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  :PC12ز در سلولهاي هاي مختلف گلوكز بر روند آپپتوغلظتبررسي 
  Bcl2 و Bax نقش پروتئين 
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  چكيده
افتد موجب نقائص متعددي از جمله نوروپاتي، نفروپاتي و رتينوپاتي هيپرگليسمي كه تحت شرايط ديابتيك اتفاق مي :سابقه و هدف

 . استستهاي نوروني در د اثر مستقيم سميت گلوكز روي سلولبارههنوز اطلاعات اندكي در. گرددمي
هاي مختلف گلوكز و سپس نقش غلظت ارزيابي شد و MTT ها توسط روش سلولدر اين تحقيق ابتدا توان حياتي: روش بررسي

اثرات . اي نوروني مورد آزمايش قرار گرفتهعنوان يك مدل آزمايشگاهي از سلول به PC12هاي آپپتوز سلول در القاء Baxپروتئين 
وسيله روش وسترن بلاتينگ هب پپتوزآكننده در همداخل  Bcl 2 و Bax و ميزان دو پروتئين Hoechstهاي مختلف گلوكز توسط رنگ غلظت

  . مورد سنجش قرار گرفتند
. )>01/0p(داري را نسبت به گروههاي كنترل نشان دادند مرگ سلولي معني96و72 ،48 ساعاتها در  سلولMTTدر روش : هايافته

نتايج وسترن بلات نشان داد كه . استها ن سلولآپپتوز در اي ءساعت زمان مناسب براي القا72 گلوكز غلظت موثر و mg/ml5/13غلظت 
همچنين .  نسبت به گروه كنترل افزايش داردداريطور معني به ساعت،72هاي تحت افزايش گلوكز به مدت در سلولBaxبيان پروتئين 

  .)>01/0p (را نشان دادداري  نيز افزايش معنيBax/Bc 2نسبت بين اين دو پروتئين 
 نقش مهمي Bax در اين ميان پروتئين .گردد در مسير داخلي ميPC12 در سلولهاي آپپتوز گلوكز موجب القاء افزايش : گيرينتيجه
  .كندايفا مي

  .Bax/Bcl2، پروتئين PC12، سلول آپپتوز، سميت گلوكز :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
 يشايع در جهان اسـت كـه تمـام        و  ديابت از بيماريهاي مزمن     

در اين بيمـاري كـه نقـص         .سازدتار مي هاي انساني را گرف   نژاد

                                                 
 تحقيقـات  واحـد علـوم و    ،  رگراه اشـرفي اصـفهاني    انتهاي بز ،  ميدان پونك تهران،  : آدرس نويسنده مسئول  
  )  email: kazem-parivar@yahoo.com(كاظم پريور دكتر  دانشگاه آزاد اسلامي،
  27/10/1384: تاريخ دريافت مقاله
  12/12/1384 :تاريخ پذيرش مقاله

و بازجذب  βمتابوليكي گلوكز است، ترشح انسولين از سلولهاي  
 ).1 (ددگــرار اخــتلال مــي گلــوكز توســط انــسولين دچـ ـ  

افتـد موجـب     كه تحت شرايط ديابتيك اتفاق مي      هيپرگليسمي
ــاتي و القــاء بيماريهــاي ميكرووســكولار  ــاتي، نفروپ نظيــر نورپ

نوروپاتي يك عارضه شايع و خطرنـاك       . )2 (گرددرتينوپاتي مي 
ديابت است و در مطالعات انجام شده اكثر بيمـاران ديـابتي در             

 اين بيماران دچار تخريـب  .اندوروپاتي بوده بدو تشخيص دچار ن   
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ند كه گاهي منجر به قطع      گرداعصاب محيطي و خودمختار مي    

 افزايش گلوكز عامل اصلي تخريب سيـستم       ).3 (گردداندام مي 
اريهـاي  پپتوز نوروني بـراي تمـام بيم      آ شيوع   ).4 (عصبي است 

هاي مدلهاي حيواني و همچنين كشت      دژنراتيو نوروني با بررسي   
 سـال اخيـر     25 بررسـيهاي    ).5،3(است  بافت نشان داده شده     

