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Abstract 
Objective: The aim of this study was to investigate the preventive effect of the polyamine 
component N, N, N´, N´-tetrakis(2-aminoethyl)2,2-dimethylpropane-1,3-diamine (tdmtn) 
on apoptotic motor neurons in adult mouse spinal cord slices.
Materials and Methods: Thoracic region of adult mouse spinal cords was sliced by a 
tissue chopper into 400 μm slices and cultured in  medium in the presence or absence of 
tdmtn for 6 hours. Morphological a features of apoptosis were evaluated using fluorescent 
staining with propidium iodide and Hoechst 33342. The appearance of nucleosomal DNA 
fragmentation was studied using agarose gel electrophoresis. Our results were analyzed 
using the one-way ANOVA and Tukey’s tests.
Results: After 6 hours in culture, motor neurons displayed morphological sings of apopto-
sis including cell shrinkage, as well as nuclear and chromatin condensation. DNA extract-
ed from slices cultured for 24 hours revealed nucleosomal DNA fragmentation on agarose 
gel electrophoresis. Tdmtn reduced the occurrence of apoptosis in motor neurons and 
significantly (p<0.01) increased the viability of these neurons after 6 hours of culturing.
Conclusion: Tdmtn, as a polyamine component, could probably prevent the occurrence 
of motor neuron apoptosis through calcium chelation.

Keywords: Apoptosis, Motor Neuron, Spinal Cord, Mouse, tdmtn

Yakhteh Medical Journal, Vol 12, No 2, Summer 2010, Pages: 159-164

Yakhteh Medical Journal, Vol 12, No 2, Summer 2010     159 159

Original Article



اثر تركيب پلي آميني tdmtn بر آپوپتوزيس نورون هاي حركتي 
در قطعات كشت شده نخاع موش بالغ 
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چكيده 
به   (tdmtn) N, N, N´, N´-tetrakis (2-aminoethyl)2, 2-dimethylpropane-1, 3-diamine اثرات  بررسي  هدف:   *

عنوان يك تركيب پلي آميني بر آپوپتوزيس نورون هاي حركتي قطعات نخاع موش بالغ
* مواد و روش ها: بخش سينه اي نخاع موش بالغ به وسيله دستگاه قطعه كننده بافت به قطعات 400 ميكروني بريده و براي 
6 ساعت در حضور و عدم حضورtdmtn كشت شد. براي ارزيابي جنبه هاي مورفولوژيكي آپوپتوزيس در نورون هاي حركتي، 
فراگمنت هاي  ظهور  تشخيص  جهت  و  شد  انجام  هوخست 33342  و  آيودايد  پروپيديوم  استفاده از  با  فلوئورسنت  رنگ آميزي 
نوكلئوزومي DNA در قطعات كشت شده، الكتروفورز ژل آگارز مورد استفاده قرار گرفت. آناليز آماري داده ها از طريق آناليز 

واريانس(ANOVA) يك طرفه و آزمون Tukey براي تجزيه و تحليل داده ها به كار برده شد. 
* يافته ها: پس از گذشت 6 ساعت از كشت قطعات نخاع، نورون هاي حركتي نشانه هاي مورفولوژيكي مشخص آپوپتوزيس شامل 
چروكيدگي سلول، متراكم شدن هسته و كروماتين را به نمايش گذاشتند. همچنين DNA استخراج شده از قطعات كشت شده براي 24 
ساعت، فراگمنت هاي نوكلئوزومي DNA را بر روي ژل آگارز نشان داد. بعد از 6 ساعت در محيط كشت، tdmtn توانست آپوپتوزيس 

را در نورون هاي حركتي مهار و قابليت حيات اين نورون ها را در شاخ هاي شكمي به طور معني داري (p< 0/01) افزايش دهد.
* نتيجه گيري: تركيب پلي آميني tdmtn به احتمال با خاصيت كليت كنندگي كلسيم خارج سلولي توانست آپوپتوزيس را 

