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بررسي اثر پانيسيك اسيد روغن هسته انار بربيان ژن متالو پروتئيناز يك و سه در سلولهاي 
THP-1   تحريك شده با ليپوپلي ساكاريد در مقايسه با تركيبات دارويي استروئيدي و غير

  استروئيدي
 2رضا حاجي حسيني و *2، حسين مقصودي1رويا وزيري جاويد

 گروه بيوشيمي تهران شرق، دانشگاه پيام نورتهران،  ايران، 1

  گروه بيوتكنولوژي دانشگاه پيام نور شهرري، ري، ،ايران 2

  15/5/96 :تاريخ پذيرش  24/10/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

مهم ترين عامل ناتواني در ميان سالمندان و شايع . استئوآرتريت شايع ترين بيماري مفصلي است كه درمان دارويي كاملي ندارد
 تخريب بافتي، درسطح آن شناسي  آسيب تظاهر ترين اصلي. ژنراتيو مفصلي در كشورهاي در حال توسعه مي باشدترين بيماري د

ي پروتئولايتيك وابسته به آنزيمهاخانواده بزرگ  )MMPS(ي ماتريكس متالو پروتئيناز آنزيمها. است مفصلي غضروف موضعي
در اين مطالعه . شناخته شده مي باشند كاملاًمانند استئوآرتريت ي التهابي بيماريهاروي مي باشند كه در پيشرفت وگسترش 

از انستيتو پاستور تهيه  THP-1سلولهاي . تجربي ، پانيسيك اسيد روغن هسته انار از شركت كارلاوان كرمان خريداري شد
، سميت سلولي )اعتس 24و  48،72(و در فاصله زماني ) ميكروگرم بر ميلي ليتر 100تا 8(ي غلظتهاوكشت داده شد و با 

بررسي و جهت سنجش ) 540با طول موج ( MTT ، با استفاده از LPSتحريك شده با  THP-1 پانيسيك اسيد بر عليه سلولهاي 
داده . مهاجرت سلولي و تهاجم انجام شد بر فعاليت ماتريكس متالو پروتئينازها، الايزا، وسترن بلات، PAميزان اثر مهار كنندگي 

وسترن بلات اثر مهاركنندگي  نتايج الايزا و . تجزيه و تحليل شد  ANOVAو T.studentي آماري آزمونهااز ها با استفاده 
همچنين بر اساس آزمون . ي ديده نشدتأثير MMP-3ميزان بيان  ولي بر .نشان داد MMP-1روي بيان  پانيسيك اسيد را  بر

MTT  ميزانLC50  پانيسيك اسيد بر ميزان بيان برخي  تأثيربا توجه به  .دميكروگرم بر ميلي ليتر گزارش ش 50معادل MMPS و
ها و جايگزيني  MMP، اين ماده مي تواند به عنوان يك كانديد بالقوه براي مطالعات بيشتر بر روي ساير MMP-1اثركم آن بر 

   .معرفي گردد با داروهاي شيميايي

  اسيد، استئوارتريت، پانيسيك THP-1،  3و 1متالو پروتئيناز :كليدي ه هايواژ

 hosseinmaghsodi2000@gmail.com: پست الكترونيكي،  02122458315: ، تلفن نويسنده مسئول *

  مقدمه
و  ) آرتروپاتي( مفصلي  بيماري ينشايع تر استئوآرتريت

 ميزان . در سنين بالا مي باشد يك عامل كاهش توانايي بدن

باط ارت چاقي ميزان و سني جمعيت شاخص با آن شيوع
ين شايع تر ،درصد 33 شيوع با استئوآرتريت زانو .دارد

 مفاصل در آن شيوع .شود مي گرفتار كه است مفصلي

 4/7 هيپ و درصد 20/8 پا ، مچدرصد 5/29دست  انگشتان

 زنان و مردان در آن ديگر شيوع مطالعات در. است درصد

 گزارش شده درصد 18 و درصد 9/6 ترتيب به ساله 60

 و بين كشگك استئوآرتريت ايران كشور در). 11( است
و  باشد مي شايع تر )(patellofemoraljoint ران استخوان

 زيرا است، جامعه فرهنگ و اجتماعي زندگي وضع آن علت
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 به زمين روي خوردن غذا و نشستن موقع در اكثر افراد

  ).18( مي نشينند چهارزانو دوزانو و صورت

 مفصلي، غضروف ضخامت كاهش به صورت بيماري فرآيند

محدود غير  سينوسيت غضروفي، سطح تخريب پيشرونده
 استخوان. باشد مي استخواني بازسازي مجدد و فرسايشي