برخــي از مــسيرهاي اصــلي متابوليــسم گلــوكز را در نروپــاتي 
  كز اسـت كـه افـزايش گلـو       ديابتي نـشان داده و روشـن شـده          

مچنـين  و ه ) ROS(تواند باعث واكنش اختصاصي اكسيژن      مي
 گردد كـه    )NF-kB(اي كاپاي بتا    افزايش فعاليت فاكتور هسته   

له آندوتليالي، مزانـشيمال    هاي سلولي از جم    تيپ در بسياري از  
فرآينـد  ايـن   ). 6( اسـت    هاي بتا پانكراسي ديـده شـده      و سلول 

ــروتئين   ــت پ ــه فعالي ــسته ب ــاز واب ــيROS و Cكين ــد،  م   باش
ش گلوكز موجب مهار    يد و يا كاه   اكسعلاوه مهار تجمع سوپر   هب

  پپتـوز ميتوكنـدريايي    آ ).3 (گـردد و عدم پيشرفت آپپتـوز مـي      
شود كه بطـور    هايي تنظيم مي  وسيله تعداد زيادي از پروتئين    هب

 را مهار و    Caspaseمستقيم سيستئين پروتئازها    مستقيم و غير  
  .دنكنيا فعال مي

Baxو  Bcl2 پپتوز آكننده در مسير داخلي دو پروتئين مداخله
ــپلكس   ــشكيل كم ــال و ت ــين فع ــوزوم و همچن ــده و آپپت كنن

 به عنـوان    Bax/Bcl2نسبت  . باشند ها مي  Caspaseمهاركننده  
.  اسـت  فاكتور تعيين كننده بقاء و مرگ سـلول شـناخته شـده           

 PC12هاي  سلولآپپتوزتاكنون نقش اين دو پروتئين در مسير 
 كـه از غـده آدرنـال رت         PC12هـاي   سلول. استده  شبررسي ن 

 مناسبي جهت نشان دادن مرگ سلولي در اند مدل بدست آمده 
ي در اين تحقيق سـع    ). 7،5(روند  شمار مي بههاي عصبي   سلول

 و Bcl2پپتوتيــكآبــر آن بــود كــه نقــش پــروتئين آنتــي     
پپتــوز بررســي آ در ســميت گلــوكز و القــاء Baxپپتوتيــك آپرو
  .دگرد

  

  مواد و روشها
.  از انـستيتو پاسـتور تهيـه شـد         PC12هاي  وللس :كشت سلول 

نگهداري % CO2 5و  % 90 رطوبت   ، درجه 37ها در دماي    سلول
 DMEM  )Dulbeccos Modifiedهـا در محـيط  سلول. ندشد

Eagles Medium (  ســرم جنــين گــاوي  % 5بعــلاوه FBS  
(Fetal Bovine Serum) ،10 %  ســـــرم اســـــبHS   

(Horse Serum) ،IU/ml50ســــيلين و  پنــــيµg/ml50 
 غلظـت گلـوكز در ايـن محـيط          . رشـد كردنـد    استرپتومايسين

mg/ml5/4     طبـق دسـتورالعمل سـاخت جهـت رشـد           بود كـه
كه اين ميزان نسبت بـه      حالي  مناسب بود در   PC12هاي  سلول

 در اين   .غلظت گلوكز سرم انسان به ميزان قابل توجهي بالا بود         

وه تجربـي در نظـر      جهت تيمار گـر   mg/ml5/13تحقيق غلظت   
ه به زمان تحت تيمـار      ها در يك روش وابست    گرفته شد و سلول   

هـا جهـت سـنجش       سلولي، سلول  بعد از دو پاساژ   . قرار گرفتند 
 خانـه منتقـل شـده و كـشت داده     96توان حياتي روي ظروف   

 .شدند
 ،MTT جهـت سـنجش    پس از دو پاساژ سلولي     :MTTسنجش  

 هر خانه در ظرف      سلول در  5000ميزان    به    PC12هاي  سلول
تـوان  .  كشت داده شـد 96 و   72،  48،  24هاي   خانه در زمان   96

  : ها با استفاده ازحياتي سلول
3-(4,5-dimethylthiazol–2)-2,5diphenyl tetrazolium  ــابي ارزيـ

