
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 in vivoمدل  کسايد سنتاز درغيراختصاصی نيتريک ا مهار اختصاصی و
  نارسايی کليوی ناشی از جنتامايسين در موش صحرايي

   ۲مهری کدخداييدکتر ، ٭  ۱رعنا غزنوی

 چکيده
شواهدی دال بر . موجود می باشد) NOS(های مختلف کليه هر سه ايزوفرم نيتريک اکسايد سنتاز   در بخش :سابقه و هدف

 کامل های بافتی وجود دارد و به همين دليل مهار پس ازبرخی انواع آسيب)  eNOS(ی  اندوتليالNOS اثرات سودمند فعاليت 
NOS از سوی ديگر پيشنهاد شده که فعال شدن . در اين شرايط موجب بدتر شدن عملکرد اعضا می شودNOS القايی )iNOS (

در مقايسه با مهار  iNOS سودمندی مهار در مطالعه حاضر احتمال.  می کنديجه مهار آن ايجاد بهبودیآسيب را تشديد و در نت
  .کليوی ناشی از جنتامايسين بررسی شده استدرنارسايی  NOSعمومی 

          . در گروه شاهد نرمال سالين تزريق شد: های صحرايی نر در چهار گروه مورد بررسی قرار گرفتند موش :ها مواد و روش

            سه نوبت ن وـامايسيـ جنت٣در گروه . دـق شـ تزري)لوگـرم وزن بدنميـلي گرم بر كيـ٤،  iv( جنتامايسين ٢در گروه 
L-N6-(1-Imino ethyl) lysine) L-NIL ،iv، ۳جنتامايسين وسه نوبت ٤در گروه . تزريق شد ) ميلي گرم بر كيلوگرم وزن 

L-NAME N-nitro-L- Arginine Methyl Ester)، , iv۱۰ در تمامی .  تزريق شد)يلي گرم بر كيلوگرم وزن بدنم   
ميزان كليرانس . چنين کراتينين خون سنجش شد وکراتينين  ادرار، هم) NAG( ها آنزيم ان استيل بتا دی گلوکز آمينيداز گروه

وانات تهيه و با يه های حيمقاطع بافتي از کل. با فرمول استاندارد محاسبه گرديد) GFRفيلتراسيون گلومرولي ،(كراتينين 
  .بررسی شد نوري ميكروسكوپ

ميزان کراتينين سرم در   در ادرار وNAGفعاليت . جنتامايسين  پيشگيری کرد ناشی از GFR از کاهش L-NIL :يافته ها

 ، GFR  کاهش L-NAME.  بود ولی به حد کنترل نرسيد دريافت کردند از گروه جنتامايسين پايين ترL-NILگروهی که 
  .جنتامايسين را تشديد کردناشی از يش ميزان کراتينين سرم افزا  در ادرار وNAGفعاليت افزايش 

  L-NAMEوسيله ه  بNOSپيشگيری و مهار عمومی باعث   می تواندL-NIL وسيلهه  بiNOSمهار اختصاصی  :نتيجه گيري

  .جنتامايسين شودنارسايی کليوی ناشی از  می تواند موجب تشديد
  L-NIL ،  GFR  ،NAG ، ، نارسايي کليوی  جنتامايسين:ان کليديگواژ