 غضروف حاشيه در ايجاد استئوفيت به صورت مجدد سازي

 دهد مي نشان را كندرال خود ساب اسكلروز و مفصلي

 ،متالوپروتئيناز ماتريكس (MMPs) خانواده). 29و20و13(
مي باشند كه  كلسيم و روي عناصر به وابسته وپپتيدازهايآند

 خارج ماتريكس تركيبات از بسياري پروتئوليز توانايي

شامل كلاژزنازها، پروتئوگليكانها و ( سلولي
 سيكل تشديد كار سبب اين با و را دارند )گليكوپروتئينازها

ماتريكس  . )26و25( مي شوند التهابي پاسخهاي
ي ها يا متالوپروتئينازها ،پروتئينازهاي MMPمتالوپروتئينازها

بازي  ECMدر تخريب غضروف يا  مهميكه نقش هستند 
داراي  يآنزيمهامتالواز سوپر خانواده  آنزيمهااين . مي كنند

، مي باشند عناصر روي و داراي يك پپتيد سيگنالي يا نشانه
، داراي ترشح مي شوند صورت پروپپتيد كه در ابتدا به

ليتيكي، واجد يك منطقه لولا مانند و همچنين دومين كاتا
 MMPsهمه  .ترمينال هستند Cيك هموپكسين در دومين 

). 10(ي خود هستند دومينها ها داراي ساختار مشتركي در
بر اساس ويژگي سوبسترا، ساختار اوليه و موقعيت سلولي 

،MMP   ي عملكردي شامل ژلاتينازها، گروههاها به
-MT(هاي غشايي  MMPها و  كلاژنازها، ترموليزين

MMP (ساير خانواده هاي دخيل در  .تقسيم مي شوند
ي ديس پروتئينها( ADAMتخريب غضروف شامل 

 ADAMTSو ) اينتگرين و واجد دومين متالوپروتئيناز
)ADAM مي ) هايي واجد موتيف شبيه ترومبواسپوندين ها

 1962در سال  MMPsاز زمان كشف اولين  .باشند

خانواده متالوپروتئيناز انساني  23به حال  تا) 27و16(
شناخته شده اند كه همگي متعلق به خانواده اندوپپتيدازهاي 

  .مي باشند Znو Caوابسته به 

واسطه هاي عمده در تخريب  MMP-1,13كلاژنازها ،
ساير  .مي باشند OAغضروف و هدف اصلي براي درمان 

MMP  ها يعنيMMP  و  16، 14، 11، 9، 8، 3، 2(هاي
سه  .بيان مي شوند OAبه ميزان بالايي در غضروف ) 28

در غضروف انساني ) 13و MMP-1 )8كلاژناز كلاسيك 
اولين متالوپروتئينازي بود  MMP-1شناسايي شده است و 

-MMPيك كلاژناز بينابيني و  MMP-1). 9(كه كشف شد 

كلاژناز نوتروفيل است كه در مناطق سطحي غضروف  8
  ).7(يافت مي شود 

با استفاده از داروهاي استروئيدي و داروهاي  OAكنترل 
يي است مسكنهاو ) NSAIDs(ضد التهابي غير استروئيدي 

كه درد را كنترل كرده وكيفيت زندگي را بهبود مي بخشد 
ولي داراي عوارض گوناگوني نيز مي باشد كه مصرف آنها 

ها، به ويژه، به طور  NSAID). 30(كند  را محدود مي
اي استفاده مي شود اما مصرف طولاني مدت آنها گسترده 

با عوارض جانبي جدي مانند زخم دستگاه گوارش در 
 مؤثر يدرمان اين تحقيق با توجه به لزوم). 34(ارتباط است 

جهت بهبود عملكرد وكيفيت با عوارض جانبي كمتر 
ه مؤثرستفاده از مواد ا دچار استئوآرتريت بابيماران زندگي 

  . ته استگياهي شكل گرف

كه به عنوان اسيد تريكوزانوئيك نيز  )PUA(پونيسيك اسيد 
 وئيكشناخته شده است، يك اسيد چرب كونژوگه تري ان

ي بالا در دانه از عصاره غلظتهااست كه به طور طبيعي در 
پانيسيك ). 24 و 22(وجود دارد ) ، انارPunicaceae(انار 
ا تشكيل ر) PSO(از روغن دانه انار  درصد 83- 64 اسيد

داراي خواص ضد  پانيسيك اسيد). 35و  32(مي دهد 
كاهنده ) 8و5(ديابت و ضد چاقي و سندرم متابوليك 

، ضد سرطان ) 37و33(، فعاليت ضد التهابي ) 4(چربي 
و همچنين اثرات ) 31(و فعاليت آنتي اكسيداني ) 36(

