاء و کـاهش یـا مهـار     ) متغیر غلظت و زمان

 Anchorage( گاه هاي وابسته به تکیهرده سلول آپوپتوز بر روي

Dependent(  تخمدان هامستر چینـیK1    و در محـیط کشـت
. ف بودجهت ایجاد آپوپتوز ،کامل همراه با داروي متوتروکسات

 متوتروکسات باعث القاء آپوپتوز وابسته به کاسـپاز گشـته کـه   
اسـتفاده از  . این القاء به دو پارامتر غلظت و زمان بسـتگی دارد 

و  3آنزیم کاسپاز این دارو، باعث تشکیل آپوپتوزوم، فعال شدن 
مـراز   فسفات ریبوز پلی دي آدنوزین   شکست سوبستراي آن، پلی

)PARP (شود می )21(.   
  

  مواد و روشها
 مواد و کشت سلولی

از CHO-K1 ) (ATCC CCL61گاه  رده سلولی وابسته به تکیه
 ،)IGF-I  )13769فاکتور رشـد . تهیه شد تهرانانستیتو پاستور 

MTT )I23K74156 (ــاتو متوت ــرکت ) A6770( روکسـ از شـ
 KHZ0022)( 3کیت کالریمتریـک کاسـپاز   و  (Sigma) سیگما

کشـت    ها در محـیط سلول. گردیدتهیه  Invitrogenشرکت از 
ــل حــاوي  DMEM (Gibco) )Dulbecco’s Modified کام

Eagle Medium (    ــا یــک درصــد آنتــی بیوتیــک  همــراه ب
سـرم جنـین   و ده درصد (Sigma) استرپتومایسین -سیلین پنی

ــاوي  FBS: Dulbecco’s Modified Eagle)(Gibco)گـ

Medium)   ــاتور ــدند و در انکوبـ ــت داده شـ ــه  37کشـ درجـ
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. گردیدند حفظ CO2درصد  5درصد رطوبت و  95 گراد، سانتی
آمیزي با تریپان بلـو    هاي زنده از مرده توسط رنگسلولافتراق 

پاسـاژهاي متعـدد   . و شمارش در هموسایتومتر مشـخص شـد  
ها و مورفولوژي آنها از طریق میکروسکوپ معکوس مورد لولس

  .بررسی قرار گرفت
 سنجش تکثیر سلولی

-2متیل تیـازول   دي 4،5این سنجش که بر پایه احیاء آنزیمی 
هاي  و تشکیل کریستال) MTT(فنیل تترازولیوم بروماید  دي 5

هیدروژناز سلولی و میتوکنـدري   هاي دي فورمازان توسط آنزیم
بـه   CHO-K1هـاي  سلول. باشد ها میشاخص بقاء سلولاست، 
میکرولیتـر محـیط    100چاهک همـراه بـا   /سلول 2×104تعداد 

اي تـه صـاف کشـت داده     خانـه  96پلیت  کشت کامل در میکرو
سـاعت انکوبـه گردیدنـد تـا      24شدند و در انکوباتور به مـدت  

 100سـاعت،   24پـس از  . ها به کف پلیت متصـل شـوند  سلول
به عنوان (ر محیط کشت کامل همراه با متوتروکسات میکرولیت

پـس از تیمـار   . جایگزین محیط قبلـی شـد  ) ءکننده آپوپتوز القا
 10-50هـاي   هـا بـا غلظـت   ساعت با متوتروکسات، سـلول  72

سـاعت   48و  24طـی مـدت زمـان     IGF-Iلیتـر   میلی/نانومولار
 IGF-Iمحیط کشت حاوي متوتروکسـات و بـدون   . تیمار شدند

وان گـروه کنتـرل مثبـت و محـیط کشـت بـدون داروي       به عن
به عنوان گـروه کنتـرل منفـی در نظـر      IGF-Iمتوتروکسات و 

