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  يونيزان با فركانس پايين بررسي اثر امواج غير
   انسانيهاي سلول فيبروبلاست  بر بيان پروتئين

  3، حسين مزداراني*2، مصطفي رضايي طاويراني1السادات سيدي سمانه
  
   الانبيا دانشگاه خاتم،شناسي گروه زيستمولكولي، -كارشناس ارشد بيولوژي سلولي. 1
   شهيد بهشتي دانشگاه علوم پزشكي ،پزشكي پيرا دانشكده،مركز تحقيقات پروتئوميكسدانشيار، . 2
  دانشگاه تربيت مدرس، شكيگروه ژنتيك پزاستاد، . 3

  چكيده
با پيشرفت تكنولوژي و ساخت دستگاههاي جديد الكتريكي، بشر روزانه تحت تاثير امواج الكترومغناطيس بـا فركـانس                  : سابقه و هدف  

مغناطيسي مغز  كننده   ، تحريك كنديكي از دستگاههايي كه با امواج الكترومغناطيس با فركانس پايين كار مي           . گيرد ميبسيار پايين قرار    
هـايي بـا    بررسـي  "اخيرا. كنندبراي درمان بيماريهايي چون افسردگي و اسكيزوفرني استفاده مي         محققين از تحريكات مغناطيسي   . است

 اين تحقيـق در ادامـه ايـن         و گرفته   هاي مختلف بدن انسان انجام    الكترومغناطيسي كم فركانس بر بخش     امواج   هدف تعيين اثرات جانبي   
  . شده استطراحيت مطالعاسري 

تـسلا   ميلي 4شدت   و    هرتز 3فركانس  ( امواج الكترومغناطيس    هاي فيبروبلاست انساني در معرض    مطالعه سلول در اين    :ها مواد و روش  
استخراج شده، بـا اسـتفاده از       هاي  پروتئين. ها استخراج گرديد  هاي تام سلول   ساعت پروتئين  24قرار گرفته و پس از      ) ساعت 3به مدت   

بـا مقايـسه ژلهـاي نمونـه تحـت تـابش و             . ندشـد  يآميز تفكيك و با نيترات نقره رنگ      بعدي بر روي ژل الكتروفورز     ش الكتروفورز دو  رو
خـي از  افزارهاي مربوطه برداري تغيير نموده تعيين و با استفاده از بانكهاي اطلاعاتي و نرم      هايي كه بيان آنها بطور معني     كنترل، پروتئين 

  .ا شناسايي گرديدندهاين پروتئين
د منجر به توقف در بيـان پـروتئين         نتوانالعاده پايين مي  دهد امواج الكترومغناطيس با فركانس فوق     نتايج بدست آمده نشان مي    : ها يافته

  .دنهاي فيبروبلاست انساني شو و توليد پروتئين يوبيكيتين در سلولA آپوليپوپروتئين
الكترومغناطيس بـا فركـانس    امواجممكن است تابش هاي تحت تابش ها در سلول برخي از پروتئين  با توجه به تغيير بيان       :گيري  نتيجه
  .است بنابراين استفاده از آنها مستلزم انجام مطالعات بيشتري .داراي اثرات جانبي باشد درماني ا كاربردبپايين 

  .A  آپوليپوپروتئين،العاده پايين، يوبيكيتينكانس فوقهاي فيبروبلاست انساني، امواج الكترومغناطيس با فرسلول :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
دان استفاده روزافزون از وسايل الكتريكي، بشر تحت تاثير مي        با  

در . گيـرد مـي العاده پايين قرار    الكترومغناطيس با فركانس فوق   
ايــن ميــان، برخــي از وســايل الكتريكــي كــه بــا امــواج        

كنند، جنبـه درمـاني     ر مي الكترومغناطيس با فركانس پايين كا    
 كننـده مغناطيـسي مغـز   بعنـوان مثـال تحريـك   ). 1-3( دارند

(repetitive Transcranial Magnetic Stimulation = rTMS) 
ــاي نوروســايكولوژيك  ــان بيماريه ــي در درم  .شــوداســتفاده م

                                                 
دانـشگاه علـوم    تهـران،    ؛مصطفي رضـايي طـاويراني     :نويسنده مسئول مكاتبات  *