كاهش فعاليت متالوپروتئينازها در استئوآرتريت مي باشد 
)38.(  
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  هاروشاد و مو
پانيسيك اسيد روغن هسته انار از شركت كارلاوان كرمان 

است  درصد 98با خلوص  آمريكا LCGكه نماينده شركت 
 20و تا زمان استفاده در دماي منفي . خريداري شده است
  .درجه نگهداري شد

رده  حاضر،  تجربي مطالعه انجام منظور به: رده سلولي
 به و شد ايران تهيه پاستور انستيتو از THP-1سلولي 

انتقال  دانشگاه پيام نور مركز شهرري تحقيقاتي آزمايشگاه
 كشت  محيط از رده سلولي اين رشد براي .يافت

RPMI1640گاوي  جنين سرم با شده غني( شركت سيگما 

(Fetal Bovine Serum-FBS) 10 در صدBio idea) ايران (
 100 استرپتومايسين /ي پني سيلينآنتي بيوتيكها و

 در سلولها .شد استفاده ليتر، سيناژن، ميلي ميكروگرم بر

 دي شرايط تحت انكوباتور سلولي داخل كشت محيط

 درجه 37 دماي و درصد 95 درصد، رطوبت 5 كربن اكسيد

 .قرارگرفتند گراد سانتي

نانومول  100تا  50سلكوكسيب با غلظت : پاسخدز  آناليز
و پانيسيك اسيد با  نانومول 100تا 1 غلظت با دگزامتازون ،

ميكروگرم بر ميلي ليتر به محيط كشت  100تا  8ي غلظتها
سلولها  انكوباسيون، ساعت 24 از پس و شد اضافه سلولها
 به سلولها كشت محيط از . گرفتند قرار سنجي رنگ مورد

 .)2جدول ( شد برداري نمونه الايزا تست منظور انجام
 .شدند تكرار بار 3 فوق مراحل

 منظور به: MTTت سلولي بر اساس روش سنجش سمي

 105اثرات پانيسيك اسيد روغن هسته انار، تعداد  بررسي
ساعت  24از  بعد. پليت قرار داده شد 12در  THP-1سلول 
ي متفاوت پانيسيك اسيد روغن هسته انار غلظتهابا  سلولها

ميكروگرم بر  8،16،24،32،38،40،50،60،70،80،90،100(
 پس از. ساعت تيمارشدند 72ه زماني در فاصل) ميلي ليتر

پليت با استفاده از لام  اين بازه زماني تعداد سلولهاي هر
در زير ) آلمان Merck( هموسايتومتر و رنگ تريپان بلو

در قياس با نمونه ) آلمان Hm-Lux z(ميكروسكوپ نوري 
. شمارش قرار گرفت كنترل تيمار نشده مورد ارزيابي و

پانيسيك اسيد روغن هسته انار  جهت بررسي اثر كشندگي
 MTT-Methyl(  از آزمون THP-1ي سلولهابرروي 

Thiazol Tetrazzolium   (نمك تترازوليوم به . استفاده شد
ي زنده به بلورهاي سلولهاواسطه فعاليت ميتوكندريايي 

به اين . فورمازان كه جذب متفاوتي دارند احياء مي شوند
 24داده شد، پس از  سلول در هر پليت كشت 105 منظور

حلال متانول  و ي متفاوتي از پانيسيك اسيدغلظتهاساعت 
 سلولها، پس از اتمام مراحل كشت. اضافه شد

سانتريفيوژ ) دقيقه 5دور در دقيقه به مدت  2000تا1000(
سپس . سلولهاي معلق در كف پليت رسوب كنندتا  .شدند

ط سرد شستشو داده و بر روي آنها محي PBSسلولها با 
ساعت  4تا  2به مدت  اضافه گرديد و MTTكشت حاوي 
. داده شدقرار  سانتي گراددرجه  37در   CO2در انكوباتور

توسط سيستم سوكسينات  MTTدر طي زمان انكوباسيون 
دهيدروژناز كه يكي از آنزيمهاي چرخه تنفسي 

و شكسته شدن اين احياء  .مي شوداحياء  ميتوكندريهاست
ستالهاي آبي رنگ فورمازان مي شود حلقه موجب توليد كري

. قابل تشخيص هستند به راحتيكه در زير ميكروسكوپ 
 stafix-2100(  سپس نمونه ها با استفاده از دستگاه الايزا

 .خوانده شد) آمريكا

 SPSSتجزيه وتحليل آماري داده ها با استفاده از نرم افزار
 T.Studentوآزمون  ANOVAآناليز يك طرفه  15نسخه 