 حـل شـده      MTTميكروليتر محلـول    10به اين ترتيب كه     . شد
ــيط  ــت DMEMدر مح ــه غلظ ــه mg/ml5   ب ــدام از  ب ــر ك    ه

هـا بـراي يـك سـاعت در        تايي اضافه شد و سلول     96هاي  خانه
پـس از اينكـه     .  درجـه انكوبـه شـدند      37ت  انكوباتور در حـرار   

هـا و بلورهـاي     سلول(ها دور ريخته شد به رسوب       محيط سلول 
 اضـافه شـد و      DMSO ميكـرو ليتـر      100)  حاصله از محلـول     

  ELIZA readerاه در دسـتگ نانومتر  570جذب نوري آنها  در 
 .بررسي شد

  PBSهـا در    به اين منظـور سـلول      :Hoechst 3334رنگ آميزي 
)phosphate buffered saline( لدهيد به آپارافرم% 7/3 محتوي

 دقيقه فيكس شدند و پس از فيكس شدن در حرارت           30مدت  
 و سـپس     شستشو شدند  PBSها چند بار  با محلول       سلولاتاق  

 دقيقـه   30 در حرارت اتاق به مدت       Hoechst رنگ   l/mlµ10 با
هـا  بـه وسـيله       پس از سـه بـار شستـشو سـلول         . ه شدند انكوب

 نانومتر قابل روئيت    360ميكروسكوپ فلورسنت  در طول موج       
 .شدند

بـا   Bradford ها  طبق روش   پروتئين سلول  :استخراج پروتئين 
 .ند استخراج شداستفاده از سرم آلبومين گاوي

جهــت آنــاليز  :وش وســترن بلاتينــگســنجش پــروتئين بــه ر
تمـام  Bcl2 وBaxايمونوبلات يا وسـترن بلاتينـگ دو پـروتئين         

مقـدار  .   ليـز شـدند  SDS bufferهاي كشت شده توسط سلول
ــروتئين ــساوي از پ ــرار داده شــد )µg/well40( م  روي ژل و ق

 سـپس بـه   . الكتروفـورز شـد   100با ولتاژ   % 10اكريل آميد   پلي
   آنتــــي بــــادي  از .ده شــــد انتقــــال داPVDFكاغــــذ 

Rabit anti rat Bax and Bcl-2 (BD, 1:1000)   بـه عنـوان  
 Alkaline phosphates goat anti-rabit IgGبادي اوليه وازآنتي

(Roche, 1:1000) بـادي ثانويـه اسـتفاده شـد     به عنوان آنتـي. 
ــتفاده از  ــا اس ــدها ب ــردن در بان ــه ك ــستراي انكوب   BCIP  سوب

(5bromo–4-choloro-3 indolyl phpsphate)و NBT 

(Nitroblue tetrazolium)شدندديده دقيقه 20تا5 به مدت. 
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بـه  % 70اتـانول    ml10هـا در    سـلول  :DNAاستخراج  و آنـاليز      
ها به مدت   سلول.   فيكس شدند   -C20° روز در    4مدت يك تا    

رسوب  .سانتريفيوژ شدند و مايع رويي دور ريخته شد         دقيقه 5
ل شـد،    ح ـ  بافر فسفات سيتريك اسيد    يكروليتر م 40سلول در   

در  انتقـال داده شـد و        ml5/0هـاي اپنـدورف     سپس به تيـوب   
  g1500مجـددا در     .داري شـد   دقيقه نگه  30حرارت اتاق براي    

مايع رويي به يـك اپنـدورف        . دقيقه سانتريفيوژ شد   5به مدت   
 15 بـه مـدت    Concentratorجديد منتقل شـد و در دسـتگاه  

 3و  % NP4025/0 ميكروليتـر    3 سـپس    .دقيقه قـرار داده شـد     
  دقيقه در  30به آن اضافه گرديد و به مدت         RNaseميكروليتر  

 10هــا  بــه هركــدام از تيــوپ. درجــه انكوبــه شــد37حــرارت 
 30 درجه به مدت     37 اضافه شده و در      Kميكروليتر پروتئيناز   

ها يعني گروه    تهيه شد و نمونه    %2ژل آگاروز   . دقيقه انكوبه شد  
 گلوكز به همـراه     mg/ml5/13هاي تيمار شده با      گروه كنترل و 