در نورون هاي حركتي مهار و قابليت حيات آنها را افزايش دهد. 
 tdmtn ،كليدواژگان: آپوپتوزيس، نورون حركتي، نخاع، موش *
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مقدمه
كلسيم به عنوان يك پيامبر ثانويه، اعمال مختلف سلولي از جمله 
تقسيم، ترشح، تمايز و حركت سلولي را كنترل مي نمايد. تحت شرايط 
در  است،  پايين  بسيار  سطح  در  سيتوزول  كلسيم  غلظت  فيزيولوژيك 
موجب  و  يافته  افزايش  پاتولوژيك  شرايط  در  غلظت  اين  كه  حالي 
 .(1) مي شود  سلولي  مرگ  به  منجر  كه  مي گردد  سيگنال هايي  شروع 
شواهد نشان مي دهد كه افزايش يون كلسيم داخل سلولي منجر به مرگ 
افزايش  توسط  شده  القا  سلولي  مرگ  همچنين   .(2) مي شود  سلولي 
يونوفورهاي  با  شده  تيمار  سلول هاي  در  سلولي  داخل  كلسيم  غلظت 
كلسيم (Calcium Ionophores) (3) و يا مهار پمپ كلسيم موجود 
بر روي غشا سيتوپلاسمي (4) به اثبات رسيده است. مهم ترين ارتباط 
فعال  آپوپتوزيس،  سلولي  مرگ  و  كلسيم  غيرطبيعي  افزايش  بين 
و   (5)  (Calpain) كلپين  جمله  از  كلسيم  به  حساس  آنزيم هاي  شدن 
نوكلئازهاي داخل سلولي (Endonucleases) (6) مي باشد كه اين امر 
مسيرهاي دخيل در آپوپتوزيس را آغاز مي نمايد. از طرف ديگرافزايش 
بيش از حد كلسيم داخل سلولي موجب عملكرد غيرطبيعي ارگانل هاي 
افزايش  با  كه  بدين ترتيب  مي شود.  ميتوكندري ها  جمله  از  سلولي 
غيرطبيعي غلظت كلسيم سيتوزولي، جذب كلسيم توسط ميتوكندري ها 
افزايش و منجر به تجمع بيش از اندازه كلسيم در اين ارگانل مي گردد. 
منافذ  شدن  باز  و  ميتوكندري ها  غشا  ولتاژ  تغيير  موجب  امر  اين 
پروتئين هاي  شدن  آزاد  به  منجر  آن  واسطه  به  كه  شده  ارگانل  اين 
آپوپتوزيس كننده  القا  فاكتور   ،  c سيتوكروم  همچون  آپوپتوژنيك 

اين  از   G اندونوكلئاز  و   (Apoptosis-Inducing Factor; AIF)
ارگانل مي شود (7). 

مشاهداتي  اساس  بر  كلسيم  توسط  شده  القا  نوروني  مرگ  فرضيه 
موجب  سلول  بر  شده  اعمال  استرس  مختلف  فرم هاي  كه  است 
شواهدي  مي شود.  سلولي  داخل  كلسيم  اندازه  از  بيش  افزايش 
ايسكمي  طي  در  نورون ها  مرگ  مهم  دلايل  از  يكي  كه  دارد  وجود 
نورون ها شدن  دژنره  از  ناشي  بيماري هاي  در  همچنين  و   (8)
 Amyotrophic Lateral مثل   Neurodegenerative diseases
ساقه  نخاع،  در  حركتي  نورون هاي  آن  طي  كه  (بيماريي   Sclerosis
پاركينسون و   (Alzheimer) آلزايمر  مي ميرند)،  حركتي  قشر  و  مغز 

(Parkinson) ناشي از افزايش بيش از اندازه كلسيم داخل سلولي مي باشد 
(9). همچنين اعتقاد بر اين است كه طي آسيب هاي نخاعي، افزايش سطح 
شدن  فعال  جمله  از  بيوشيميايي  وقايع  از  آبشاري  سلولي  داخل  كلسيم 