ازنظرآماري معني دار  p<0/05 طح معني داري كمتراز وس
  . درنظر گرفته شده است

نمونه سرم جمع آوري شده و  :)ELISA(روش الايزا 
. شدندسانتريفيوژ  )دقيقه 5دور به مدت  10000 ( سلولها

با توجه به دستورالعمل كارخانه  MMP-1وجود پروتئين 
 ,ELISA )GE Healthcareسيستم  MMP-1سازنده براي 

Tokyo, Japan (چگالي نوري . مورد سنجش قرار گرفت
. تعيين شد) ، المان 37085مدل (توسط ميكروپليت ريدر 



 1398، 4، شماره 32جلد                                                                        )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

515 

از غلظت با استفاده  MMP-1يك منحني استاندارد براي 
ي غلظتهاميزان جذب  شناخته شده از سيتوكين بر اساس

  .شدمختلف نمونه هاي وارد شده به دستگاه  رسم 

 سلول 106حاوي  به محيط كشت: تينگتست وسترن بلا
THP-1  در ابتداLPS  20به ميزانng/mL  اضافه شد

. وسپس تحت درمان تجربي با پانيسيك اسيد قرار گرفت
 باليز شده  THP-1 يسلولها كل تجربي، درمان از پس

 ,Millipore, Billerica( پروتئين استخراج كيت از استفاده

MA, USA (سازنده كارخانه ملدستورالع به توجه با و 
 BCA پيرس يك از استفاده با پروتئين غلظت. تجزيه شدند

 مساوي مقدار. شد تعيين) حرارتي() پروتئين سنجشكيت (
 دودسيل سديم درصد 10) گرم ميلي 30( پروتئين از

) SDS-PAGE( الكتروفورز ژل آميد آكريل پلي سولفات
 يغشا به) ECL( شيميايي لومينسانس اضافه به و شده جدا

 ,Amersham Biosciences, Piscataway, NJ( نيتروسلولز

USA  (درصد 5 با كردن مسدود از پس. شدند منتقل 
BSA 4 در اوليه بادي آنتي با نابودي ساعت، 2 مدت به 
 در اوليه بادي آنتي شد، بررسي ساعت 12 مدت به درجه
 :IkBa  (P-IkBa) (1 -فسفات ،)400 :1و IkBa( برابر

500)، MMP-1 (1: 400)، MMP-3 (1: 400 (، با سپس و 
 ساعت 2 مدت به) 1000: 1( موش ضد ثانويه بادي آنتي

 كروز، سانتا( Santa Cruz از بادي آنتي همه. انكوبه شد
CA، USA (هايفرآيند وها غشا. خريداري شده است 

 براي مناسب ثانويه بادي آنتي با سپسانجام گرفته  غشايي
 GE( معرف ECL. شدند انكوبه اتاق دماي در ساعت 2

 شده استفاده پروتئين تشخيص براي) درمان و بهداشت
 بيان. شد استفاده داخلي كنترل عنوان به اكتين-B. است
 كنترل اب شده تحليل و تجزيه يپروتئينها از يك هر نسبي

 سه حداقل شده داده نشان بلات هربر روي . شد مشخص
 .نجام شدا مشابه مستقل آزمايش

ش مهاجرت و تهاجم سلولي در شرايط سنج
مهاجرت سلولي در شرايط آزمايشگاهي با  :آزمايشگاهي

 8ميلي متر و با  منافذ  6,5ي ترانسول اتاقكهااستفاده از

پانيسيك . انجام شد)  Corning, NY, USA(ميكرومتر 
در حفره هاي بالايي  thp-1سلول  3000به همراه  اسيد

ميلي گرم  1شت بدون سرم با محيط ك. فيلتر قرار داده شد
 ,LPS )Escherichia coli, strain 0128:B12ميلي ليتر / 

Sigma ( به سلول اجازه . اضافه شد اتاقكهابه بخش پايين
پس از يك دوره . ساعت داده شد 24مهاجرت به مدت 

يي كه سلولها، سانتي گراددرجه 37ساعت در  24كمون 
ط سواب پنبه مهاجرت نكرده اند از سطح بالايي توس

. برداشته شد و فيلتر با كريستال ويوله رنگ آميزي شد
يي كه از طريق غشاء به سطح پايين تر مهاجرت سلولها
شمارش ) بزرگنمايي 6100(زير ميكروسكوپ  در. كردند
ي تهاجم اتاقكها از استفاده با همراه تهاجم توانايي. شدند

 به جهتو با) BD Biosciences, Tokyo, Japan( ماتريژل
 هاي حفره. است شده تعيين سازنده كارخانه دستورالعمل

 به متوسط و شدند داده پوشش ماتريژل با تازگي به بالايي
. است شده اضافه توضيح داده شد، بالا در كه تر پايين اتاق