 5غلظــت ( MTTرنــگ  میکرولیتــر مــاده زرد 10. گرفتــه شــد
به هر چاهک حاوي سلول اضافه گردیـد و  ) لیتر میلی /گرم میلی

بـه مـدت    CO2درصـد   5گـراد و   سانتی درجه  37در انکوباتور 
سپس محتویات کشـت دور ریختـه   . اعت قرار داده شدچهار س

 100دقیقـه بـا    5-10هاي فورمازان بـه مـدت   شده، کریستال
در دماي اتاق حل شدند و با استفاده  DMSOمیکرولیتر حلال 

 570ها در طـول مـوج    سنجی الایزا جذب نمونه از دستگاه رنگ
. نـانومتر سـنجیده شـدند    630نانومتر ثبت و نسبت به جـذب  

مون فوق سه مرتبه تکرار شده و این آزمون براساس شـرایط  آز
علاوه بر آزمون ذکر شده،  .سه بار متوالی انجام گردید ،هاسلول
 96هـاي      در هـر چاهـک از پلیـت    2×104بـه تعـداد    هـا سلول
سـپس  . شـدند ساعت کشـت داده   24اي، طی مدت زمان  خانه

 محیط کشت قبلی با محـیط کشـت تـازه بـدون سـرم حـاوي      
تعـویض گردیـد    IGF-Iلیتـر   میلی/نانومولار 10-50هاي  غلظت

. ساعت تحت تیمار قـرار گرفتنـد  24ها طی مدت زمان و سلول
گـروه کنتـرل در    بـه عنـوان   IGF-Iمحیط کشت بدون سرم و 

هـا   ، جـذب نمونـه  MTTبر طبق دسـتورالعمل  . نظر گرفته شد
ه آزمون فوق سـه مرتب ـ . نانومتر ثبت گردید 570در طول موج 

سـه بـار    ،هـا تکرار شده و این آزمـون براسـاس شـرایط سـلول    
  .متوالی انجام گردید

  3سنجش فعالیت آنزیم کاسپاز 
، فعالیـت  3 براساس دسـتورالعمل کیـت کالریمتریـک کاسـپاز    

پروتئــازي کاســپاز براســاس شناســایی و شکســت تــوالی      
ــیدي  ــی   DEVD-pNAآمینواس ــتراي آن، پل ــوزین   سوبس آدن

. شـود  گیـري مـی   ، انـدازه )(PARPمـراز   پلـی  فسفات ریبوز دي 
لیتر محـیط کشـت کامـل     میلی 5سلول همراه با  1×106تعداد 

در . مربـع کشـت داده شـدند    متـر   سـانتی  25هـاي   در فلاسک
شرایط یکسان از نظر تراکم سلولی، محـیط جدیـد بـه همـراه     

پـس از  . ماده متوتروکسات جهت القـاء آپوپتـوز اضـافه گردیـد    
ت با متوتروکسات، محـیط کشـت جدیـد بـدون     ساع 72تیمار 

لیتـر فـاکتور    میلـی /نـانومولار  10-50هـاي   سرم حاوي غلظـت 
هـا اضـافه گردیـد و جـایگزین محـیط       به فلاسـک  IGF-Iرشد 

هـا  سـاعت، سـلول   48و  24پس از تیمارهاي . کشت قبلی شد
 RPM (Revolutionsجـدا شـده، بـا دور    EDTA/با تریپسـین 

Per Minute) 1500 دقیقـه سـانتریفوژ و شـمارش     5ت به مد
هـا  کننـده، سـلول   میکرولیتر بافر لیز 50با اضافه نمودن . شدند

در یـخ، بـه مـدت ده دقیقـه انکوبـه و       به صورت سوسپانسیون
ــانتریفوژ  ــه و 1(س ــد) g 10000دقیق ــافر  . گردیدن ــپس ب س

حاوي کروموفـور    DEVDو سوبستراي DTTواکنشی همراه با 
به سـوپرناتانت حاصـل از   ) (pNA: P-Nitroanilide نیتروانیلید

