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  چكيده

هاي كليدي در ر  يكي از فاكتو سلولي شدهريز  برنامهمرگ. باشد اختلالات كليوي مي هاي ترين چهره ها از مشخص هاي مربوط به تعداد سلول ناهنجاري     
 تنظيم خارج سلولي زا  و ابقاءگر هاي مرگ سري از سيگنال باشد كه توسط يك شكل فعالي از مرگ سلولي مي آپوپتوز. آيد ها به حساب مي تنظيم تعداد سلول

 اين مطالعه بررسي  هدف از. كنند  سلولي نقش مهمي را ايفاء ميخارجفاكتورهاي  همانند در تنظيم آپوپتوز فاكتورهاي ابقاءگر داخل سلولي نيز .شود مي
گروه تيمار و كنترل   كه در دو قلاده سگ10 روي براين مطالعه .  حالب استةطرف كليوي متعاقب انسداد يكهاي  كننده لوله  مفروشهاي سلول آپوپتوز

احي و در  بدون عمل جرّ نيزگروه كنترل هاي سگ و احي ايجادروش جرّ بهفه حالب طر انسداد يكگروه تيمار ي  ها سگ  در. انجام گرفت،تقسيم شده بودند
  اخذ و پس از بيوپسي، هر دو گروه تحت مطالعه ازيها  سگبافت كليه ، ازاحيجرّ  پس ازيك هفته. گرفتند  داري قرار شرايط معمول تغذيه و نگه

 براي تجزيه و تحليل نتايج . ند گرديدآميزي  تانل رنگه و با روش ميكرون تهي4-5 به ضخامت هاي پارافيني  برش درصد10 بافري رسازي در فرمالين پايدا
 هاي پوپتوز در سلولآافزايش  گر وجودنشناسي در گروه تيمار نشا مطالعات آسيب. استفاده شدمن ويتني  يودست آمده از لحاظ آماري، از آزمون هب

دست آمد كه اين  ههاي آپوپتوتيك در هر دو گروه از طريق شمارش آنها در پنج ميدان ميكروسكوپي ب وسط سلولمت تعداد. كليه بودهاي  كننده لوله مفروش
 مدل عنوان يك  سگ بهطرفه حالب در ين مطالعه نشان داد كه انسداد يكا). P>0/.005( داري بيشتر از گروه كنترل بود طور معني ه در گروه تيمار بدتعدا

  .كليه شودهاي   مفروش كننده لولههاي  القاء آپوپتوز سلولتواند باعث مي حيواني
  .165-170 ،3، شماره 1، دوره 1386مجله علوم تخصصي دامپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي تبريز، 

  طرفه حالب، آپوپتوزيس، كليه  انسداد يك:كلمات كليدي
 
 

 مقدمه
 و داشته در طب باليني ي اورولوژي جايگاه مهمبدون شك     
هاي دستگاه ادراري،  مقالات زيادي در زمينه عفونتر سال ه

پيوند كليه، درمان سنگهاي كليوي و ساير اختلالات مربوط به 
يكي  در اين مقاله سعي شده است. شود مجاري ادراري منتشر مي

كليه   در)آپوپتوز(ريزي شده   مرگ برنامه  پديدهنوين هاي از جنبه
 و زائي اندامدر طي  پوپتوزآ. گيرد مورد بحث و بررسي قرار

ت  در كنترل جمعي،دهي اعضاي بدن و حتي در دوران بلوغ شكل
آپوپتوز همانند شمشير دو  .ي بر عهده داردسلولي نقش مهم 

گاهي نيز  و باشد كه در برخي مواقع وقوع آن مفيد اي مي لبه
 ،ير دستگاه ادرا انسداديدر مورد اختلالات .تواند مضر باشد مي
. شود  مي كليويهاي لولهت سلولي باعث كاهش جمعيوز آپوپت
حتي هيپرتروفي پروستات و ساير اختلالات  هاي كليوي و سنگ

آسيب  شده و باعث  و انسداد ادراريمنجر به ريفلاكس ادرار
ها در  كلنيسين بايستي  بنابراين.گردند  ميدر نسج كليهسلولي 

ه  سلولي توجهاي هاي انسدادي كليه به آسيب موارد بيماري
 يت بسيار زيادي در طب انساني اهمامروزه .بيشتري مبذول دارند

ويژه سگ و  ههاي حيواني ب  و از مدل داده شدهلهأبه اين مس

  2علي رضائي،2مهرداد نشاط،*1يوسف دوستار
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  بهره مذكورهاي باليني موضوع موش صحرائي براي بررسي جنبه
  ).3 و 2(  شده استگرفته

 در اثر انسداد مجراي  مولكولي وآبشاري از حوادث سلولي
 خواهد  دائمي بافتبه تخريب  و منجررخ داده فوقاني ادراري 