 FBS درصد 2 حاوي كشت محيط در THP-1ي سلولها
 انكوبه پيش ماتريژل Transwell ياتاقها به و معلق كشت
جازه تهاجم داده ا ساعت 24 مدت براي سلولهابه  . شد
 پنبه سواب با بالاييغشاء  سطح سلول و ژل سپس. شد

 شمارش بود كرده نفوذ پايين در كه ييسلولها. برداشته شد
 .شد

واكنش زنجيره اي پليمراز  Real-Timeروش 
)qRTPCR:(  استخراجRNA  با استفاده از  ترايزول و با

 qRTPCR. شركت توليد كننده انجام شد توجه به پروتكل
و سوپراسكريپت   ABI PRISM 7900HTبا استفاده از 

TM III PlatinumH SYBRH  يك مرحله اي  و كيت
qRTPCR )Invitrogen, Carlsbad, CA, USA  ( انجام

دقيقه آغاز شده  2به مدت  درجه 94اين واكنش در . شد
ثانيه دناتوره  20 ثانيه به 20براي  درجه 50دما بود، و در 
به پايان  قرار گرفته و ثانيه 45به مدت  درجه 72شد سپس 

به ) GAPDH(فسفات دهيدروژناز -3گليسرآلدهيد . رسيد
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استفاده  تحليلهاعنوان كنترل داخلي براي تمام تجزيه و 
با استفاده از نرم افزار پيشرو ومعكوس آغازگر. دگردي

) PE Biosystems Applied-2,0نسخه (پرايمر اكسپرس 
 1هاي مورد استفاده در جدول توالي پرايمر . طراحي شد

براي كنترل درون زا ) CT(چرخه آستانه . آورده شده است
GAPDH mRNA  وبه  .ي هدف، تعيين شد سيگنالهاو

  .صورت نمودار رسم شد

  توالي نوكلوتيدي، نقطه ذوب پرايمرها(ليست پرايمرها  -1جدول 
Tm 

Reverse 5 ̀ to 3 Forward 5 ̀ to 3 Primer Name 
ReverseForward 
60.03 60.03 3´- CCACATCAGGCACTCCACAT -53-´ AGTGGCCCAGTGGTTGAAAA -5´H.MMP-1 
60.1860.11 3´- GCTAAGCAGCAGCCCATTTG -5 3´- GATTGGAGGTGACGGGGAAG -5´H.MMP-3 
60.27 55.00 3´-TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC-5´ 3´- GCGCTCACTGTTCTCTCCCTC -5´ H. GAPDH 

  

  نتايج
نتايج جذب MTT بر اساس آزمون : MTTنتايج تست 

 38 و 32 و 24 و 16 و 8ي غلظتها حسب بر (OD)نوري 
ميكروگرم بر  100 و 90 و 80 و 70 و 60 و 50 و 40 و

ميلي ليترپانيسيك اسيد روغن هسته انار در مقايسه با ميزان 
 72 و 48 و 24 دار پس ازبقاي سلولي به صورت رسم نمو

لازم به توضيح است بازه انتخابي . ساعت به دست آمد
غلظت پانيسيك اسيد بر مبناي اثرات ضد سرطاني آن در 

مطالعات اوليه صورت گرفته در  همچنين مقالات مختلف و
نمودار ها بيانگر درصد بقاي . آزمايشگاه بوده است

ي غلظتهاسيد با از تيمار با پانيسيك ا بعد THP-1ي سلولها
همان . مي باشد) ميكروگرم بر ميلي ليتر 100تا8(متفاوت 

ين درصد بيشترمشاهده مي كنيد  1 طور كه در اين شكل
ميكروگرم بر ميلي ليتر  8در غلظت   THP-1بقاي سلول 

در  THP-1ين درصد بقاي سلول كمتر ساعت و 24در
ساعت به  72ميكروگرم بر ميلي ليتروبعداز  100غلظت 

 دهد نمودار يك نشان مي. )2جدول ( ست آمده استد

LC50=50   غلظتي از پانيسيك ( ميكروگرم بر ميلي ليتر
در محيط  سلولهادرصد  50اسيد روغن هسته انار كه در آن 

  .مي باشد) كشت از بين مي روند

  نتايج نشان مي دهد كه طي سه روز، درصد بقاي سلولهاي
THP-1  غلظت پانيسيك  ي مختلف هر چقدرغلظتهادر

. )2جدول ( اسيد بيشتر شده است، پايين تر آمده است
 P<0/05آناليز آماري مربوط به نتايج همه داده ها  همچنين

داري در نظر گرفته مي  يرا نشان مي دهد كه سطح معن
به عبارت ديگر پانيسيك اسيد باعث اثر سيتوتوكسيتي . شود

