اثر آلومينيوم بررشد سلولهاي آستروسيت جنين انسان در محيط كشت وبيان ژنهاي...- نجمه امینی زاده و همکاران[image: image1.wmf].
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مقدمه
آلومينيوم به لحاظ فراواني سومين عنصر كره زمين است که 8 درصد آن را تشكيل مي دهد. با اينكه عملكرد بيولوژيك شناخته شده اي ندارد، مرتباً از طريق خــــاك، آب(در موارد تصفيه آب با تــركيبات آلـومينيـــوم) غذاها و داروها وارد بدن موجودات زنده مي شود،(4،3،2،1). آلومينيوم براي سيستم اسكلتي، هماتولوژي و عصبي سمي است،(5). اگرچه سد خوني مغزي مانع ورود آلومينيوم به مغز مي شود، قرار گرفتن در معرض مقادير زياد آلومينيوم يا افزايش غلظت سرمي آلومينيوم به دليل نارسايي عملكرد كليه ممكن است به تجمع آلومينيوم در مغز منجر شود، به علاوه با افزايش سن نيز آلومينيوم در مغز تجمع مي يابد(6)، زيرا نيمه عمر آن بالا است،(9،8،7). تخمين زده مي شود كه هر ساله 6 ميكروگرم آلومينيوم در مغز رسوب كند،(10). در حيـــوانات آزمايشگاهي قـــرار گرفتن در معرض آلومينيوم علائم كلينكي و پاتولوژي شبيه آلزايمر ايجاد مي كند،(11،12). مطالعات اپيدميولوژيك هم نشان داده اند بين افزايش مقدار آلومينيوم آب آشاميدني و بيماري آلزايمر ارتباط وجود دارد،(13). 
در مورد اثرات نوروتوكسيك آلومينيوم، بررسي ها و تحقيقات زيادي انجام شده است و اغلب به اثرات آن بر نورونها توجه شده است، ولي يافته هاي اخير نشـــان می دهد که هدف اوليه عملكرد سمي آلومينيوم آستروسيتها هستند،(14،15،16،17). اين سلولها نقش مهمي در بقا و عملكرد نورونها دارند(18) و در تعدادي از بيماريهاي دژنراتيو سيستم عصبي نيز نقش دارند،(19). نتايج تحقيقات انجام شده در مورد اثر آلومينيوم بر سلولهاي آستروسيت متناقض است. بعضي نتايج اذعان دارند که آلومينيوم تغييری معني دار در مرفولوژي و بقاي آنها ايجاد نمي کند،(20). در حاليكه در بعضي مطالعات نشان داده شده است که آلومينيوم سبب ايجاد تغييرات زيادي در مرفولوژي و بقاي اين سلولها مي شود،(17). به علاوه تا كنون در مورد اثر آلومينيوم بر سلولهاي آستروسيت انساني هيچ مطالعه اي انجام نشده است. هدف ما در اين تحقيق بررسي اثر آلومينيوم بر رشد و تكثير سلولهاي آستروسيت جنين انساني بود و اينكه آيا اثر آلوميـــنيوم بر سلـــولهـــاي آستروسيت انساني با  ديگر گونه ها  متفاوت است.
براي بررسي اثر آلومينيوم بايد در جمعيت سلولي كه در معرض آلومينيوم قرار داده شده، بقاء سلولي محاسبه شود، به اين منظـور از روشهاي مختـــلفي استفــاده مي شود: 
از جمـــلــه بــــررسي فعــاليت آنزيم LDH (Lactate dehydrogenase)(21) استـــفاده از Quick cell proliferation assay kit (22) و استفاده از روش سنجش MTT(16).

بخشي از اثرات مخرب تركيبات شيميايي از جمله فلزات سنگين از طريق افزايش يا كاهش پروتيئنهاي درگير در خودكشي سلولي(آپوپتوز) اعمال مي شود،(23). آلومينيوم در نورونها سبب افزايش بيان ژن  caspase3و bax و كاهش بيان bcl2 مي شود،(24). تزريق آلومينيوم به مغز خـــــرگوش نيز سبب القــــاء آزاد شدن سيتوكروم C از ميتوكندري، كاهش مقدار bcl2 در ميتوكندري و شبكه اندوپلاسميك، انتقال bax به ميتـــوكندري، فعـــال شدن caspase3 و قطعه قطعه شــدن DNA مي شود،(25).
اثر آلومينيوم بر بيان ژنهاي درگير در خودكشي سلولي در سلولهاي آستروسيت بررسي نشده است. هدف ديگر ما در اين تحقيق بررسي اثر آلومينيوم بر بيان ژنهاي p53,Activated caspase3,bcl2,bax بوده است.