ــاتور   ــت در انکوب ــد و پلی درجــه   37ســانتریفوژ اضــافه گردی
شکسـت کروموفـور    .به مدت دو ساعت انکوبه شـد گراد سانتی
p-NA  باشد کـه   ، موید فعالیت آنزیم می3توسط آنزیم کاسپاز
سنجی الایـزا در طـول مـوج     ها با استفاده از دستگاه رنگ نمونه
نـانومتر سـنجیده    630متر ثبت و نسـبت بـه جـذب    نانو 405
آزمون فوق سه مرتبه تکرار شده و این آزمـون براسـاس   . شدند

  .شرایط سلولها سه بار متوالی انجام گردید
 تحلیل آماري

) 16نسـخه  (  SPSSافـزار  هـا، از نـرم   تحلیـل آمـاري داده  راي ب
 ریـانس هـا بـا روش آنـالیز وا       آنالیز آمـاري داده  .استفاده گردید

هـاي تحـت    دار بـین گـروه   سـطح معنـی  . انجام شـد  طرفه یک
    .در نظر گرفته شد )p>05/0( 05/0تر از تیمار، کوچک

  
  هایافته

 بقاء سلولی
 CHO-K1هـاي  در تکثیـر و بقـاء سـلول    IGF-Iبررسی نقـش  

ها در همراه با شرایط بدون سرم نشان داد که میزان بقاء سلول
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محـیط  (نسبت به گروه کنتـرل  IGF-I هاي تیمار شده با سلول

ساعت، اختلاف  24طی مدت زمان ) و سرم IGF-Iکشت بدون 
در گـروه کنتـرل میـزان    . )p>001/0( داري را نشـان داد یمعن

درصد و بـا افـزایش غلظـت فـاکتور رشـد در       53ها بقاء سلول
بقـاء بـه میـزان قابـل تـوجهی       IGF-Iهاي تحت تیمار با سلول

لیتـر   میلـی /نـانوگرم  50کـه در غلظـت   يافزایش یافت، به طـور 
IGF-I )  میـزان  )بالاترین غلظت استفاده شده در ایـن مطالعـه ،

  .)1شکل (درصد رسید  85بقاء سلولها به 
  

  
در تکثیـر و بقـاء     IGF-Iهـاي متفـاوت   مقایسـه غلظـت   -1 شکل

 CHO-K1هاي سلول .ساعت 24در مدت زمان  CHO-K1سلولهاي 
هر داده نشـانگر  . لیتر کشت داده شدند یمیل/ سلول 2×104به تعداد 

 .باشـد  حاصـل ازحـداقل سـه تکـرار مـی      میـانگین و انحـراف معیـار   
*001/0<p هـاي حـاوي   دار گـروه یاختلاف معن ـIGF-I    بـا گـروه

  کنترل
  

هاي بالاتر، بقـاء و تکثیـر    فاکتور رشد مشابه انسولین در غلظت
وي میزان هاي بدون سرم افزایش داده و ر ها را در محیطسلول

اثر این فاکتور رشد، بر روي . مرگ سلولها اثر کاهشی نشان داد
از الگــوي وابســته بــه غلظــت تبعیــت  CHO-K1هــاي ســلول

بقاء سلولها در گـروه تیمـار شـده بـا مقـادیر متفـاوت       . کند می
IGF-I محیط حاوي متوتروکسات و فاقد (با گروه کنترل مثبت

ساعت انکوباسـیون   48و  24پس از . ، مقایسه شد)فاکتور رشد
ها وابسته بـه غلظـت فـاکتور    ، افزایش بقاء سلولIGF-Iبا ماده 

تیمـار شـده بـا    CHO-K1 هاي در سلول. رشد مشاهده گردید
سـاعت پـس از حـذف مـاده      24که  مشاهده شد متوتروکسات