ين كمتر مي شود كه THP-1ي سلولهايا ضد سرطاني در 
ساعت و با غلظت  72در زمان  THP-1درصد بقاي سلول 

  .ميكروگرم بر ميلي ليتر به ثبت رسيده است 100
  

 
اثرات پانيسيك اسيد روغن هسته انار بر درصد بقاي  -1نمودار 

سلولها با غلظتهاي متفاوت ازپانيسيك اسيد با  THP-1سلولهاي 
ان بقاي با استفاده از ساعت تيمار و ميز72و48،24فاصله هاي زماني 

نتايج به صورت ميانگين سه . مورد ارزيابي قرار گرفت MTTتست 
  .خطاي استاندارد نمايش داده شده است تكرار مستقل 

  بر اساس تست تريپان بلو و رقت هاي سريالي تهيه شده از پانيسيك اسيد روغن هسته انار THP-1درصد بقاء سلولهاي  -2جدول 
  100  90  80  70  60  50 40 36 32 24 16 8  روگرم يكبراساس م غلظتها

  %0  %2  %10  %15  %34  %51 %70 %80 %84 %86 %89 %95  )درصد(سلول زنده 
  %100  %98  %90  %85  %66  %49  %30  %20  %16  %14  %11  %5  درصد سلول مرده
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 در ،و)روغن  حلال عنوان به متانول( منفي كنترل،)اسانس سلول بدون( كنترل گروه ساعت تيمار، در 24از  THP-1 سلولهاي بقاء درصد -3 جدول
  )دگزامتازون وسلوكسيب داروي( مثبت كنترل حضور

  نوع تست  )سلوكسيب(كنترل مثبت  )دگزامتازون(كنترل مثبت )متانول به عنوان حلال(كنترل منفي  )بدون اسانس( سلول تنها
1004/5  97/11/9 15/31/5  14/51/5 تريپان بلو  
1004/6  97/72/1 15/11/2  14/11/2  MTT 

 

      
 الف ب ج

شكل الف . تهيه شده است OLYMPUS وميكروسكوپ  Labomade ivu 3100دوربين  به وسيله THP-1تصوير ميكروسكوپي از  -1شكل 
سلولهاي به صورت  اشد كهمي ب 20Xچهار روز بعداز كشت اوليه با بزرگنمايي: شكل ب .است دو روز بعداز كشت اوليه مي باشد 10Xبزرگنمايي:

با بزرگنمايي : شكل ج .مشخص مي باشد كاملاًبه صورت تجمع ديده مي شود در اين عكس تقسيم ميتوز  و اشكال گرد با هسته تيره رنگ مي باشد
20X وپس از اضافه كردن پانيسيك اسيد به محيط كشت گرفته شده است كه دفرمه شدن سلولها مشخص مي باشد.  

  .شگاه كشت سلولي مركز بيوتكنولوژي دانشگاه پيام نور با ميكروسكوپ الكتروني انجام پذيرفته استعكس در آزماي
  

  
  در مقايسه با دگزا متازون و سلوكسيب  MMP-1تغييرات -2نمودار 

  P<0.005 .از نظر آماري معني دار مي باشد داشته و تأثير MMP-1نشان داده شده است پانيسيك اسيد برروي بيان ژن ) 2نمودار( در همان طور كه 
  

  
  در مقايسه با دگزا متازون و سلوكسيب MMP-3تغييرات  -3 نمودار
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گروه  7نشان داده شده است كه  )3و  2( در اين دو نمودار
شامل يك گروه كنترل فقط سلول تنها ويك گروه سلول 

  ودگزامتازون ويك گروه سلول و LPS به علاوه

LPSاز  كمترمتوسط كه دز  وسلوكسيب و سه گروه هم با
LC50  بدست آمده است)MLC50 ( ميكروگرم  32معادل

ميكروگرم بر ميلي  50معادل  LC50بر ميلي ليتر و يكي 

ميكرو گرم بر ميلي 100كه معادل )HD(برابر دز  ليتر ويكي
. از پانيسيك اسيد روغن هسته انار استفاده شده است ليتر

طور كه نشان داده شده است پانيسيك اسيد برروي همان 
نداشته و از نظر آماري بي معني مي  تأثير  MMP-3بيان ژن 

  ).2و1عكس ( P>0.005باشد 

  
 5و پانيسيك اسيد+ LPS+ سلول =  4، دگزامتازون +   LPS+ سلول  – LPS ،3+ متانول + سلول  – 2، كيلو دالتون 55ماركر پروتئين =1  -1عكس 