ها قرار داده شـد و بـه    در چاهكLoading buffer ميكروليتر 2
   . ولت متصل شد100 دقيقه  به ولتاژ 40مدت 

  
  ها يافته

در ايـن مطالعـه جهـت        :MTTنتايج بدست آمـده از سـنجش        
افـزايش گلـوكز بـه      ها در معـرض     سنجش مرگ سلولي، سلول   

، 48،  24 در زمانهـاي      طبيعي محيط كشت    برابر حد  ميزان سه 
ها يـك   داده شدند و براي هركدام از سلول      ساعت قرار   96 و 72

 ميـزان جـذب     1طبق نمـودار     .گروه كنترل در نظر گرفته شد     
 سـاعت تفـاوت چنـداني       24 در گـروه     MTT سنجش   نوري در 

ي ساعت توان حياتي سـلولها     96 و   72،  48ندارد ولي در گروه     
داري را نـشان    ار نسبت به گروه كنترل كاهش معنـي       تحت تيم 

  .)>01/0p(دهد مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 PC12  در سـلولهاي   MTT نتايج حاصل از سنجش      -1نمودار  
  مقايسه با گروه كنترل ساعت در96و 72، 48، 24در زمانهاي

 هـاي كـشت    سلول 2مطابق شكل   : Hoechstآميزي  نتايج رنگ 
پپتـوزي را نـشان   آهـاي  تهداده شده در دو غلظت گلـوكز هـس        

اي ها پس از تبديل زاويـه     كه تجزيه و تحليل آماري داده      دادند
arcsin√x ــل ــا روش فاكتوري ــذيرفت  ب ــورت پ ــدول (ص  .)1ج

بر .  مقايسه ميانگين غلظت و زمان به روش دانكن به عمل آمد       
 72 و زمـان    بهترين غلظت  mg/ml5/13 غلظت   1جدول  اساس  
   PC12هــاي پپتـوز در ســلول آ  زمــان مناسـب در القــاء سـاعت 

  .باشدمي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   : الف. با ميكروسكوپ فلورسنتآميزيعكس رنگ -2شكل
 گروه تيمار با :ب،  گلوكزmg/ml5/4غلظت با گروه كنترل 

mg/ml5/9گروه تيمار با غلظت: ج، گلوكز mg/ml5/13 
  گلوكز

  
   تجزيه واريانس  ميزان درصد-1 جدول

 توز در غلظت و زمانپپآسلولهاي 
 Fميانگين مربعات    مجموع مربعات زاديآهدرجمنابع تغييرات 

  *78/16  46/765  93/3  2  غلظت
 *69/6  67/18  34/37  2  زمان 
  †76/1  90/4  61/19  4 زمان /غلظت
    79/2  35/100  36  اشتباه

* 05/0p<  ،† NS 

الفب

  ج
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  : گلوكز و كنترلهاي افزايش در گروه DNAنمايش الكتروفورز

در ايـن    پپتـوز آ و القاء    لظت و زمان مناسب   جهت اطمينان از غ   
 الكتروفورز  3 شكل   .تحقيق از الكتروفورز ژل آگارز استفاده شد      

  استخراج شده از گروههاي تحت تيمار DNA از %2آگاروز  ژل  
 سـاعت را    96 و   72 گلـوكز در زمانهـاي    mg/ml5/13 با غلظت 

ــشان مــي ــا  دهــد ن ــاني ي ــرم نردب ــدها ف ــهكــه بان ــه قطع   قطع
د و گـروه    دهن ـ  نشان مـي    Markerرا نسبت به    ) 1000-300(

   .قطعه ندارد و بصورت يك باند نمايان استكنترل فرم قطعه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 PC12هـاي  سـلول DNA  قطعه شدنقطعه نمايش -3شكل
  گروههاي افزايش گلـوكز    در% 2 آگاروز ژل   پس از الكتروفورز  

(HG)ساعت،96 و 72 در زمانهاي M  و مـاركر   Cروههـاي   گ
  كنترل 

  
در اين تحقيق ميزان پروتئين      :نتايج حاصل از وسترن بلاتينگ    

Bax   تجربي گروه mg/ml5/13  ساعت بـه عنـوان      72  در زمان
پپتوز سـلولها در نظـر گرفتـه شـد و           آسب جهت   يك زمان منا  