كلپين را آغاز مي نمايد كه منجر به مرگ نورون ها مي شود (10). 
براي  سيتوزولي  كلسيم  سطح  حد  از  بيش  افزايش  كه  آنجايي  از 
گونه  اين  مي توان  است،  مرگ آور  نورون ها  خصوص  به  و  سلول ها 
فرض نمود كه با جلوگيري از افزايش بيش از حد اين يون در داخل 
سلول بتوان از مرگ نورون ها جلوگيري و يا حداقل مرگ اين سلول ها 
را به تاخير انداخت. بدين منظور، يكي از اين روش ها مي تواند استفاده 
قادر  كه  باشد   (Calcium Chelators) كلسيم  كننده هاي  كليت  از 
است كلسيم را در خارج سلول كليت نمايد. در اين خصوص مطالعاتي 



نيز وجود دارد كه EGTA (به عنوان كليت كننده قوي كلسيم) توانسته 
نخاع  شده  كشت  قطعات  حركتي  نورون هاي  در  را  آپوپتوزيس  است 
حاضر،  تحقيق  در  بنابراين  نمايد.  مهار   (3) HL-60 سلول هاي  و   (11)
توسط  كه  كلسيم  كليت كنندگي  قابليت  با   tdmtn پلي آميني  تركيب 
استفاده   مورد  است  شده  معرفي  و  سنتز   (12) همكاران  و  خانحمدي 
قرار گرفت تا اثر آن بر روي آپوپتوزيس نورون هاي حركتي قطعات 

كشت شده نخاع موش بالغ مورد بررسي قرار گيرد.

مواد و روش ها 
حيوانات

وزني ميانگين  با   Balb/c بالغ  ماده  موش هاي  تحقيق  اين  در 
3 ± 22 گرم، از انستيتو پاستور ايران خريداري شده و مورد استفاده 
حيوانات  اتاق  در  پلاستيكي  قفس هاي  در  حيوانات  گرفتند.  قرار 
 12 شده  كنترل  نور  و  سانتي گراد  درجه   22  ±  2 حرارت  درجه  با 
غذاي  و  آب  به  دسترسي  با  روشنايي  ساعت   12 تاريكي  ساعت 
كافي نگهداري شدند.در اين پژوهش اصول اخلاقي كار با حيوانات 
اخلاق  كميته  مصوبه  طرح  اين  است.  شده  رعايت  آزمايشگاهي 

زيستي دانشگاه اراك مي باشد.

تهيه قطعات نخاع
ميلي گرم   60) پنتوباربيتال  سديم  تزريق  توسط  موش ها  ابتدا 
كشته  قلب  شكافتگي  توسط  سرانجام  و  بيهوش  كيلوگرم)  بر 
در  و  خارج  نخاع  حيوان،  پشت  ناحيه  نمودن  باز  از  پس  شدند. 
گرفت  قرار   (pH  =7/4)  Phosphate-Buffered Saline (PBS)
بافت كننده  قطعه  دستگاه  توسط   (13) نخاع  سينه اي  ناحيه  سپس 

قطعات  به  عرضي  طور  به  آمريكا)  (استولتينگ،   Tissue Chopper
پلاستيكي  پليت هاي  در  قطعات  اين  و  شده  بريده  ميكروني   400
قرار  بود  كشت  محيط  ميكروليتر   450 حاوي  كه  استريل  چهارخانه 
گرفتند (در هر خانه 4 قطعه). محيط كشت متشكل از تركيبي شامل50 
درصد   25  Minimum Essential Medium (MEM) درصد 
سرم  درصد،   25  Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

اسب، 25 ميلى مولار
N-2-hydroxyethyl piperazine-N´-2-ethanesulfonic acid (HEPES) 
با استرپتومايسين  پنى سيلين-  درصد  يك  و  گلوكز  ليتر  در  گرم   6

CO2دار  انكوباتور  يك  در  نخاع  قطعات  سپس  بود.   pH=7/3-7/4
(ممرت، آلمان) در درجه حرارت 37 درجه سانتي گراد براى 6 ساعت 

انكوبه شدند.
 