، با افزایش IGF-Iمتوترکسات از محیط کشت سلول و تیمار با 
ات روي سلولها کاهش یافـت  غلظت فاکتور رشد اثر متوتروکس

ایـن فـاکتور روي    .و همچنین افزایش بقاء سلولی مشاهده شد
رشد سلولها اثرات مثبتی را نشان داد، به طوري که در غلظـت  

در مقایسه با گروه کنترل مثبـت،   IGF-Iلیتر  میلی/نانوگرم 50

درصد سلولها افزایش تکثیر را نشان دادنـد و میـزان    30تقریبا 
 بنـابراین  .)p>001/0( دست آمـد ه درصد ب 1/76ها بقاء سلول

هـاي در حـال مـرگ    کردن فاکتور رشد از تعـداد سـلول   اضافه
. هـا گردیـد  کاسته، باعث افزایش میزان بقاء و تکثیر در سـلول 

-CHOهاي در سلول IGF-Iساعت تیمار با  48نتایج حاصل از 

K1  نشـان داد کـه هماننـد تیمـار      تیمار شده با متوتروکسـات
ها کـاهش یافتـه، افـزایش بقـاء و     ساعت، میزان مرگ سلول24

ــه در غلظــت     ــوري ک ــه ط ــد، ب ــکار ش ــلولها آش ــر س  50تکثی
 4/79در مقایسـه بـا کنتـرل مثبـت،      IGF-Iلیتـر   میلی/نانوگرم

دست ه درصد افزایش تکثیر سلولی ب 5/38درصد بقاء و تقریبا 
  .)2شکل ( )p>001/0( آمد

  
القـاء شـده بـا     CHO-K1هـاي  لمقایسه بقـاء در سـلو   -2 شکل

هـاي   در طی زمـان  IGF-Iمتوتروکسات و تحت تیمار قرار گرفته با 
/ سـلول  2×104بـه تعـداد    CHO-K1هاي سلول. ساعت 48و  24

هر داده نشانگر میانگین و انحراف معیار . لیتر کشت داده شدند میلی
 p>001/0+و  p>001/0 *.باشـد  حاصل از حداقل سـه تکـرار مـی   

بـا گـروه    IGF-Iهاي حاوي متوتروکسـات و  دار گروهیمعن اختلاف
  .کنترل مثبت

  
 3فعالیت کاسپاز 

حـاوي متوتروکسـات و بـدون    (با مقایسه گروه کنتـرل مثبـت   
IGF-I (هاي متفاوت  هاي تیمار شده با غلظتو سلولIGF-I  با

ــرل منفــی ــدون داروي متوتروکســات و ( گــروه کنت ، )IGF-Iب
ساعت پـس   24. دست آمده ب 3سپاز درصد افزایش فعالیت کا

 3، بالاترین درصـد افـزایش فعالیـت کاسـپاز     IGF-Iاز تیمار با 
برابـر و کمتـرین    2/3مربوط به گروه کنترل مثبت بـا بـیش از   

برابر مربوط بـه غلظـت    7/1با  3درصد افزایش فعالیت کاسپاز 
  . بود IGF-I لیتر میلی/ نانوگرم 50
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، بـالاترین درصـد افـزایش    IGF-Iساعت پـس از تیمـار بـا     48
 4/3مربوط به گروه کنترل مثبت بـا بـیش از    3فعالیت کاسپاز 

برابـر   4/1بـا   3برابر و کمترین درصد افزایش فعالیـت کاسـپاز   
   .)3شکل( بود IGF-I لیتر میلی/ نانوگرم 50مربوط به غلظت 

  
در  ، IGF-Iناشـی از اثـر   3درصد افزایش فعالیت کاسـپاز   -3 شکل
 .ساعت 48و  24طی مدت زمان  القاء شده در CHO-K1ي هاسلول
لیتـر کشـت داده    میلی/ سلول 1×106به تعداد  CHO-K1هاي سلول
سه بار  هر داده نشانگر میانگین و انحراف معیار حاصل از حداقل. شدند