 بيـان  .نسبت به گروه كنترل توسط وسترن بلات سنجيده شـد  
ــا  Baxدالتــونيكيلو23پــروتئين   نــسبت بــه گــروه كنتــرل ب

Bonfrroni’s test 01/0 (داريبــه ميــزان معنــيp<( افــزايش 
  .)4 شكل(نشان داد 

  
  
  
  
  
  

 Bax نمــايش وســترن بلاتينــگ بيــان پــروتئين -4شــكل 
تيمار با افـزايش   وC هاي گروه كنترل استخراج شده از سلول

  )HG(  ساعت72 در mg/ml5/13 گلوكز

 از  Bcl2يان پروتئين استخراج شده     وسترن بلاتينگ  ب    5شكل  
و گروه تحـت تيمـار بـا افـزايش گلـوكز       سلولهاي گروه كنترل

mg/ml5/13 دهدرا نشان مي ساعت 72 در.  
  
  
  
  
  

 Bcl2 نمــايش وســترن بلاتينــگ بيــان پــروتئين -5شــكل 
تيمار با افـزايش   وC هاي گروه كنترل استخراج شده از سلول

  )HG(  ساعت72 در mg/ml5/13 گلوكز
  
 در دو گروه كنترل و گـروه        Baxمقايسه ميانگين پروتئين    در   

 Bax ساعت ميزان پروتئين     48تيمار با افزايش گلوكز در زمان       
 افـزايش   )>01/0p(داري  سبت به گروه كنترل به ميزان معني      ن

درگـروه   Bax/Bcl2نسبت  همچنين در مقايسه    . دهدنشان مي 
داري يـزان معنـي   نسبت به گـروه كنتـرل بـه م        افزايش گلوكز   

)01/0p< ( داده شدافزايش نشان .  
  

  بحث
افتـد نقايـصي ماننـد       كه تحت ديابت اتفـاق مـي       هيپرگليسمي

اگرچه مشخص شده اسـت  . كندوروپاتي و رتينوپاتي ايجاد مي    ن
ريـزي  يب نوروني را از طريق مرگ برنامـه       كه هيپرگليسمي آس  

وسـيله  هكه ب  اما مكانيسمي    ،كندآپپتوز القاء مي  شده سلولي يا    
  . هنوز بدرستي روشن نيست،گيرد القاء صورت ميآن اين

هاي سلولي مطالعه شده     افزايش گلوكز روي بسياري از تيپ      اثر
كه سميت سطح بـالاي گلـوكز باعـث         است  و نتايج نشان داده     

 و افزايش   ROSپپتوز از طريق واكنش اختصاصي اكسيژن     آالقاء  
 را افـزايش    ROSيل   تـشك  زگلوك. )9،8،5( گردد مي NOسطح  

كند كه ممكـن اسـت      هد و مكانيسم مشتركي را ايجاد مي      دمي
 را افزايش دهدآپپتوز  ها را القاء كرده و MAP Kinaseفعاليت 

نـد كـه جريـان      كن ديگر پيشنهاد مي   همچنين مطالعات ). 6،4(
اما ). 11،10 (هاي نوروني اثر بگذاردتواند روي سلولكلسيم مي

ــروتئين  ــش پ ــاي نق ــروتئين  Bcl2 و Baxه ــوان دو پ ــه عن    ب
 PC12هـاي   پپتـوز در سـلول    آكننده در مـسير داخلـي       مداخله

ــشده اســت  ــي ن ــوز بررس ــر  .هن ــه اث ــن مطالع ــابراين در اي  بن
 بعنوان يك مدل    PC12نيافته  هاي تمايز هيپرگليسمي بر سلول  
روپـاتي ديـابتي و همچنـين نقـش دو          وسلولي بـراي مطالعـه ن     

  . رسي قرار گرفتپپتوز مورد برآپروتئين مذكور در القاء 
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هـاي  توانـد تـوان حيـاتي سـلول       نتايج نشان داد كه گلوكز مي     
PC12            تحت تيمار غلظـت سـه برابـر گلـوكز)mg/ml5/13 ( را

). 12 (تايج مطابق با نتايج گذشـته اسـت       نكاهش دهد كه اين     
ــنجش  ــت  MTTس ــه غلظ ــشان داد ك ــوكز mg/ml5/13 ن    گل