فيكس و برش گيري قطعات
براي  شده  كشت  قطعات  و  صفر)  (لحظه  شده  تهيه  تازه  قطعات 
 0/2 پارافورمالدهايد،  درصد   2) استفانيني  فيكساتور  در  ساعت   6
براي   (pH=7/2 بافر،  فسفات  مولار   0/1 در  پيكريك  اسيد  درصد 
 3) شست وشو   PBS در  قطعات  اين  شدند.  فيكس  ساعت   2 حداقل 
 PBS بار و هر بار 5 دقيقه) و سپس در محلول 20 درصد ساكارز در
نگهداري  سانتي گراد  درجه  حرارت4  درجه  در  ساعت   24 مدت  به 
ضخامت  با  آلمان)  (لايكا،  كرايوستت  دستگاه  توسط  قطعات  شدند. 
10 ميكرون برش گيري و بر روي لام هايي كه توسط پلي- ال- لايزين

در20-  سپس  و  گرفته  قرار  بودند  شده  پوشيده   (Poly-L-Lysine)
درجه سانتي گراد تا زمان استفاده نگهداري شدند.

سنجش آپوپتوزيس
جنبه هاي  بر  تاكيد  (با  حركتي  نورون هاي  در  آپوپتوزيس 
مورفولوژيكي)، توسط رنگ آميزي هسته و سيتوپلاسم سنجش شد. بدين 
منظور برش هاي نخاع با تركيبي از دو رنگ فلوئورسنت يعني پروپيديوم 
آيودايد (Propidium Iodide ، 10 ميكروگرم بر ميلي ليتر در PBS به 
مدت 15 دقيقه) و هوخست 33342 (Hoechst 33342)، 10 ميكروگرم 
در ميلي ليتر در PBS به مدت 1 دقيقه) رنگ آميزي شدند. اتصال رنگ 
متراكم  تا  مي دهد  را  اجازه  اين  محققين  به   DNA به  هوخست 33342 
شدن هسته و كروماتين را براي تعيين كيفي آپوپتوزيس در سلول ها مورد 
مطالعه قرار دهند (14). سپس برش ها با PBS شست وشو (3 بار و هر بار 
5 دقيقه) و با اضافه نمودن مخلوط PBS-گليسرول (1:1) توسط لامل 
پوشيده شدند. در برش هاي نخاع، نورون هاي حركتي توسط مشخصات 
مورفولوژيكي (جسم سلولي و هسته بزرگ) و موقعيت (شاخ شكمي) 
مورد شناسايي قرار گرفتند. نورون هاي حركتي آپوپتوتيك، چروكيدگي 
عكس هاي  گذاشتند.  نمايش  به  را  كروماتين  و  هسته  تراكم  سلولي، 
(المپيوس،  فلوئورسنس  ميكروسكوپ  به  متصل  دوربين  با  ديجيتالي 
ژاپن) با بزرگ نمايي 400× گرفته شدند. درصد قابليت حيات نورون هاي 
حركتي به وسيله شمارش تصادفي اين نورون ها در 12 شاخ شكمي نخاع 

و مقايسه آن با گروه كنترل تعيين گرديد.
فراگمنت هاي  ظهور  شناسايي  جهت  آگارز  ژل  الكتروفورز 
نوكلئوزومي DNA (Nucleosomal DNA Fragmentation) مورد 
و  صفر)  (لحظه  شده  تهيه  تازه  قطعات  از   DNA گرفت.  قرار  استفاده 
 DNA استخراج  كيت  توسط  ساعت   24 براي  شده  كشت  قطعات 
شد.  استخراج  كيت  اين  دستورالعمل  اساس  بر  و  آمريكا)  (پرومگا، 
مقادير مساوي DNA استخراج شده از هر نمونه در ژل آگارز 2 درصد 
سپس  و  الكتروفورز  بود،  شده  رنگ آميزي  برومايد  اتيديوم  توسط  كه 
جين،  (سين  داكيومنتيشن  ژل  دستگاه  توسط  بنفش  ماورا  اشعه  تحت 

انگلستان) عكس گرفته شد.