مواد و روش ها

كيت ايمونوپراكسيداز و آنتي بادي هاي مونوكلونال از كمپـــــاني DAKO دانمارك خريداري شد. محيط كشت DMEM/F12 (Dulbeco's modified Eaggle medium: nutrient mixture F-12)، كلريد آلومينيوم، تريپسين و MTT از كمپاني Sigma آمريكا خريــداري شد. فلاسك كشت ســـلول، پليتهاي 96 خانه اي، پليتهاي 35 ميليمتري و لوله هاي سانتريفوژ از كمپاني NuNc و FaLcon دانمارك تهیه شد. سرم جنين گاوي (Fcs) از كمپاني serumed آلمان خريداري شد. سلولهاي آستروسيت از مغز جنين 14 هفته اي انسان تهيه شد،(26). جنين با همكاري بخش زنان و زايمان و اتاق عمل بيمارستان افضلي پور كرمان و با رضايت نامه كتبي والدين تهيه گردید. به دليل نارسايي قلبي مادر، سقط درماني انجام شد. 
كشت سلولهاي آستروسيت مغز جنين انسان: اين مطالعه به روش تجربي در آزمايشگاه كشت سلول مركز تحقيقات علوم اعصاب كرمان انجام شد. جنين در PBS(Phosphate buffered saline) استريل سريعاً به آزمايشگاه منتقل شد. استخوان جمجمه پس از شستشو با الكل 70 درصد برش داده شد. قطعه مناسبي از لوب قدامي مغز در لوله هاي سانتريفوژ 50 ميلي ليتري حاوي 20 ميلي ليتر محلول تريپسين 2/0 درصد، EDTA  Ethylenediamine tetraacetic acid)) 04/0 درصد به مدت 20 دقيـــقه انكوبه شد،(27). پس از هضـــم بـــافت و شستشو، سلولها در محيـــط كشـــت  DMEM/F12 حـــاوي 10 درصـــد FCS (fetal calf serum)،100 ميكروگرم درميلي ليتر استرپتومايسين، 100 واحد در ميلي ليتر پني سيلين (محيط كشت كامل) و 5 درصد سرم اسب، در فلاسكهاي 75 و 25 ســـانتي متر در اتمسفر مرطوب در دمـــاي 37 درجــه سانتيــــگراد داراي 5 درصد دي اكسيد كربن انكوبه شدند. بعد از اينكه سلولها بيش از 80 درصد سطح فلاسك را پوشاندند، كشتها به فلاسكهاي جديد واكشت شدند. سلولها پس از واكشت دوم در محيط كشت حاوي 10 درصد DMSO(dimethylsulfoxide) در ويالهاي متعدد در ازت مايع ذخيره شدند،(27).
مجاورت سلولها با آلومينيوم: ابتدا سوسپانسيونهاي سلولي معادل صد هزار سلول در ميلي ليتر در محيط كشت حاوي 10 درصد FCS تهيه شد. 1/0(يك دهم) ميلي ليتر از سوسپانسيونها به چاهكهاي پليتهاي 96 خانه اي افزوده شد و پليتها به مدت يك شب انكوبه شدند. درون چاهكهاي حاشيه پليت آب مقطر استريل ريخته شد. به محض پايان انكوباسيون رقتهاي 30 ميكرومولار تا چهار و نيم ميلي مولار كلريد آلومينيوم در محيط كشت DMEM/F12 حاوي 10 درصد FCS تهيه شد. سپس 50 ميكروليتر از هر رقت به شش چاهك مربوطه وارد شد. كشت سلول در محيط كشت فاقد آلومينيوم حاوي ده درصد FCS به عنوان كنترل رشد و تكثير سلول در نظر گرفته شد. مجاورت سلولها با آلومينيوم به مدت 3 ، 9 و12 روز ادامه يافت. در موارد مجاورت بيش از 3 روز هر 72 ساعت يك بار محيط كشت كهنه تخليه و محيط كشت جديد افزوده شد. تمامي مراحل آزمون سه مرتبه تكرار گردید. 
تعيـــين رشـــد و تكثــير سلول: رشــد و تكثير سلولها و سميــــت سلـــولي آلــــومينـيوم به روش سـجش MTT ,5-diphenyltetrazoliumbromide) 2- yl)- 2-((3-(4,5-dimethylthiazol بررسي شد،(16). بدين منظور پس از پايان انكوباسيون، 30 ميكروليتر محلول MTT (5/2 ميلي گرم در ميلي ليتر PBS) به تمامي چاهكها افزوده شده و پليت به مدت دو ساعت ديگر انكوبه گرديد. در پايان پس از تخليه آرام محيط كشت، كريستالهاي رنگ فورمازان راسب شده در سيتوپلاسم سلولها با افزودن 100 ميكرو ليتر DMSO به هر چاهك حل شد. شدت رنگ با دستگاه ثبت اليزا در طول موج 492 نانومتر و رفرانس 630 نانومتر ثبت گرديد. 
پردازش داده ها وآناليزآماري: داده ها به وسيله آزمون ميانگين درصدها در چند گروه(آناليز واريانس يكطرفه) تجزيه و تحليل شدند. بــراي مشخص نمودن گروههايي كه سبـــب معنـــي دار شدن گرديده اند از آزمـــون Post Hoc(Bonferroni) استفاده شد. نتايج به صورت 
[image: image6.emf]0