  همقدم

يک مولکول گازی است که در ) NO ( نيتريک اکسايد    

سيگنالينگ سلولي، توليد انرژی سلولی، سيستم دفاعی، 

در کليه ها  نيتريک . التهاب و تنظيم گردش خون  نقش دارد

ر موارد ذکر شده در تنظيم فيدبک توبولی اکسايد علاوه ب

گلومرولی، ناتريورز فشاری، ترشح رنين و نقل و انتقالات آب 

  ر ـات اخيـدر مطالع). ١( دـرکت می کنـت شـو الکترولي

های دخيل در  مشخص شده که اين مولکول در مکانيسم

  ). ٢(  مسموميت حاملگی و نارسايی کليه نيز نقش داردديابت،

  )مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي(پژوهنده 

   ۱۴۱ تا ۱۳۵  صفحات، ۶۲ پي در پي,  ۲شماره , دهم سيزسال

  ۱۳۸۷ خرداد و تير

  ۲۲/۵/۸۶    تاريخ دريافت مقاله
 ۹/۱۰/۸۶ تاريخ تجديد نظر      

 ٢٩/١٠/٨٦  تاريخ پذيرش مقاله

  تهرانوم پزشكي ـدانشگاه عل آذر ، ١٦خيابان   ،تهران:   آدرس براي مکاتبه.تهران دانشگاه علوم پزشكي گروه فيزيولوژی ،  کارشناس ارشد ، :نويسنده مسؤول .  ٭ ۱
   rghaznav @ sina.tums.ac.ir:  يک پست الکترون. ٦٦٤١٩٤٨٤ : دورنما و تلفن.        دانشکده پزشکي ، گروه فيزيولوژی 

  ، گروه فيزيولوژی ، دانشگاه علوم پزشكي تهران استاد  . ۲
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 نيتريک اکسايد سنتازيعنی   NOآنزيم توليد کننده    