  ؛، مركــز تحقيقــات پروتئــوميكسپزشــكي پيرا، دانــشكده شــهيد بهــشتيپزشــكي
 rezaie.tavirani@ibb.ut.ac.ir :پست الكترونيك

دهد كـه تحريكـات مغناطيـسي بـه عنـوان       تحقيقات نشان مي  
پــذيري كــورتكس، كاي مناســب بــراي بررســي تحريــوســيله

ارتباطات كورتيكال، فعاليتهاي شناختي و وضعيت بيماري بكار        
بـراي   برخي از محققين نيـز از تحريكـات مغناطيـسي   . رودمي

  درمــان بيماريهــايي چــون افــسردگي و اســكيزوفرني اســتفاده 
  . كنندمي
دنبال پيشرفتهاي تكنولوژيك و ساخت دستگاههاي جديد و        به

اي  امواج بر بدن انسان، تحقيقات گسترده      تر اين حضور گسترده 
در زمينه تاثير ايـن امـواج روي سيـستمهاي زيـستي صـورت              

يك سري از تحقيقات در اين زمينـه در شـرايط           ). 4-6( گرفت
in vitroدر . هاي مختلف سلولي انجـام شـده اسـت   ، روي رده
 چون شرايط تابش كاملا تعريف شده است، in vitroمطالعات 
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 توان تخمين زد  تر مي  ناشي از اين امواج را راحت      اثرات زيستي 
هـاي سـلولي    اي روي رده  بنابراين مطالعـات گـسترده    ). 8،7،3(

.  صـورت گرفـت    ،مختلف كـه تحـت تـابش ايـن امـواج بودنـد            
تواننــد بــا اثــرات  ايــن امــواج مــيدهــدنــشان مــيتحقيقــات 

genotoxic   س و پوپتـوزي آ ، تمـايز سـلولي     و ، اختلال در تكثير 
  genotoxicاثـرات . همراه باشـند در بيان ژن و پروتئين تغيير 

  العـاده پـايين    ناشي از امواج الكترومغناطيس بـا فركـانس فـوق         
ــد شكــست در مــي ــا دورشــتهرشــته تــكDNAتوان اي، اي ي

هـاي  ناهنجاريهاي كروموزومي و در برخي موارد تشكيل هسته       
ي بـه   ايجاد اين تغييرات بستگ   . را به همراه داشته باشد    كوچك  

ز تـابش   و، زمان و د   )متناوب يا پيوسته  ( نوع سلول، نحوه تابش   
ــلول .)9،10 (دارد ــي از سـ ــواج  يكـ ــه امـ ــساس بـ ــاي حـ هـ

 فيبروبلاسـت   ، پـايين  العـاده فـوق الكترومغناطيس با فركـانس     
  . استانساني 

يكي از روشهاي مناسب براي بررسـي بيـان پـروتئين تكنيـك             
 )2DE(ورز دوبعـدي    در اين تكنيك، الكتروف   . پروتئوميك است 

هـا بـراي مطالعـه مخلوطهـاي        به عنوان يكي از بهترين گزينـه      
دليـل ايـن امـر وجـود ويژگـي          . پيچيده پروتئيني مطرح است   

استثنايي الكتروفورز دوبعدي در جداسـازي همزمـان چنـدين          
هزار پروتئين و به دنبال آن امكان آشكارسازي و مقايسه كمي           

  ).11-13(  بالا استهاي جدا شده با حساسيتپروتئين
هاي فيبروبلاست تحـت تـابش و       در اين مطالعه، پروتئوم سلول    

 تـا   سـت ا هاي فيبروبلاست نرمال با يكديگر مقايسه شده      سلول
   4  شـدت  وهرتـز  3تاثير امـواج الكترومغنـاطيس بـا فركـانس         

  . تسلا روي بيان پروتئين بررسي شودميلي
  

  ها مواد و روش
   5/4 داخل ظرف كشت حاوي هاي فيبروبلاست بهسلول
 درصد 10 حاوي RPMI -1640محيط كشت شامل  ليترميلي

   ،مولار ميلي2 گلوتامين به ميزان-سرم جنين گاو، ال
) µg/ml100(و استرپتومايسين ) IU/ml100( سيلينپني

  در انكوباتور با جريانºC37 ظرف كشت در دماي. نداضافه شد
CO2 5 %ساعت تحت 3ا به مدت هسپس سلول .قرار داده شد 