20

40

60

80

100

120

0 10 100 500 1000

غلظت آلو مينيوم

درصد رشد نسبت به كنترل

 گزارش شده و با 05/0p< معني دار در نظر گرفته شد. آناليز آماري به وسيله نرم افزار Stata انجام شد. درصد رشد سلول نسبت به كنترل با استفاده  از رابطه زير محاسبه گردید:

             

بررسي ايمنوسيتوشيمي: تاثير آلومينيوم برالگوي بيان ژنهاي ActivatedCaspase-3,P53,bcl2,bax دركشت سلولهاي آستروسيت به روش ايمونوسيتوشيمي بررسي شد. همچنين درصد حضور سلولهاي آستروسيت در كشتهاي سلولي با روش فوق تعيين شد. ابتدا سوسپانسيون سلولي معادل 000/100 سلول در ميلي ليتر در محيط كشت DMEM/F12 حاوي ده درصـــد  FCS و 100 ميكروگرم در ميلي ليتر استرپتومايسين و 100 واحد در ميلي ليتر پني سيلين تهيه شد. سپس يك دهم ميلي ليتر از سوسپانسيون سلولي در مركز پليتهاي 35 ميلي متري ريخته شد. (مركز پليتها با دايره به قطره يك سانتي متر در پشت آنها مشخص شد). پليتها در بطريهاي 60 ميلي متري استريل حاوي آب مقطر استريل به مدت 24 ساعت در شرايط استاندارد انكوبه شدند. به محض پايان انكـــوباسيون، محيط كشت پليت ها تخليه شده و يك و نيم ميلي ليتر محيط كشت DMEM/F12 كامل حاوي 01/0 و 1/0 و 1 و 10 ميكرومولار آلومينيوم به هر پليت افزوده شد. محيط كشت تعدادي از پليتها (به عنوان گروه كنترل) با محيط كشت DMEM/F12 كامل تعويض شد. پليتها به مدت 72 ساعت در شرايط استاندارد انكوبه شدند، سپس لايه سلولي پس از شستشو با PBS، با متانول سرد حاوي سه درصد استون به مدت ده دقيقه فيكس شد. در ادامه جهت افزايش نفوذ پذيري غشاهاي سلولي، اسميرهاي سلولي با تريتون 2/0 درصد به مدت 10 دقيقه پوشانده شدند. در هر مرحله شستشو با PBS انجام شد. سپس اسميرسلولي با آلبومين سرم گاوي (BSA) دو درصد به مدت 10 دقيقه پوشانده شد. درادامه پس از برداشتن BSA(bovine serum albumine)، اسميرهاي سلولي با يکي از آنتي باديهاي مونوكلونال  bax(رقت 1به 150) , Activated Caspase(1 به 500)، bcl2(1به 50)، p53(1به 50) يا پلي كلونال GFAP(1به 50) به مدت يك شب در چهار درجه سانتيگراد انكوبه شدند به عنوان كنتـــرل منفـــي، لايه سلـــولي به جاي انكوباسيون با آنتي بادي اختصاصي اوليه با  PBSانكوبه شد. در پايان رنگ آميزي ويژه ايمونوسيتوشيمي با روش Avidin–Biotin Complex Immuno Peroxidase طبق دستورالعمل كارخانه سازنده كيت انجام شد. تمامي مراحل آزمون سه بار تكرار شد و در هر مرتبه نتايج به صورت تصاوير ميكروسكپي جمع آوري گرديد.