 تمايز نيافتـه را پـس از        PC12ي  هالتواند توان حياتي سلو   مي
كـه طبـق گـزارش      كاهش دهـد درحـالي     ساعت   96 و   72،  48

Kushimura        افزايش غلظت گلوكز باعث كـاهش تـوان حيـاتي 
اين نتايج  . )9 (شته است  روز گ  7هاي تمايز يافته پس از      سلول

هاي تمـايز يافتـه مقاومـت بيـشتري را در           سلولدهد  نشان مي 
  .دنباشيبرابر مرگ سلولي دارا م

 DNA (DNA ladder)قطعـه شـدن   افزايش گلوكز باعث قطعه
ريزي گردد كه سنجش آن بعنوان يك مشخصه مرگ برنامه        مي

. اسـت ولي در مطالعات اخير مورد استفاده قرار گرفتـه          لشده س 
 مـشخص  bp200-180بصورت قطعات DNA در اين سنجش 

   ايـن قطعـات توسـط الكتروفـورز ژل آگـارز قابـل             گرددكـه مي
  ). 5(باشند ميروئيت 

 استخراج شده از گـروه كنتـرل و تيمـار           DNAدر اين تحقيق    
نشان داد كـه گلـوكز       نتايج   .روي الكتروفورز ژل آگارز برده شد     

 پـس   mg/ml5/13 را در غلظت     DNAقطعه شدن   الگوي قطعه 
  .كند ساعت القاء مي48از 
نـد  پپتوتيـك مان  آهاي پـرو و آنتـي     پپتوز توسط تعدادي از ژن    آ

Bax و Bcl2تغيير در بيـان ژن  .شود تنظيم مي Baxو   Bcl2 

كه سرب باعـث    است   نشان داده شده     .شودآپپتوز مي باعث القا   
   رت از طريـق افـزايش ايـن نـسبت           آپپتـوز در هيپوكامـپ    القا  
هاي تازه هاي مغزي رتورونهمچنين اين افزايش در ن دوشمي

بــي و قرمــز در قطهــاي دوو نــورون )14،13،10 (متولـد شــده 
   .استشان داده شده ن) 15 (محيط كشت

افـزايش ايـن نـسبت      دهـد   پژوهش حاضر نشان مـي    هاي  يافته
 مرگ سلولي را از طريـق افـزايش بيـان           ،بوسيله هيپرگليسمي 

 .كند القا مي  PC12هاي  پپتوزي سلول آ در مسير    Baxپروتئين  
 نسبت  Bax  است    نشان داده شده   3 و   2همانطور كه در شكل     

 Bcl2كـه پـروتئين     ه گـروه كنتـرل افـزايش يافتـه در حـالي           ب
  .تغييري نشان نداده است

 دو  ، به هنگام اتـصال بـه غـشاء        Baxاست  تحقيقات نشان داده    
  را اشـغال    pHلايه ليپيدي كانالهاي يـوني وابـسته بـه ولتـاژ و             

 فعاليت ايـن  .دهدداخلي را تشكيل مي اين منافذ بنابرنمايدمي
 پروتئينـي   Bclxl.شـود  مهـار مـي  Bcl2 وتئينكانالها توسط پر

ه ك ـاسـت  است كه موجب بقاء سلول شده و نـشان داده شـده        
سـازي سـيتوكروم    كردن آزاد مهار مرگ سلولي را بوسيله بلوك     

C و مهار Caspaseكننده  فعالApaf 1  16 (نمايـد  القـاء مـي .(
ســازي  باعــث القــاء آزادBcl2 نــسبت بــه Baxافــزايش بيــان 

ــيتوكروم  ــپلكس  Cس ــشكيل كم ــزايش ت ــدري و اف  از ميتوكن
ز طريـق تـشكيل     پپتـوز ا  آها به سمت    آپپتوزوم و هدايت سلول   

 .گرددكانالهاي هدايتي مي
 

  قدرداني تشكر و 
 اجرايــي مــسئولين و كارشناســان  وهــاي علمــياز پــشتيباني

محترم مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي         
  .شودح صمصيمانه قدرداني مين در اجراي اين طرايرا
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