)NOS ( دارای سه ايزوفرمNOSنرونی  )nNOS ( ،NOS 

 NO. است) iNOS( القايی NOSو ) eNOS(اندوتليالی 

 در تنظيم فعاليت های وسيله هر سه ايزوفرمه توليد شده ب

  . کليوی شرکت می کنند

 که توسط iNOS بوسيله NOش از حد ـتوليد بي   

ها تحريک می شود، موجب استرس نيتروزاتيو و  سيتوکين

له أکه اين مس) ۳( فعال شدن راديکال سوپراکسيد می شود

         ه ـون، صدمـار خـاد فشـم ايجـمالاً در مکانيسـاحت

 نارسايی حاد کليوی دخيل است ري پرفيوژن و ‐ايسکمی

 iNOSنشان داده شده که در چنين مواردی مهار ). ۴(

  .عملکرد کليه ها را بهبود می بخشد

هدف از مطالعه حاضر، بررسی احتمال مفيد بودن مهار     

iNOSيسين درپيشگيری از نارسايی کليوی ناشی از جنتاما 

 مهار  و مقايسه اثرهای صحرايی  در موشin vivoدرمدل 

  . در اين مورد می باشدNOS غير انتخابی 

  ها مواد و روش
 تا ٢٧٠با وزن  Sprague-Dawley  از نژادهای نر  رت    

  :ر مطالعه  شدي گرم در چهار گروه ز٣٢٠

  . تزريق شد)ivوip ( نرمال سالين): شاهد (١گروه  •

ميلي گرم بر كيلوگرم ٤، iv(يسين جنتاما: ٢گروه  •

  . تزريق شد)وزن بدن

             سه نوبت هم چنين ين وـايسـامـجنت: ٣ روهـگ •

L-N6-(1-Imino ethyl) lysine) L-NIL ،

 iv صورته ميلي گرم بر كيلوگرم وزن بدن ب ۳

 ميلي گرم بر كيلوگرم  ۳، با جنتامايسين قبل از

س از  ساعت پ٤ و ٢ ipصورت ه وزن بدن ب

  . تزريق شد)  جنتامايسين

-L تـه نوبـس هم چنيـن جنتامايسين و: ٤گروه  •

NAME N-nitro-L- Arginine Methyl 
Ester)، ۱۰ دنـرم وزن بـلوگـرم بر كيـلي گـيم 

ميلي گرم بر ۱۰،  قبل از جنتامايسينiv صورته ب

 ساعت پس ٤ و ٢ ipصورت ه كيلوگرم وزن بدن ب

  .تزريق شد) از جنتامايسين

سپس حيوانات جهت جمع آوری ادرار در قفس متابوليک      

روز بعد يک نمونه خون از وريد اجوف . ندقرار داده شد

های لاکتات  آنزيم .تحتاني گرفته، سرم آن استخراج گرديد

ز ـوکـا دی گلـل بتـو ان استي )LDH( ازـدروژنـدهي

، کراتينين  ادرار و کراتينين خون سنجش )NAG( آمينيداز

 ،لومروليفيلتراسيون گ(ين ـزان كليرانس كراتينـمي. دش

GFR (قبل از انجام . با فرمول استاندارد محاسبه گرديد

روز بعد از آن،  قبل از جراحي،  فشارخون حيوان  آزمايشات و

 power labبا استفاده از كاف دمي و ترنسديوسر مخصوص 

رج گيري، كليه هاي حيوان خا پس از خون. اندازه گيري شد

در پارافين   فيكس و%۱۰ سپس در فرمالين و وزن شد و

از اين کليه ها مقاطع بافتي تهيه و با . قالب گيري گرديد

بررسي مقاطع بافتي . ائوزين و هماتوكسيلين رنگ آميزي شد

  .با ميكروسكوپ نوري انجام گرديد

وسيله ه دست آمده از آزمايشات به ميانگين اعداد ب     

ANOVAمعنی داری اختلافات توسط تست   مقايسه و

Tukey ) ۰۵/۰P< (بررسی شد.  

   هايافته

     GFRدر گروه جنتامايسين نسبت به كنترل و گروه       

 L-NIL ۰۱/۰( كاهش پيدا كردP< .( اين شاخص  در گروه

L-NILتـداشـرل نـاوتي با كنتـ تف .GFRروهـ در گ           

L-NAMEتر  امايسين كمجنته طور معني دار از گروه  ب

  ).۱ نمودار،  >۰۵/۰P(بود 

 نسبت به ميزان كراتينين سرم در گروه جنتامايسين   

        در گروه و) >۰۱/۰P( بالاتر طور معني داره كنترل ب

L-NIL ۰۵/۰( نسبت به گروه جنتامايسين  پايين ترP< (

        L-NAMEگروه . بود هر چند به حد كنترل نرسيد

  ري داشتـن بالاتـين كراتينيـروه جنتامايسـه با گـدر مقايس

  نارسايی کليوی ناشی از جنتامايسينin vivoمهار نيتريک اکسايد سنتاز در مدل                                      ماهنامه پژوهنده دو/  ١٣٦
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 )۰۱/۰ P< ،۲نمودار.(  

بت هاي گروه جنتامايسين نس  در ادرار موشNAGآنزيم    

و در گروه ) >۰۱/۰P(تري نشان داد   كنترل فعاليت بيشبه

L-NILجنتامايسين قرار داشت  در حدي مابين كنترل و. 

جنتامايسين  فعاليت اين آنزيم از گروه L-NAMEدر گروه 

  ).۳نمودار،  >۰۵/۰P(بالاتر بود 

       روهـز گـها به ج كدام ازگروه ون در هيچـار خـفش    

L-NAMEنجام آزمايشات تغيير معني داري  پس از ا

، نشـان نـداد) بل از انجام آزمايشاتق (نسبت به ميزان پايه

 ، >۰۰۱/۰P (كه در گروه مذكور افزايش پيدا كرد در حالي

  ).۴نمودار

های ميکروسکوپ نوری برروی مقاطع بافتی مشخص  بررسي

 دريافت کرده بودند جنتامايسيننمود که  کليه هايي که 

 آسيب سلولي را بصورت واکوئليزه شدن و انسداد علايمي از

درجات بالاتري از تخريب ). ب۱تصوير(ها  نشان دادند  توبول

 مشاهده شد جنتامايسين+ L-NAME  توبولي در گروه

 جنتامايسين با L-NILدر کليه هايي که ). د۱تصوير(

دريافت کرده بودند تمايلي براي محافظت از سلولها و حفظ 

با اين  ).ج۱تصوير(يعي بافت وجود داشت شکل ظاهري طب

      وده و ـر نبـگي مـده چشـاد شـييرات ايجـح تغـود سطـوج

ر ـی از نظـورد بررسـع مـده در مقاطـده شـهای دي اوتـتف

  .هيستولوژيک به لحاظ آماری معنی دار نبود

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  

  

  

  

ميزان فيلتراسيون گلومرولي در گروه جنتامايسين . های مختلف  روه  مقايسه ميزان فيلتراسيون گلومرولي در گ‐۱ نمودار 

                 . L-NIL  در مقايسه با گروه کنترل و p<0.01 *  . تفاوت داشتL-NILطور معنی دار با گروه کنترل و ه ب

   . اختلاف معنی دار نشان دادE L-NAMميزان فيلتراسيون گلومرولي بين دو گروه جنتامايسين و

p< 0.05 ** در مقايسه با گروه جنتامايسين .  