یافته های پژوهش
اثر آلومينيوم بررشد وتكثير آستروسيتها: درصد رشد سلولهاي آستروسيت كه به مدت 3 روز در مجاورت غلظتهاي مختلف آلومينوم قرار گرفته بودند در مقايسه با گروه كنترل محاسبه و در نمودار 1 نشان داده شده است.
غلظتهاي كمتر از 1000 ميكرومولار آلومينيوم بر رشد سلولهاي آستروسيت تاثيري نداشت. اماغلظتهاي 1000 و 1500 ميكرومولار آلومينوم  به ترتيب كاهش رشد معادل 25 و 22 درصد  ايجاد كرد، كه اين كاهش رشد از نظر آماري معني دار است،(به ترتيب P<0.01 و P<0.03). غلظتهاي 500 و 1000 ميكرومولار آلومينيوم در 9 روز مجـــاورت با سلـــولهاي آستـــروسيت كـــاهش رشد معادل 57 و 64 درصد ايجاد كرد. غلظتهاي كمتر از 500 ميــكرومـــولار بر رشد سلولهاي آستروسيت تاثير نداشت.
نموار 1
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نمودار شماره 1. اثر مجاورت 3 روزه غلظتهاي مختلف آلومينيوم بر رشد سلولهاي آستروسيت: نتايج به صورت 
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 درصد رشد نسبت به كنترل ارائه شده است. غلظتهاي 1000و1500 آلومينيوم سبب كاهش رشد معني دار سلولهاي آستروسيت مي شود. غلظتهاي كمتر از 1000 رشد سلولهاي آستروسيت را بطور معني دار تغيير نمي دهد.  

٭P<0.01

 ٭٭P<0.03 

نتايج مربوط به درصد رشد سلولهايي كه به مدت 12 روز در مجاورت غلظتهاي مختلف آلومينيوم قرار گرفتند، در نمودار 2 نشان داده شده است. غلظتهاي كمتر از 100ميكرومولار بر رشد سلولهاي آستروسيت تاثير نداشت. غلظت 100 ميكرومولار كاهش رشد معادل 56 درصد، غلظت500 ميكرومولار 77 درصد و غلظت 1000 ميكرومولار 82  درصد كاهش رشد ايجاد كرد. اين نتايج از نظر آماري معني دار است،(P=0.000).

نمودار 2



نمودار شماره 2. اثر مجاورت 12 روزه غلظتهاي مختلف آلومينيوم بر رشد سلولهاي آستروسيت: نتايج به صورت
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 درصد رشد نسبت به كنترل ارائه شده است .غلظتهاي100،500 و 1000 آلومينيوم سبب كاهش رشد معني دار سلولهاي آستروسيت مي شود. اما غلظتهاي كمتر از 100 در مقايسه با گروه كنترل رشد سلولها را به طور معني دار تغيير نمي دهد.  