مواد 
تركيب

(tdmtn) N, N, N´, N´-tetrakis (2-aminoethyl)2, 2-dimethyl-
propane-1, 3-diamine

از واكنش 2، 2- دي آمينو پروپان با توسيل ازيريدين در بنزن و سپس 
هيدروليز محصول به دست آمده با اسيد هيدروبروميك بر اساس روش 
ارايه شده توسط خانمحمدي و همكاران (12) سنتز گرديد. اين تركيب 
داراي 4  آب  در  محلول  و  مولكولي 274/45  وزن  با   (C13H34N6)

گروه آميني آزاد مي باشد كه به عنوان يك پلي آمين مطرح است.

آناليز آماري
 (ANOVA) بيان شدند. آناليز واريانس Mean ± SD داده ها به صورت
قرار  استفاده  مورد  داده ها  آماري  سنجش  براي   Tukey آزمون  با  همراه 

گرفت. p<0/05 به عنوان سطح معنى دار بودن داده ها در نظر گرفته شد. 

يافته ها 
آپوپتوزيس در نورون هاي حركتي

در برش هاي نخاع گرفته شده از قطعات تازه تهيه شده (لحظه صفر)، 
نورون هاي حركتي جسم سلولي و هسته بزرگ و توزيع طبيعي كروماتين 
 .(1 A شكل) هسته اي و بدون هيچ گونه علايم آپوپتوزيس را نشان دادند

آپوپتوزيس در نورون هاي حركتي نخاع
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براي  شده  كشت  قطعات  از  حركتي  نورون هاي  بيشتر  برعكس 
شامل  آپوپتوزيس  مشخص  مورفولوژيكي  نشانه هاي  ساعت،   6
هسته  شدن  متراكم  همچنين  و   Cell Shrinkage سلول  چروكيدگي 
به  را   (Nuclear and Chromatin Condensation) كروماتين  و 

.(1 B شكل) نمايش گذاشتند
نخاع،  قطعات  سلول هاي  در  آپوپتوزيس  بيشتر  تاييد  براي 
مورد  آگارز  ژل  روي  بر    DNA نوكلئوزومي  فراگمنت هاي  ظهور 
شده  كشت  قطعات  از  شده  استخراج   DNA گرفت.  قرار  بررسي 
داد  نشــان  را   (DNA ladder) DNAو  نردباني  طرح  ساعت   24 براي 
 DNA از قطعات كنترل بيانگر DNA در حالي كه ،(و1، ستون3C شكل)

دست نخورده با وزن مولكولي بالا بود (شكل Cو1، ستون2).

مهار آپوپتوزيس وافزايش قابليت حيات نورون هاي حركتي 
كاربرد تركيب tdmtn (5 ميلي مولار) به عنوان ماده اي كه سلول ها 
به آن نفوذپذير مي باشند، توانست به طور موثري متراكم شدن هسته و 
كروماتين را در نورون هاي حركتي قطعات كشت شده براي 6 ساعت 
در مقايسه با گروه كنترل (شكل B 1) مهار نمايد (شكل A 2). در اين 
لحظه زماني، اين ماده همچنين توانست درصد قابليت حيات نورون هاي 
حركتي را در شاخ هاي شكمي نخاع به طور معني داري (p<0/01) در 
مقايسه با گروه كنترل افزايش دهد (شكل B 2). با اين وجود اين تركيب 
از مهار ظهور فراگمنت هاي نوكلئوزومي DNA در قطعات كشت شده 
براي 24 ساعت (به عنوان اولين زماني كه اين فراگمنت ها مشاهده شد) 

عاجز ماند (داده ها نشان داده نشده است).