دار یاختلاف معن p>01/0-و  p  ،+001/0<p>001/0 * .باشد تکرار می
  .با گروه کنترل منفی IGF-Iهاي حاوي متوتروکسات و گروه

  
  بحث

توانـد بـه علـت مهـار مسـتقیم       حفظ بقاء سلولها در کشت می 
آپوپتوز ممکن . آپوپتوز یا انعکاسی از افزایش میزان تکثیر باشد

ماننـد  (هـاي خـاص    است با پاسخ مستقیم به فعالیـت گیرنـده  
یا اشـعه  ) تیکوئیدهاي فاکتور نکروزي توموري و گلوکور گیرنده
درمـانی و اتمـام    بنفش، مواد سمی مانند داروهاي شـیمی  ماوراء

مواد غذایی یا کاهش فاکتورهاي رشد در محـیط کشـت القـاء    
هایی که تحت ایـن شـرایط متحمـل    لذا حساسیت سلول. شود

هـاي درون سـلولی تنظـیم شـونده      شوند، بـه پیـام   آپوپتوز می
کـه ایـن فاکتورهـا روي    توسط فاکتورهاي رشد بستگی دارنـد  

سـنجش شـاخص بقـاء    ). 22(فرایند آپوپتوز تاثیرگذار هستند 
 IGF-Iسلولی در این مطالعه نشان داد که در بـالاترین غلظـت   

همراه بـا شـرایط بـدون سـرم، بقـاء      ) ng/ml 50( مورد مطالعه
ها نسبت بـه گـروه   درصد بوده و میزان تکثیر سلول 85سلولی 
. درصـدي را نشـان داد   30افـزایش  ) محیط بدون سرم(کنترل 

هـاي   هاي بالاتر، تکثیـر سـلولها در محـیط    در نتیجه در غلظت
بدون سرم افزایش یافت و همچنـین ایـن فـاکتور رشـد مـرگ      

هـا بـه میـزان    علاوه بر این بقـاء سـلول   ؛ها را کاهش دادسلول
هـاي  بر روي حفظ بقاء سلول IGF-Iنقش . بالایی حفظ گردید

CHO-K1 نتـایج مـا   . کند وابسته به غلظت تبعیت می از الگوي

مبنـی بـر   ) 2007(و همکـارانش    Adamsonموافـق بـا نتـایج   
کـه   CHOافزایش نجات، حفظ بقاء و مهار آپوپتوز در سلولهاي 

ــد    ــروتئین رش ــدون پ ــه صــورت سوسپانســیون در محــیط ب ب
ایـن   ng/ml20 بـه طـوري کـه در غلظـت      .باشد کنند، می می

درصد  100در محیط بدون سرم نزدیک به  فاکتور، بقاء سلولها
ســاعت  72گـزارش گردیــد و هــیچ ســلول آپوپتــوزي پــس از  

همچنـین در حضـور ایـن فـاکتور رشـد بیـان       . شناسایی نشـد 
نتـایج   ).19( مهار گردیـد  1و کاسپاز  Bcl2 ،Baxهاي  پروتئین

در شــرایط ) IGF-I )ng/ml 200-5هـاي متفــاوت   اثـر غلظــت 
هـاي دیسـک    بـر روي سـلول  ) آپوپتـوز  کننده القاء(بدون سرم 

 IGF-Iتـرین غلظـت    نشـان داد کـه پـایین   ) IVD( اي مهره بین
)ng/ml 5(اخت، سDNA    را به صورت کاملا مشخص تحریـک

گزارش  ng/ml 100این فاکتور رشد   نموده و بیشترین تحریک
توسط این فـاکتور رشـد، بـا فعـال      DNA اختتحریک س. شد

ــام  ــر دو مســیر پی ــی شــدن ه  PI3K/AKtو  ERK /MEKده
ها و حفظ بقاء آنها در شرایط ذکـر  نتیجه تکثیر سلول. باشد می