  ١٣٧/                                                          رعنا غزنوي و همکاران                       ۱۳۸۷ خرداد و تير,  ۶۲، پي در پي ۲شماره 
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 .تينين در گروه جنتامايسين بطور معنی دار بالاتر از گروه کنترل بودسطح کرا.  مقايسه ميزان کراتينين سرم در گروههای مختلف‐۲ نمودار 

* P<0.01ميزان کراتينين گروه جنتامايسين با گروه .  در مقايسه با گروه کنترلL-NILتفاوت معنی دار نشان داد .  

  P<0.05 # در مقايسه با L-NIL . ميزان کراتينين گروهL-NILنسبت به گروه کنترل تفاوت معنی دار داشت  . 

P<0.05 †کراتينين گروه .  در مقايسه با کنترلL-NAMEطور معنی دار بالاتر از گروه جنتامايسين بوده  ب.  

 P< 0.01 ** در مقايسه با گروه جنتامايسين.  

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     فعاليت آنزيم در گروه جنتامايسين. های مختلف درار در گروها) NAG( گلوکزامينيدازb‐ -D  استيل‐N مقايسه فعاليت ‐۳ نمودار 

                                 وL-NAMEفعاليت آنزيم بين گروه . در مقايسه با کنترلP<0.01   *.طور معنی دار بالاتر از گروه کنترل بوده ب

 روه جنتامايسين در مقايسه با گP< 0.05  ** .جنتامايسين اختلاف معنی دار نشان داد

  نارسايی کليوی ناشی از جنتامايسينin vivoمهار نيتريک اکسايد سنتاز در مدل                                     دو ماهنامه پژوهنده /  ١٣٨
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فشار خون در بعد از . عد از آزمايشهای مختلف  و در هر گروه بين قبل از آزمايش و ب  مقايسه فشار خون ما بين گروه‐۴نمودار 

                            طور ه چنين نسبت به همان گروه در قبل از آزمايش ب  نسبت به سه گروه ديگر و همL-NAMEآزمايش در گروه 

   سه گروه ديگر و نسبت به همان گروه در قبل ازآزمايش در مقايسه باP< 0.001 * .بالاتر بود معنی دار

 

 
        هيستولوژي بافت كليوي طبيعي در گروه كنترل ديده ‐الف. هاي مختلف  بررسي هيستولوژيك مقاطع بافتي كليه در گروه‐۱تصوير 

               در بافت شناسي كليه هاي گروه جنتامايسين آسيب توبولي  خفيف شامل درجاتي از واكوئوله شدن وانسداد ‐ب. شود مي

                          دريافت كردند L-NIL دربافت شناسي  كليه هاي حيواناتي كه همراه جنتامايسين ‐ج. گردد يها مشاهده م توبول

                                             زمان جنتامايسين و  کليه های گروه چهار که هم ‐د. ها وجود دارد براي حفظ حالت طبيعي سلول تمايلي

L-NAMEت کردند درجات شديدتری از صدمات توبولی نسبت به گروه جنتامايسين نشان مي دهند درياف.  