  وسلوكسيب LPS سلول و –
Protein molecular marker, SDS7, MW14.000-66.000 KD14.600/ 20/ 24/29/ 46/ 45/ 55 mKD 

  عكس بالا عكس ژل اصلي است به همراه نمونه هاي ديگركه مربوط به اين آزمايش مي باشد

  
 LPSسلول و پانيسيك اسيدو – 3و)  LPSو ومتانول سلول (  كنترل منفي -2پروتئن مولكولار ماركر و 1ستون به ترتيب   MMP-3ژل  -2عكس 

 )وسلوكسيبLPSسلول و(كنترل مثبت  - 5و )ودگزامتازونLPSسلول و(كنترل مثبت  – 4و

Protein molecular marker, SDS7, MW14.000-66.000 KD  . 14.600/ 20/ 24/29/  46/ 45/ 55 mKD 

١
٢

٢

١
٣

٣۴ ۴۵ ۵

١١ 

٢
٣

۴ ۵
٢  ٣ ۴ ۵
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  بحث
نياز  قات قبلي وتحقي در اين بررسي با توجه به محدوديت

ي بيشتر، به مطالعه اثر پانيسيك اسيد روغن بررسيهابه 
هسته انار برروي بيان ژن متالوپروتئينازهاي يك و سه در 

در اين مطالعه ابتدا   .پرداخته شده است THP-1يسلولها
اثرات سايتوتوكسيك پانيسيك اسيد روغن هسته انار بر 

مورد  MTTون با استفاده از آزم THP-1ي سلولهاحيات 
نشان داد كه پانيسيك  MTTآزمايشات . مطالعه قرار گرفت

را  THP-1اسيد روغن هسته انار قادر است رشد سلولها ي 
ميكروگرم بر ميلي ليتر  100ي بالاي غلظتهابه خصوص در 

 50پانيسيك اسيد در حدود  LC50همچنين . مهار كند
پس با س). 1نمودار ( ميكروگرم بر ميلي ليتر تعيين شد 

ي پروتئينها تاستفاده از روش الايزا ووسترن بلاتينگ فعالي
MMP-1,3  بررسي شد و همچنين با استفاده از روش

اثر پانيسيك اسيد روغن هسته  سلولهامهاجرت وتهاجم 
  . بررسي شد THP-1ي سلولهاروي  انار بر

 و درد اصلي علت و آرتريت شكل ينشايع تر استئوآرتريت
و داروهاي جانبي  مي شود محسوب مسن افراد در ناتواني

كه جهت پيشگيري از درد وبهبود كيفيت زندگي به افراد 
دچار استئوارتريت داده مي شود عوارض مختلفي را بر 

ي ديگر بدن دارد بنابراين در اين مطالعه از داروهاي ارگانها
. استفاده گرديدگياهي جهت كاهش عوامل التهابي 

 سلولهاي توسط )ماتريكسين ها( امتالوپروتئينازه ماتريكس

ائوزينوفيل  و نوتروفيلها لنفوسيتها، ماكروفاژها، التهابي مانند
 ،فيبروبلاستها مانند ساختماني يسلولها نيز توسط و ها

 ماتريكسينها. شوند مي توليد اندوتليال و تليال سلولهاي اپي

 استحكام عامل( سلولها سطحي بردن پروتئينهاي بين از با

اپيتليال مي  سلولهاي مهاجرت باعث افزايش )لولهاس بين
و  ه ديد آسيب يسلولها در سايتوكينينها ).16و1( شود

 و زخمها مانند ملتهب بافتهاي ويژگي هيپوكسي

  .شوند مي متالوپروتئينازها القاء منجر به تومورهاست كه 

 مثل انواع التهابي پيش سيتوكينهاي يا هاتأمينهيس شدن فعال
 نكروزي عامل IL-2 ،IL-6 ،IL-8 ،IL-12 و1 نهااينترلوكي
  و IFNα(وگاما  بتا و آلفا اينترفرونهاي )TNFα-β( – تومور
IFNγو IFNβ (آغاز اكسايد، نيتريك مثل آزاد راديكالهاي و 

 هيدروژن، پروتئينازها، پراكسيد انواع توليد تحريك با و
 ايبافته شكستن و خواري هدف بيگانه با ...و فسفوليپازها

  ).23و  15 ،14، 12( مي شودديده  آسيب

به  انواع پروتيئنازها بحث مذكور التهابي شاخصهاي بين از
 حلقة و مقدم خط عنوان متالوپروتئينازها به ماتريكس ويژه
 دستگاه سلولهاي واكنش طويل (MMPS) زنجيرة، نهايي
پانيسيك اسيد  به آنها پاسخ و هاي التهابي واسطه و ايمني
ديد است وكمتر مطالعه اي روي آن صورت گرفته ج كاملاً
به همين جهت در اين بررسي به مطالعه اثر پانيسيك . است