 4 شدت  و هرتز3تاثير امواج الكترومغناطيس با فركانس 
دما در طول تابش كنترل شده و . ندتسلا قرار داده شدميلي

 . نبودC3/0°تغييرات دما در اين مدت زمان بيشتر و كمتر از
ها  ساعت پس از تابش، محيط كشت را خالي نموده، سلول24

اوره ( شستشو داده و محلول ليز X 5/0را با محلول بافر فسفات
   DTT ،درصدCHAPS 4/0 ، مولار2 تيواوره ، مولار7
ها اضافه را به سلول)  درصد1-2ن آمفولي درصد و 3/0-2/0

خارج ساختن ليز سلولي و ريختن  پس از ليز كامل و. ديمنمو
آن در ويال، به مدت ده دقيقه سانتريفوژ با سرعت ده هزار دور 

هاي محلول محلول رويي شامل پروتئين. گرفتام در دقيقه انج
  .باشددر اوره مي

 2/4 حاوي يمخلوط ، الكتروفورزيبراي ساختن ژل بعد اول
 مولار 5/8آكريل آميد،  درصد بيس22/0درصد اكريل آميد، 

 درصد 6 درصد سوكروز و NP40 ،5 درصد 27/0اوره، 
د  درص05/0 به ميزان TEMED و APS و تهيه شد آمفولين
هاي مخصوص  الذكر به لوله مخلوط فوق. ديگرد اضافه به آن 

 14ليتر اضافه و تا ارتفاع   ميلي2/1الكتروفورز با قطر داخلي 
به مدت يك ساعت در دماي اتاق قرار   آنگاه،شد پرسانتيمتر 

 سپس . تا پليمريزاسيون ژل در درون لوله انجام گيردگرفت
د و پس از اضافه نمودن شاده ها در تانك الكتروفورز قرار دلوله
µl10 بافر پوشاننده (overlay))  مولار اوره، آمفولين 8شامل 
ها، به فضاي بالايي لوله) pH 10-5/3 درصد با محدوده 1

و )  مولار01/0اسيد فسفريك : محلول آنوليت(بافرهاي پايين 
 مولار كه به 02/0هيدروكسيد سديم : محلول كاتوليت(بالائي 

فضاي . نددبه تانك اضافه ش)  دي گاز شدهمدت طولاني
دستگاه به منبع تغذيه .  پر شدييها توسط بافر بالاانتهايي لوله

 300 ،200 دقيقه با ولتاژهاي 45  و30 ،15 متصل و به  مدت
  .فتگر  صورت preruning عمل 400و 

، (resolving)كننده  شامل ژل جدا الكتروفورزيبعد دوم
اسيد - باز يا تريس-تريس ، درصد12ت آكريل آميد با غلظ پلي

 و SDSدرصد 4/0، 8/8 حدود pH مولار با 5/1ريك كلريد
اين محلول بايد به خوبي دي گاز . دو بTEMEDدرصد 84/0
 درصد 10درصد از محلول ذخيره 36/0 سپس به آن .شود

كردن به آرامي به پس از مخلوط . پرسولفات اضافه شد آمونيوم
خته و روي آن به آرامي توسط سمپلر اي ري داخل قالب شيشه

ود پس از مدت زمان حد. مقدار كمي ايزوبوتانول اضافه شد
بوتانول را از روي ژل شود ايزو بيست دقيقه كه ژل پليمريزه مي

سپس ژل . پاك كرده و روي ژل با آب مقطر شستشو داده شد
stackingژل.  اضافه شدstacking8/4آميد  آكريل  شامل پلي 

ميد به علاوه آ  درصد آكريل30 محلول ذخيره از(د درص
   ،)درصد 8/0درصد به  2/29آميد با نسبت  آكريل بيس
 8/6 حدود pH مولار با 5/0كلريدريك اسيد باز يا تريس تريس

 از  درصد34/0 و TEMED درصد SDS( ،34/0 درصد 4/0 و
توان از  مي. دوپرسولفات ب  درصد آمونيوم10محلول ذخيره 

 هم صرفنظر نمود و جوابي تقريباً مشابه stackingبخش 
هاي بعد  هاي بعد اول بر روي ژل پس از قرار دادن ژل. گرفت