  ١٣٩/                                                          رعنا غزنوي و همکاران                       ۱۳۸۷ خرداد و تير,  ۶۲، پي در پي ۲شماره 
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 بحث
 از کاهش L-NILنشان می دهد که  نتايج مطالعه حاضر   

GFRاز افزايش   ناشی از جنتامايسين جلوگيری نموده و

طور نسبی پيشگيری می کند، ه بNAG  کراتينين و فعاليت

  آسيب کليوی را با توجه به L-NAMEکه تجويز  در حالي

  .های ذکر شده تشديد می نمايد کليه شاخص

     در NOSايزوفرم ه ـده است که هر سـان داده شـنش   

 در eNOS% ۹۵که  طوريه  موجود است، بكليه ها

اندوتليوم و عضله صاف ديواره . اندوتليوم متمرکز شده است

در eNOS  و iNOS  . توليد می کنند هم iNOSها   رگ

ز ـرولی نيـهای گلوم مويرگ  وبخش ابتدايی شريانچه وابران

يافت می شود که نقش مهمی در تنظيم جريان خون کليوی 

. های مزانژيال توليد می گردد ه در سلولويژه  بiNOS.دارند

ور ـ حضNOSهای  رمـايزوفام ـوی تمـهای کلي ولـوبـدر ت

  ). ۵( دارند

که  مطالعات جديد تر اين مسأله را مطرح کرده است    

 باعث بهبود عملکرد کليه ها پس از صدمات eNOSفعاليت 

به عنوان . مختلف يا پيشگيری از وقوع اين صدمات می شود

 در آماده سازی بافتی eNOSوسيله ه  بNOل توليد مثا

نقش ) ۷(و افزايش بقای بافت پيوندی  )۶(قبل از ايسکمی 

چنين يکی از دلايل مشکلات کليوی در بيماران  هم. دارد

از ). ۸(  در گلومرول هاستeNOSديابتی کاهش فعاليت 

سوی ديگر نشان داده شده که در انواع مختلف صدمات 

نجر به توليد دوزهای بسيار که مiNOS  نکليوی فعال شد

توکسيسيتی توبولی و  وـب سيتـود موجـش می NOبالای

در يک مطالعه گزارش  شده است که . نارسايی کليه می شود

). ۹(  وجود دارد iNOSدر ايسکمی کليوی افزايش فعاليت 

در افراد با نارسايی کليوی ناشی از هموسيستئين بالا توليد 

NOوسيله ه  بiNOS۱۰ ( تراز حد عادی می باشد بيش  .(

     ،INOSوسيله ه  توليد شده بNOعنوان شده است که 

         موجب اين اثرات سمی eNOSبه علت مهار جانبی 

ر برخی انواع نارسايی کليوی  دبه اين ترتيب). ۱۱ (می شود

به عنوان .  می تواند اثرات سودمندی داشته باشدiNOSمهار

 GFRاز کاهش iNOS ه مهار انتخابی مثال ذکر شده ک

و کارکرد کليوی را در ) ١٢(پيشگيری کرده  LPSناشی از 

  ).١٣(حيوانات سيروتيک بهبود می بخشد 

 ARFريواس کابانرو وهمکاران پيشنهاد کرده اند که در     

) ۱۴(در گلومرول iNOS ناشی از جنتامايسين نيز بيان ژن 

ن، ـابرايـبن. ش می يابدـايزـاف) ۱۵(زانژيال ـهای م ولـو سل

 دراين مورد اثرات iNOSاحتمال دارد که مهار انتخابی

نتايج پژوهش حاضر از اين احتمال . محافظتی داشته باشد

  .حمايت می کند

 L-NAMEدر مطالعه حاضر مشاهده شد که تجويز    

 تشديد جنتامايسينناشی از عملکرد کليوی را در نارسايي 

شگران  نيز گزارشات مشابهی دارند برخی از پژوه. می کند

 های پيشنهاد شده که هنگام مهار تمامی ايزوفرم). ۱۷و۱۶(

NOSلـخابی مثـده غيرانتـهار کننـيله يک مـوسه  ب      

L-NAME پيامدهای مضر مهار ، eNOS  بر اثرات مفيد 

  ). ۱۶(کند  غلبه مي iNOS مهار

  نتيجه گيري
 احتمالاً از نارسايي L-NIL بوسيله iNOSمهار انتخابی    

که  اليـجنتامايسين پيشگيری می کند در حکليوی ناشی از 

  آن را L-NAMEله ـوسيه  بNOSخابی ـر انتـار غيـمه

  .تشديد می نمايد
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