اسيد روغن هسته انار برروي بيان ژن متالوپروتئينازهاي 
  .يك و سه پرداخته شده است

برروي بيماريهاي مطالعات مختلفي راجع به اثرات انار 
يكس برروي ماترو ) 2(مختلف به خصوص سرطان

متالوپروتئينازها واستئوآرتريت انجام گرفته است از جمله 
عصاره آبي پوسته انار بر تحريك توليد پروكلاژن نوع  تأثير

در فيبروبلاستهاي پوستي  MMP-1و ممانعت از سنتز 1
مورد بررسي قرار گرفته شده بود كه در اين بررسي نيز 

را  كاهش بياني MMP-1اثرات پانيسيك اسيد برروي بيان 
در مطالعه اي ديگراثرات ضد التهابي ). 6(نشان داد 

توسط پونيكالاجين و الاجيك ومحافظت از تجزيه كلاژن 
 inرا در مدل كه از تركيبات موجود در آب انار است اسيد 

vitro  هر  كردند كه بررسيي غضروف گاو سلولهابرروي
  1ß-ILكه توسط    MMP13 دو پلي فنول انار با كاهش 

 شده بود، از تجزيه كلاژن نوع دو ممانعت كردند تحريك
ي موشهابالاي اين ماده با اثر مثبت در دز  ودر ادامه مطالعه

مبتلا به آرتريت بررسي شد وهمين اثرات گزارش 
اثر مكمل ياري آب انار  بر روي ). 21(شد

نيز توسط مازني  9و  2متالوپروتئينازهاي ماتريكسي 
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تا  18فرد سالم   28 روي بر  2014سال  دروهمكارانش 
ي استرس شاخصها. ساله مورد مطالعه قرار گرفت 24

مورد سرمي  MMP 9 و hs-CRP ،  MMP2اكسيداتيو، 
و آنتي اكسيدان  GPX  ،SODميزان . بررسي قرار گرفت

ميزان . تام سرمي در گروه مداخله بيشتر از گروه كنترل بود
پلاسمين و ، سرولو 9و  2متالوپروتئينازهاي ماتريكسي 

MDA  سرمي نيز در گروه دريافت كننده آب انار به طور
  . معني داري كمتر از گروه كنترل بود

در يك مطالعه ) 2007(هادي پور جهرمي و همكاران 
تجربي ،جهت بررسي اثر عصاره انار بر استئوآرتريت، از 
تزريق داخل مفصلي منويدواستات در مفصل تيبيوفمورال 

صاره خوراكي ميوه انار استفاده وتجويز عموش سوري 
 آسيب يافته ها، حاكي از ممانعت عصاره انار ازكرد، 

به صورت وابسته  پروتئوگليكان در تغييرات كندروسيتي و
انار  التهابي، عصاره ضد اثرات نظراز صرف. بوددز  به
در  MMPsقادر به مهار ) فنلهاحضور پلي  علت به احتمالاً(

) 2016(قوچاني و همكاران  ).17و3(باشد  كندروسيتها مي
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Abstract 

Osteoarthritis is a common joint disease for which there are currently no disease-
modifying drugs available. Osteoarthritis (OA) affects most of the elderly population, 
the main features of which are cartilage damage. Degradation of the cartilage 
extracellular matrix is a central feature of the disease and is widely thought to be 
mediated by proteinases that degrade structural components of the matrix. The matrix 
metalloproteinases (MMPs) are a family of human zinc endopeptidases that play 
significant roles in inflammatory diseases such as osteoarthritis. In this experiential 
laboratory study. punicic acid of pomegranate seed oil was purchased from Clarodan 
Kerman Co,.  THP-1 cells (Pasteur Institute of Iran) were cultured and administered 
with concentration of 8 to 100 μg/ml (in 24h, 48h, and 72h).  Cellular toxicity of punicic 
acid against THP-1 was estimated using the MTT assay and to measure the inhibitory 
effects of PA on Matrix metalloproteinase proteinase activity, ELISA and Western blot, 
migration and invasion tests were performed. Data were analyzed using T.student and 
ANOVA. Western blotting and ELISA showed inhibitory effect of punicic acid on the 
expression of MMP-1 but not in MMP-3. Punicic acid of pomegranate seed oil shows 
the most cellular toxicity effect at lc50=50 micrograms per milliliters and 72 hours after 
treatment. According to effect of Punicic Acid on MMP-1 expression, this material can 
be used as a potential candidate for further studies on the other MMPS and its replacing 
the chemical drugs. 
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