عـلاوه   ).23( شده با نتیجه حاصل از این مطالعه مطابقـت دارد 
، بقـاء  IGF-Iکننـده   هاي نوترکیب بیانبر این استفاده از سلول

 °G1 G/را پــس از حـذف ســرم در مرحلــه   CHOهــاي سـلول 

بالایی حفظ نموده و باعث مهار آپوپتوز چرخه سلولی در سطح 
بـر   IGF-Iاثر فاکتور رشـد  در مطالعه حاضر، ). 17، 18( گردید

هـاي  روي آپوپتوز القـاء شـده توسـط متوتروکسـات در سـلول     
CHO-K1 با حذف ماده القایی از . کاهش آشکاري را نشان داد

هاي در محیط کشت و اضافه کردن فاکتور رشد از تعداد سلول
ها در حد بالایی حفـظ  رگ کاسته شد، میزان بقاء سلولحال م

 . دست آمده ها بگردید و علاوه بر این افزایش تکثیر سلول
هاي سلولی بـا ارزیـابی فعالیـت     شکست پروتئولیتیک پروتئین

 IGF-Iکه در بالاترین غلظـت   مشخص شد، به طوري 3کاسپاز 
هـاي  نطی مدت زما) ng/ml 50( استفاده شده در این مطالعه

ساعت پس از تیمار، بیشترین کاهش فعالیت کاسـپاز   48و  24
پـس بـا افـزایش    . برابـر مشـخص گردیـد    2و  5/1به ترتیب  3

داري را نشان داد یکاهش معن 3، فعالیت کاسپاز  IGF-Iغلظت
آپوپتوزي این فـاکتور جهـت حفـظ بقـاء      که موید فعالیت آنتی

القایی آپوپتـوز   هاي هاي کشت داده شده در برابر محركسلول
ــی) متوتروکســات( ــد م ــه. باش ــط  در مطالع ــه توس و  Maاي ک

در تنظـیم   IGF-I بـا بررسـی نقـش    2009همکـاران در سـال   
هاي آندوتلیال ناف انسـان  مهار مرگ در سلول چرخه سلولی و

مـاده   هـا بـا  انجام گردید، مشخص شد که پس از تیمار سـلول 
 هاي استفاده از غلظتو ) آنژیوتنسین(دهنده مرگ سلولی افزایش 
، این فـاکتور  )لیتر میلی/میکروگرم IGF-I )01/0 ،5/0 ،5/2متفاوت 
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و  P21، مهار بیان پـروتئین  Eسیکلین رشد با القاء بیان پروتئین 

چرخـه سـلولی،    Sهـا بـه مرحلـه    سرعت بخشیدن ورود سلول
ها و حفظ بقاء آنها در شرایط القـایی  باعث افزایش تکثیر سلول

  IGF-Iآپوپتـوزي  گردید که نتایج حاصل از اثر آنتـی آپوپتوزي 
از  IGF-I). 24( ایـن مطالعـه بـا مطالعـه حاضـر مطابقـت دارد      

-MPP )1-Methylکه تحت تاثیر PC12 هاي کاهش بقاء سلول

4-Phenylpyridiniumion ( قرار گرفته اند، از طریق مسیر پیام
. دجلـوگیري نمـو  ) GSK(گلیکوژن سـنتاز کینـاز    -3دهی بتا 
نشان  )IGF-I )nM1000-33/0هاي متفاوتی از غلظتبررسی 

اثـر   nM 100تر از هاي پایینکه این فاکتور رشد در غلظتداد 
بـه صـورت    nM 1000را مهار نکرده، امـا غلظـت    MPPسمی 

). 25( کاملا آشکار اثرات سیتوتوکسیسیتی را مهار نموده اسـت 
لاسـیون فـاکتور   چنین اثر این فاکتور رشد بر میـزان فسفری هم