مؤمني و همكاران

شكل1: (A-B) رنگ آميزي برش هاي تهيه شده از قطعات نخاع با پروپيديوم آيودايد (قرمز) و هوخست 33342 (آبي) تغييرات مورفولوژيكي 
آپوپتوزيس را در نورون هاي حركتي نشان داد. A) نورون هاي حركتي طبيعي از قطعات تازه تهيه شده (لحظه صفر) با جسم سلولي و 
هسته بزرگ. B) نورون هاي حركتي سبب آپوپتوزيس با چروكيدگي سلول و متراكم شدن هسته و كروماتين از قطعات كشت شده بعد 
از 6 ساعت شده است. فلش ها نورون هاي حركتي را نشان مي دهند. (25 ميكرون: Scale bar)و. C) الكترو فورز ژل آگارز از DNA  مربوط 
به قطعات كشت شده براي 24 ساعت نشان دهنده ظهور فراگمنت هاي نوكلئوزومي DNA به صورت طرح نردباني (DNA ladder) بود. 
ستون 1: ماركر (اعداد به صورت Base Pairs بيان شده اند). ستون DNA :2 از قطعات تازه تهيه شده (لحظه صفر). ستون DNA :3 از 

قطعات كشت شده براي 24 ساعت.
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ساعت 0 6 ساعت (كنترل)  (tdmtn) 6 ساعت

هوخست  و  (قرمز)  آيودايد  پروپيديوم  با  شده  رنگ آميزي  نخاع  قطعات  برش هاي  از  حركتي  نورون هاي   (A شكل2: 
33342 (آبي). نورون هاي حركتي از قطعات تيمار شده با تركيب tdmtn (5 ميلي مولار) براي 6 ساعت، مهار تغييرات 
مورفولوژيكي آپوپتوزيس را در مقايسه با گروه كنترل (شكل B 1) به خوبي نشان مي دهد. فلش ها بيانگرنورون هاي 
حركتي مي باشند. B) درصد قابليت حيات نورون هاي حركتي در قطعات تازه تهيه شده (لحظه صفر) و قطعات كشت 
شده براي 6 ساعت در حضور و عدم حضور (كنترل) تركيب tdmtn (5 ميلي مولار). Tdmtn توانست به طور معني داري 

(p< 0/01*) درصد قابليت حيات نورون هاي حركتي را افزايش دهد.

162 162     فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 2، تابستان 89



بحث
در تحقيق حاضر كشت قطعات نخاع موش بالغ مورد استفاده قرار 
نورون هاي  مرگ  در  دخيل  احتمالي  مكانيسم هاي  از  يكي  تا  گرفت 
حركتي اين قطعات مورد مطالعه قرار گيرد. اين بررسي نشان داد كه 
پلي آميني  تركيب  و  مردند  آپوپتوزيس  وسيله  به  حركتي  نورون هاي 

tdmtn توانست آپوپتوزيس را در اين نورون ها مهار نمايد.
از  يكي  مركزي  اعصاب  سيستم  در  حركتي  نورون هاي  مرگ 
بيماري هاي  در  همچنين  و  نخاعي  آسيب هاي  در  بحث  مورد  وقايع 
مشخصي  درمان  كنون  تا  كه  مي باشد  نورون ها  شدن  دژنره  از  ناشي 
براي آنها ارايه نشده است. بدون شك بررسي مكانيسم هاي دخيل در 
مرگ اين نورون ها مي تواند در افزايش دانش پايه اي در خصوص اين 
مشكل سهم عمده اي ايفا نمايد. بدين منظور، استفاده از كشت قطعات 
نخاع گرفته شده از پستانداران بالغ مي تواند به عنوان يك مدل مناسب

در  مدلي  چنين  اواخر  اين  در  گيرد.  قرار  توجه  مورد   in vitro
استفاده  مورد   (16) رت  و   (15  ،13) موش  همچون  بالغ  پستانداران 