 ٭ P=0.000 
مـــاهيت كشت هاي سلولي: مطـــالعه ايمونوسيتوشيمي حضور پروتئين  GFAP(fibrillary acidic protein Glial)- جزء اصلي اسكلت سلولي آستروسيتها- را در سيتوپلاسم بيش از 90 درصد از سلولها در پاساژ دوم نشان داد. در كشت كنترل منفي كه به جاي آنتي باديGFAP  با  PBSانكوبه شده بود رنگ اختصاصي مشاهده نشد.
 اثر آلــــومينيــــوم بـــر بيان ژنها: حضـــور پـــروتـــيــنهـــاي Bax،Bcl2،P53 و Activated Caspase3 در سلولهاي آستروسيت با روش ايمنــــوسيتوشيمي بررسي شد. نتـــايج رنگ آميزي در غلظتهـــاي مختلف در مـــورد همه پروتئينهاي مـــورد بررسي، مشابه كشت هاي كنترل(بدون آلومينيوم) بود.
بحث و نتیجه گیری
نتايج ما براي اولين بار نشان داد كه آلومينيوم سبب دژنره شدن وسيع سلولهای آستروسيت جنين انســان مي شود. غلظتهاي1000 و 1500 ميكرومولار آلومينيوم پس از 3 روز مجاورت با سلولهاي آستروسيت، رشد اين سلولها را حدود 25 درصد كاهش داد كه اين تغيير در مقايسه با گروه كنترل معني دار بود، اما در غلظتهاي پايين تر كاهش معني داري در رشد آستروسيتها ايجاد نشد. هماهنگ با اين نتايج، Sass و همكارانش گزارش دادند که غلظت 100 ميكرومولار آلومينيوم پس از 3 روز مجاورت تغيير در مورفولوژي و بقاء سلولهاي آستروسيت ندارد،(20). David و همكارانش نیز نشان دادند كه مجاورت سلولهاي آستروسيت با غلظت 100 ميكرومولار آلومينيوم به مدت 2 روز تغييري در بقاء اين سلولها ايجاد نمي كند،(22).
در تحقيق حاضر، 9 روز مجاورت با غلظت 500 ميكرومولار آلومينيوم، رشد سلولهاي آستروسيت را 57 درصد و با غلظت 1000 ميكرومولار 64 درصد كاهش داد، در 12 روز مجاورت با غلظت 100، رشد آستروسيتها  56 درصد، غلظت 500، 77 درصد و غلظت 1000، 82 درصد كاهش یافت. در حاليكه در مطالعه اي كه توسط آقاي Suarez–Fernandez و همكارانش انجام شد، غلظت 1000 ميكرومولار آلومينيوم بعد از 18 روز مجاورت رشد سلولهاي آستروسيت رت را 50 درصد كاهش داد،(17). به نظر مي رسد حساسيت سلولهاي آستروسيت جنين انسان به آلومينيوم بسيار بيشتر از سلولهاي آستروسيت رت است.

نتايج تحقيق حاضر نشان مي دهد كه آلومينيوم بيان ژنهاي درگيردر آپوپتوز P53,Activated Caspase3 , bax,bcl2 را در سلولهاي  آستروسيت تغيير نمي دهد. قبلا در مورد اثر آلومينيوم بربيان اين ژنها در سلولهاي آستروسيت مطالعه اي انجام نشده، اما در مورد اينكه مرگ سلولهای آستروسيت در نتيجه اثر آلومينيوم به روش نكروز  است يا آپوپتوز اختلاف نظر وجود دارد.

Deloncle و همكاران با بررسيهاي فراساختاري سلولهاي آستروسيت رت هایی كه روزانه به صورت زير جلدي (S.C) آلومينيوم دريافت كرده بودند، نشان دادند که اين سلولها دچار نكروز شده اند،(واكوئوله بودن آستروسيتها، سيتوپلاسم ائوزينوفيل، ظاهر متورم و محدوده سلولي نامشخص)(28). Norenberg و همكاران نشان دادند که آلومينيوم در محيط كشت نيز سبب تورم آستروسيتها و اكوئوله شدن سيتوپلاسم آنها مي شود،(29). Niu و همكاران نيز در مجاورت سلولهاي آستروسيت با آلومينيوم علائم آپوپتوز را مشاهده نكردند،(30). اما نتايج Fernandez– Suarez و همكاران نشان داد که آلومينيوم سبب القاء مرگ در آستروسيتها از طريق آپوپتوز مي شود،(17) و نيز GUO و Liang نشان دادند مجاورت آستروسيتها با غلظت 400 ميكرومولار آلومينيوم به مدت 6 روز  سبب القاء آپوپتوز در سلولهاي آستروسيت مي شود،(31).
به هر حال بر اساس تحقيق حاضر به نظر مي رسد مكانيسم سميت آلومينيوم در سلولهاي آستروسيت، تغيير بيان ژنهاي آپوپتوتيك نيست. مكانيسم عملكرد آلومينيوم ممكن است از طريق گسسته شدن سيستم سيتواسكلتي(32)، مهار پروتئوليزيس(33)، واكنش با گروههاي فسفات و كربوكسيلات(34)، و اختلال در مسيرهاي تنظيمي متكي بر فسفريله شدن پروتئين اعمال شود. آلومينيوم همچنين ممكن است سبب تغيير در خصوصيات غشاء شود،(35). در رابطه با مكانيسم عملكرد آن در سلولهاي آستروسيت  نياز به انجام مطالعات بيشتر است.