 5/0 روي ژل بعد اول با آگار ،دوم، به منظور اتصال دو ژل
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ها در  اي حاوي ژل سپس قالبهاي شيشه. ددرصد پوشانده ش
مل فر تانك الكتروفورز كه شاد و باشتانك الكتروفورز قرار داده 

 درصد 1/0مولار و   ميلي192مولار، گليسين   ميلي25باز  تريس
SDSدر نهايت پس از . باشد به تانك بالا و پائين اضافه شد  مي

   25 الي 20برقراري جريان، الكتروفورز در جريان ثابت 
كننده در   پليت و با استفاده از سيستم خنكآمپر براي هر ميلي

ها   ژل،بعد از فيكساتيو. فتر درجه سانتيگراد انجام گ9دماي 
  .نددشتوسط نيترات نقره رنگ 

  
  ها افتهي

هاي تحت تابش و  جهت مقايسه بيان پروتئين در سلول
هاي كنترل از تكنينك ژل الكتروفورز دوبعدي استفاده  سلول

هاي تحت تابش و كنترل  هاي مرتبط به سلول مقايسه ژل. دش
يوبيكيتين و هاي  دهد كه سطح بيان پروتئيننشان مي

هاي مورد تابش تغيير كرده است   در سلولA آپوليپوپروتئين
ها نشان  دو نقطه كه توسط پيكان و دايره بر روي ژل، 1شكل (

  ). داده شده است
هاي مورد تابش  ها در سلول  بيان برخي از پروتئين،1در شكل 

براي آناليز . هاي كنترل تغيير يافته است نسبت به سلول
هاي دو بعدي پروتئيني، رديابي و تعيين كميت  ژلاي مقايسه
استفاده Bionumerics و Flicker افزارهاي  ها از نرم پروتئين

توان نقاط موجود بر افزار فليكر مي با استفاده از نرم. شودمي
.  بعدي را از نظر كيفي بررسي كرد2روي ژل الكتروفورز 
تئيني اط پرونقBionumerics افزار  همچنين باكمك نرم

 بيان نقاط پروتئيني شوند و ميزان بصورت كمي مقايسه مي
هاي كنترل بدست  هاي سلول مورد آزمايش و ژل موجود در ژل

  . آيد مي
افزار فليكر مشخص شد كه اين نقاط  در اينجا با كمك نرم

با .  استA پوليپوپروتئينآمربوط به پروتئين يوبيكيتين و 
مشخص شد حجم  Bionumericsافزار  استفاده از نرم

 بود، 4507هاي كنترل   كه درسلولA پوليپوپروتئينآ
كه   در حالي،ه استهاي مورد تابش به صفر رسيد درسلول

هاي كنترل مشاهده نشده بود،  سلول حجم يوبيكيتين كه در
 نقاط 1شكل  در. رسيد 1229هاي مورد آزمايش به  در سلول

تي با چشم ح. مربوط به اين دو پروتئين مشخص شده است
 و حضور پروتئين Aتوان عدم بيان پروتئين آپوليپوپروتئين مي

  .هاي مورد تابش مشاهده كرد يوبيكوتينين را در سلول
  

  بحث
 هرتـز   3امـواج الكترومغنـاطيس بـا فركـانس          نتايج نـشان داد   

كـه ايـن امـواج       د در حـالي   نها ندار  تاثيري در مورفولوژي سلول   
هاي فيبروبلاست مـورد تـابش    لولقادرند بيان پروتئين را در س 

  . تغيير دهند
يك استفاده براي مطالعه تغيير بيان پروتئين از تكنيك پروتئوم     

 الكتروفـورز دوبعـدي يكـي از بهتـرين          در اين تكنيك  . شودمي
در ايـن   . هاي پيچيده است   روشها براي مطالعه مخلوط پروتئين    

در بعـد   ( ها بر اساس دو ويژگي مستقل يعني بار        روش پروتئين 
  .شونداز هم جدا مي) در بعد دوم(و اندازه ) اول

افزار فليكر مشخص شد كه ايـن نقـاط مربـوط بـه              با كمك نرم  
بـا اسـتفاده از   .  اسـت  A پوليپـوپروتئين آپروتئين يوبيكيتين و    

 پوليپوپروتئينآمشخص شد كه حجم      Bionumericsافزار   نرم
A  هـاي   سلول  بود، در4507هاي كنترل مقدارش    سلول  كه در