قرار گرفته است.
در مطالعه حاضر با استفاده از رنگ آميزي فلوئورسنت نشان داده 
 6 براي  شده  كشت  نخاع  قطعات  در  حركتي  نورون هاي  اكثر  شدكه 
جمله  از  آپوپتوزيس  مشخص  مورفولوژيكي  مشخصه هاي  ساعت 
چروكيدگي سيتوپلاسم، متراكم شدن هسته و كروماتين را نشان دادند. 
يكي  عنوان  به  كه   DNA نوكلئوزومي  فراگمنت هاي  ظهور  طرفي  از 
از نشانه هاي بيوشيميايي مشخص آپوپتوزيس مطرح مي باشد (17)، در 
DNA قطعات كشت شده براي 24 ساعت مشاهده شد كه مي توانست 
بيانگر اين مطلب باشد كه علاوه بر نورون هاي حركتي، ساير سلول هاي 
موجود در اين قطعات از جمله نورون هاي حسي، نورون هاي واسطه و 

سلول هاي گليا نيز سبب آپوپتوزيس شده اند. 
كلسيم  سلولي  داخل  غلظت  اندازه  از  بيش  افزايش  كه  آنجا  از 
است  رسيده  اثبات  به  نخاع  آسيب هاي  طي  در  نورون ها  مرگ  در 
وارد  ناشناخته  استرس هاي  كه  كرد  فرض  مي توان  طور  اين   ،(10)
احتمال  به  نخاع  شده  كشت  قطعات  در  حركتي  نورون هاي  به  شده 
سلولي  داخل  كلسيم  اندازه  از  بيش  افزايش  به  منجر  است  توانسته 
كشت،  اوليه  ساعت هاي  در  خود  نوبه  به  كه  شود  نورون ها  اين  در 
اين  كه  صورتي  در  باشد.  كرده  القا  سلول ها  اين  در  را  آپوپتوزيس 
فرضيه درست باشد، جلوگيري از كلسيم داخل سلولي به عنوان مثال 
با استفاده از كليت كننده هاي كلسيم مي تواند از آپوپتوزيس در اين 
نورون ها جلوگيري نمايد. دراين خصوص گزارش هايي مبني بر مهار 
 HL-60 سلول هاي  و  نخاع (11)  حركتي  نورون هاي  در  آپوپتوزيس 
وجود  كلسيم)  قوي  كليت كنندگي  قابليت  (با   EGTA توسط   (3)
ساعت   6 گذشت  از  پس  توانست   tdmtn حاضر،  مطالعه  در  دارد. 
نورون هاي  در  را  آپوپتوزيس  توجهي  قابل  طور  به  كشت  محيط  در 
حركتي در مقايسه با گروه كنترل مهار نمايد. اين تركيب با دارا بودن 
چهار گروه آميني مي تواند به عنوان ماده اي با قابليت كليت كنندگي 
يون هاي كلسيم خارج سلولي مطرح باشد (12). در تاييد اين مطلب، 
با توجه به نقش يون كلسيم در انعقاد خون، در نتايج چاپ نشده نشان 
انعقاد  ضد  موثر  ماده  يك  عنوان  به  بوده  قادر  تركيب  اين  كه  داديم 
حركتي  نورون هاي  در  آپوپتوزيس  مهار  اين  بنابر  نمايد.  عمل  خون 
توسط tdmtn به احتمال مي تواند فرضيه آپوپتوزيس القا شده توسط 

كلسيم را در اين نورون ها توجيه نمايد.