آلومينيوم در مجاورت طولاني مدت حتي در غلظتهاي كم نيز براي سلولهاي آستروسيت جنين انسان سمي است، كه با توجه به بالابودن نيمه عمر آلومينيوم و قابليت تجمع آن در مغز(7،8،9) قابل ملاحظه است. آلومينيوم بيان ژنهاي درگير در خودكشي سلولي را تغيير نمی دهد. 

سپاسگزاری 

اين پژوهش با حمايت مالي مركز تحقيقات علوم اعصاب كرمان انجام شده است. به این وسيله از اعضاء محترم شوراي پژوهشي آن مركز كه امكان انجام آن را فراهم نمودند، تشكر به عمل مي آيد.
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Abstract
Introduction: Aluminum is the third most abundant element in the earth's crust .It plays a role in several neurodegenerative conditions including Alzheimer's disease. In this study, we investigated the effects of aluminum on human embryonic astrocytes.
Materials & methods: In this experimental study, we applied MTT techniques to investigate the effects of 3,9, and 12 days exposure to aluminum on astrocyte viability . Then,   we used immunocytochemical techniques to identify apoptotic gene expression changes induced by aluminum. We used Stata software to analyze the data.
Findings: Our results showed that 3-days exposure to 1 and 1.5 mM caused a reduction in astrocytes viability, (P<0.01, P<0.03).  Low levels of aluminum (500 and 100 µM) needed   long-term exposure to become toxic to astrocytes, (9 days for 500 and 12 days for 100 µM) (P=0.000). Aluminum didn't show any effects on apoptotic gene expression.
Conclusion: Long-term exposure, even to low levels of aluminum, was toxic for human embryonic astrocytes, but it seems that   aluminum does not alter apoptotic gene expression. 
Key words: aluminum, astrocyte, human embryo, cytotoxicity
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چكيده


مقدمه: آلومينيوم به لحاظ فراواني سومين عنصر كره زمين است. این عنصر در بعضي بيماريهاي دژنره شدن سيستم عصبي مانند آلزايمر نقش دارد.در مطالعه حاضر ما اثر آلومينيوم بر سلولهاي آستروسيت جنين انسان را بررسي كرديم.


مواد و روش ها:در اين مطالعه تجربي اثرات مجاورت باغلظتهاي مختلف  آلومينيوم به مدت3، 9 و12 روز بر رشد آستروسيتها با روش سنجش MTT بررسي شد. سپس اثر آلومينيوم بر بيان ژنهاي درگير در خودكشي سلولي با روش ايمنو سيتوشيمي (ICC) ارزیابی گردید. نتايج توسط نرم افزار آماريStata  مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت. 


يافته های پژوهش: نتايج نشان داد كه آلومينيوم با غلظت يك و يك و نيم ميلي مولار در مدت 3 روز سبب كاهش رشد سلولهاي آستروسيت  شد)به ترتيب01/>P و 03/>(P، اما در غلظتهاي كمتر (100 و500 ميكرومولار) براي ايجاد سميت ، به زمان مجاورت بيشتري نياز بود. (9 روز براي غلظت 500 و12 روز براي غلظت 100 ميكرومولار)  (000/0=P). آلومينيوم بيان ژنهاي درگير در خودكشي سلولي را تغيير نداد.


بحث و نتيجه گيري: آلومينيوم در مجاورت طولاني مدت حتي در غلظتهاي كم نيز براي سلولهاي آستروسيت جنين انسان سمي است ولي به نظرمي رسد بيان ژنهاي درگير در خودكشي سلولي را تغيير نمي دهد.
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