Bad    فعال شده توسط ماده القاء کننـده آپوپتـوز، راپامایسـین  
دقیقـه پـس از ایـن کـه      30. مورد بررسـی قـرار گرفتـه اسـت    

 EGFو  IGF-Iتوسط فاکتورهـاي رشـد    Rh1سلولهاي انسانی 
غیرفعـال  ( Badتحریک شده بودنـد، بیشـترین فسفریلاسـیون    

ایگـاه سـرین   ایـن فسفریلاسـیون در ج  . مشخص گردید) شدن
  ).26( نشان داده شد 112

هاي آندوتلیال آپوپتوزي با فاکتورهاي رشد پس از تیمار سلول
IGF-I  وbFGF آپوپتــوز ناشــی از چهــار ســاعت تشعشــع بــه ،
اي کـه در سـال    در مطالعـه ). 27( مهار شد% 63و % 34ترتیب 
در مهار آپوپتوز بر روي سلولهاي  IGF-Iبا بررسی نقش  2003

اف عروقـی توسـط جمـالی و همکارانشـان صـورت      ماهیچه ص ـ
ها، سـرم از محـیط کشـت    گرفت، جهت القاء آپوپتوز در سلول

نتایج حاصل نشـان داد کـه پـس از القـاء، فعالیـت      . حذف شد
 10-7 هـاي  ولی استفاده از غلظت ،افزایش نشان داده 3کاسپاز 

 3کاسـپاز   نقش مهاري بـر روي فعالیـت  IGF-I مولار  10-11تا 

نقــش ). 28(دهـد   و میـزان فعالیــت آن را کـاهش مــی   داشـته 
آپوپتوزي این فاکتور رشـد جهـت مهـار مـرگ سـلولی، از       آنتی

که با فعال شـدن   گردد آغاز می IGF-Iطریق اتصال به گیرنده 
شـود کـه راهبـرد سـلول جهـت       دنبال مـی  AKt PI3K/مسیر 

هـاي متفـاوتی کـه در برابـر     هاي نجـات در سـلول  افزایش پیام
-33( باشـد  انـد، مـی   هاي مختلف آپوپتوز قرار گرفته کنندهالقاء
هـا در برابـر   در حفظ بقاء سلول IGF-Iنقش فاکتور رشد ). 29

هــاي  هــاي متفـاوتی از قبیــل فیبروبلاسـت  آپوپتـوز، در سـلول  
 سـرطان کولـون انســانی   HT29-D4 هــايسـلول ، )34(موشـی 

ــلول ،)35( ــوانس ــاي ش ــايســلول ،)36( ه  فیبروبلاســت ه
BALB/c3T )22( ،هاي  سلولSH-SY5Y  نوروبلاسـتوما )37( ،

) 39( MCF 7هاي سـرطانی  و  سلول )38(هاي ماهیچه سلول
را در  IGF-Iمورد مطالعه قرار گرفته است و این مطالعـات اثـر   

تکثیــر و حفــظ بقــاء بســیاري از ســلولهاي پســتانداران تائیــد  
  . نماید می

پاسخ به شـرایط   و در وابسته به غلظت IGF-Iپس فاکتور رشد 
گیري را در بقـاء سـلولی نشـان    القایی آپوپتوزي، افزایش چشم

ها شده و با کاهش آپوپتوز موجب رشد و تکثیر سلول دهد، می
   .نماید ها ایفاء مینقش مهمی را در نجات سلول

  
  تشکر و قدردانی 

این مطالعه با حمایت انستیتو پاستور ایران واحد کـرج و گـروه   
. نشکده علوم دانشـگاه اصـفهان انجـام گردیـد    شناسی دا زیست

بدین وسیله پژوهشگران مراتـب سـپاس و قـدردانی خـود را از     
دکتـر    هـا کریمـی، رضـایی، خسـروي، صـادقچه و خـانم      خانم

احمـد و دکتـر    سلیمی، همچنین آقایان اردستانیان، دکتر خان 
  .دارند آهنگري ابراز می
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