طي  در  كلپين  مثل  كلسيم  به  وابسته  پروتئازهاي  شدن  فعال 
در  نوروني  مرگ  همچنين  و   (15) حركتي  نورون هاي  آپوپتوزيس 
آپوپتوزيس،  طي  است.  شده  گزارش   (10) نخاعي  آسيب هاي  طي 
سلولي  اسكلت  و  غشايي  پروتئين هاي  است  قادر  آنزيم  اين  فعال  فرم 
(كه تماميت غشا و سلول را تضمين مي نمايند) را در نورون ها تخريب 
است  قادر  پروتئاز  اين  كه  است  شده  مشخص  همچنين   .(18) نمايد 
پروتئين هاي ماتريكس هسته (كه تماميت هسته را تضمين مي كنند) را 
تغييراتي  و  هسته اي  ساختار  پاشي  فرو  به  منجر  و  داده  قرار  حمله  مورد 
در  برآن  علاوه   .(19) گردد  كروماتين  و  هسته  شدن  متراكم  جمله  از 
وسيله  به  شده  فعال  داخلي  نوكلئازهاي  فعاليت  نقش  آپوپتوزيس  طي 
كلسيم كه با شكستن DNA از نواحي بين نوكلئوزوم ها منجر به تشكيل 
به  مي گردد  آگارز  ژل  روي  بر   DNA نوكلئوزومي  فراگمنت هاي 
تغييرات  كه  دارد  وجود  احتمال  اين  بنابراين   .(6) است  رسيده  اثبات 
نورون هاي  در  شده  مشاهده  هسته اي)  و  (سيتوپلاسمي  مورفولوژيكي 
حركتي سبب آپوپتوزيس و همچنين ظهور فراگمنت هاي نوكلئوزومي 
DNA در قطعات كشت شده نخاع به ترتيب ناشي از فعاليت پروتئازها و 
نوكلئازهاي داخلي وابسته به كلسيم و در اثر افزايش غيرطبيعي يون هاي 

كلسيم داخل سلولي باشد.
تركيبات  گروه  از  آميني  گروه هاي  بودن  دارا  با   tdmtn تركيب 
القا  در  پلي آمين ها  نقش  چه  اگر   .(12) مي شود  محسوب  پلي آميني 
آپوپتوزيس در سلول هاي سرطاني پستان گزارش شده است (20)، نقش 
 (21) Proliferation and Differentiation آنها در تزايد و تمايز سلولي
و همچنين مهار آپوپتوزيس (22) مطرح مي باشد. اثر محافظتي پلي آمين ها 
اين  قابليت  از  ناشي  مي تواند  آپوپتوزيس  به  منجر  سلول هاي  روي  بر 
 Caspase-3 توسط  شده  ميانجي  وقايع  كردن  مختل  در  تركيبات 
(يكي از القا كننده هاي آپوپتوزيس) باشد (23). همچنين اعتقاد بر اين 
است كه اثر مهاري پلي آمين هايي همچون اسپرمين و اسپرميدين بر روي 
نوكلئازهاي  فعاليت  مهار  از  مي تواند  تيموس  سلول هاي  آپوپتوزيس 
داخلي ناشي شده باشد (24). بنابراين اين احتمال نيز وجود دارد كه مهار 
تركيب  اين  پلي آميني  خاصيت  از  حركتي  نورون هاي  در  آپوپتوزيس 

ناشي شده باشد.
ذكر اين نكته كه مكانيسم مهار آپوپتوزيس توسط tdmtn از طريق 
كليت كردن كلسيم صورت گرفته يا ناشي از خصوصيت پلي آميني آن 
و يا هر دو است، به خوبي معلوم نيست و نيازمند مطالعه بيشتر در اين 

زمينه است.

نتيجه گيرى
نتايج حاصل از كشت قطعات نخاع موش بالغ نشان مي دهد كه پس 
از 6 ساعت در محيط كشت، نورون هاي حركتي به وسيله آپوپتوزيس 
قابليت  با  پلي آميني  تركيب  يك  عنوان  به   tdmtn كاربرد  مي ميرند. 
مهار  نورون ها  اين  در  را  آپوپتوزيس  توانست  كلسيم،  كليت كنندگي 
احتمالا  شده  ذكر  خصوصيات  بودن  دارا  با  تركيب  اين  بنابراين  نمايد. 
نورون هاي  در  (حداقل  ضدآپوپتوزيس  عامل  يك  عنوان  به  مي تواند 

حركتي نخاع) پيشنهاد گردد.

تقدير و تشكر
و  گرفته  صورت  اراك  دانشگاه  مالي  حمايت  تحت  پژوهش  اين 
نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خود را از اين دانشگاه اعلام مي نمايند. 

آپوپتوزيس در نورون هاي حركتي نخاع
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