 كه حجم يـوبيكيتين كـه در     مورد تابش به صفر رسيد در حالي      
هـاي مـورد     هاي كنترل مـشاهده نـشده بـود، در سـلول           سلول

  . رسيد1229آزمايش به 
  كيلـو  5/8وزن   اسيدآمينه و    76 بايوبيكوتينين پروتئيني است    

  
 )ب(و تحت تابش ) الف(تغيير بيان پروتئين با استفاده از الكتروفورز دوبعدي در گروه كنترل  -1 شكل
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هايي كه قرار است     هاي كوچك به پروتئين    اين پروتئين . دالتون
د بدين صورت كه پـروتئين مـورد        نشو متصل مي  ،دنتجزيه شو 

 از  ،هـاي كوچـك يـوبيكيتين      نظر با اتصال كووالان به پروتئين     
  هــاي دنــاتوره تبــديل   و بــه پــروتئينهدمــآحالــت تــاخورده در

هاي بـاز شـده وارد سيـستم پروتئـوزوم           اين پروتئين . شوندمي
). 14-16( دنشــو و بــه پپتيــدهاي كوچــك تبــديل مــيهشــد

تحقيقـات  . ينين پروتئيني است كه در پيري نقش دارد       يوبيكوت
 دهد كه ميزان بيان اين پروتئين در هنگـام پيـري در      نشان مي 

  هـاي عدسـي چـشم  افـزايش         هاي فيبروبلاست و سـلول     سلول
  ). 17( يابدمي

 را  HDL هـاي   درصـد پـروتئين    70 تـا    A  ،60 آپوليپوپروتئين
دار  را عهـده   ي وظيفه انتقـال ليپيـدهاي     HDL. دهدتشكيل مي 

در طـول انتقـال     . دنشـو كبدي توليد مـي   است كه در بافت غير    
   آســيله LCAT توســط آنزيمــي بنــامHDL هــاي  كلــسترول

كاهش . استكننده اين آنزيم      فعال A آپوليپوپروتئين. شوندمي
. شـود  مـي  HDL باعث كاهش مقـدار      A سطح آپوليپوپروتئين 

 با افزايش خطـر ابـتلا       HDLهمچنين كاهش سطح كلسترول     
  ).18(همراه است به بيماريهايي قلبي و عروقي 

در تحقيقــات ديگــر نــشان داده شــده اســت كــه مقــدار بيــان 
. يابـد هـاي سـرطاني كـاهش مـي         در سـلول   Aآپوليپوپروتئين  

 در سـرطانهاي معـده و      آپوليپوپروتئيناين  بعنوان مثال مقدار    

پـروتئين بعنـوان    از كاهش اين  يابد و حتي  اهش مي تخمدان ك 
  ).19-21( دشوبيوماركر در تشخيص اين سرطانها استفاده مي

 3همانطور كه شرح داده شد امواج الكترومغناطيس با فركانس          
و  A تسلا بـا عـدم بيـان آپوليپـوپروتئين        ميلي 4شدت   و   هرتز

نيز به نوبه خـود      كه اين حالت     استهمراه  حضور يوبيكوتينين   
  .همراه باشدديگري  بيماريهايي تواند بامي

با توجه بـه اينكـه از تحريـك مغناطيـسي مغـز بـراي درمـان                 
بيماريهايي چون اسكيزوفرني، افـسردگي و حتـي پاركينـسون          

، ممكن امـواج سـاطع شـده از ايـن           )22-24( شوداستفاده مي 
بنـابراين نيـاز    . دستگاه داراي اثرات جانبي روي بيماران باشـد       

زمينه تـاثير ايـن امـواج بـر         تري در   است كه مطالعات گسترده   
روي بدن انسان صورت گيرد تا اثرات جانبي ناشي از تابش اين          

  .امواج شناسايي شود
  

  گيري نتيجه
تـسلا  ميلي 4شدت  و  هرتز3امواج الكترومغناطيس با فركانس    

همـراه   و حـضور يوبيكـوتينين       A با عدم بيان آپوليپـوپروتئين    
 هرتز تاثيري   3ا فركانس   امواج الكترومغناطيس ب  بنابراين   .است

كـه ايـن امـواج قادرنـد          د در حالي  نها ندار   در مورفولوژي سلول  
هاي فيبروبلاست مورد تـابش تغييـر         بيان پروتئين را در سلول    

  . دهند
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