،   شامل توسعه فيبروز كليوي ايجاد شدهتغييرات پاتولوژيكي .شد
  بافت، التهابويكليهاي  كننده لوله هاي مفروش  سلوآتروفي
 .باشد مي ريزي شده سلولي  مرگ برنامه احتمالاً و كليهبينابيني

ها   را به كليهبارياني اثر بسيار زيانسداد مجاري فوقاني ادرار
هاي رشد  ها و فاكتور رسد سيتوكاين نظر مي  به.كند تحميل مي

ي هموستاز كليه دخيل هستند، نقش مهم مشابهي كه در رشد و
را در اختلالات انسدادي كليه بر عهده دارند و با ايجاد التهاب و 

د كليه آسيب و اختلال كاركر به فيبروز بافت بينابيني منجر
 در حيات ها ه به اهميت كليهبا توج ).7 و 6( گردند مي

ريزي   در مطالعه حاضر به بررسي مرگ برنامه،موجودات زنده
دنبال انسداد تجربي در سگ  ههاي كليوي ب شده سلولي لوله
  .پرداخته شده است

  كار  مواد و روش
ليل د به ( مخلوطقلاده سگ از نژاد  20براي انجام اين كار      

ده  قلا10 را انتخاب نموده و از اين تعداد )در دسترس بودن
 قلادة ديگر را نيز به عنوان 10عنوان گروه كنترل و  سگ را به

ه و انتقال به محل  حيوانات پس از تهي.گروه تيمار در نظر گرفتيم
داري از لحاظ سالم بودن مورد معاينات باليني قرار گرفته و  نگه

هاي اختصاصي  ها تحت آزمايش الم بودن كليهبراي اطمينان از س
و كراتينين ) BUN )Blood Urea Nitrogen يعني تعيين ميزان
داري براي هر دو گروه  شرايط تغذيه و نگه .خون قرار گرفتند

غذا شامل مخلوط شير و نان خشك و  .يكسان در نظر گرفته شد
 ،دكردن حيوانات به شرايط جدي منظور عادت به. پاي مرغ بود

 .ايشي بر روي حيوانات انجام نگرفتگونه آزم  هفته هيچ2حدود 
 از لحاظ باليني معاينه و سلامت ها مجدداً بعد از اين مدت سگ

احي هردو گروه در يك روز تحت عمل جرّ .آنها تائيد گرديد
لازم به . ت قرار گرفتندجهت ايجاد انسداد در حالب طرف راس

رخورد با موارد پاتولوژيك توضيح است كه براي اجتناب از ب 
   و بهماه در نظر گرفته شد  سن اعضاي گروه زير شش،احتمالي

لا رونده هاي با منظور به حداقل رساندن احتمال وقوع عفونت
 هوشي  بعد از اعمال بي. استفاده گرديدشايع نيز از جنس نر

، Rocheشركت  پنتوتال سديم،( سديمي تيوپنتال توسط دارو
صورت خوابيده به   به، اعضاي گروه تيمار)انساخت كشور آلم

پشت قرار گرفته و حفره بطني آنها بعد از انجام مراحل آسپسي 
 خط وسط يا خط مياني ناحية .احي آماده شدبراي عمل جرّ

.  بريده شد با تيغ بيستوريشكمي از ناحية زايفوئيد تا ناحية ناف
داشتن ناحية  ه براي گشاد نگد از برش ناحية مذكور از رتركتوربع

  بعد از بلند كردن بخشي از دوازدهه و قرار.برش استفاده شد
هاي ديگر روده در سمت چپ، كلية راست در هر  دادن قسمت

حيوان مشخص و بعد از كندكاري تدريجي مجراي حالب 
 ليگاتور دو صفرقابل جذب ابريشمي و توسط نخ غير مشخص
برش داده شده در   حالب، عضلاتليگاتور زدن بعد از .زده شد

دو رديف به روش ساده سرتاسري با استفاده از نخ بخيه قابل 
روش ساده   نيز بهو پوست) ويكريل شماره صفر( جذب سنتتيك

مدت  حيوانات به .بخيه گرديدند سرتاسري  با نخ نايلون دو صفر
 روز دوباره گروه 7 بعد از . روز تحت مراقبت قرار گرفتند7

هاي ليگاتور زده   كليه گرفت و قرارتيمار تحت عمل جراحي
طور جداگانه  ها و وريدهاي مربوطه به كه شريان شده بعد از اين

 طبق اصول نفركتومي ، ليگاتور زده شدندسه صفرهاي بخية  با نخ
هاي خارج  سپس از پل قدامي تمام كليه .از بدن خارج گرديدند

و س اي كه شامل كورتك هاي بافتي به شكل گوه شده نمونه
 متر اخذ و جهت تهيه مقاطع  ميلي5-4مدولا بود به ضخامت 

  .)9 و 4( به بخش پاتولوژي فرستاده شدند شناسي آسيب
  :هاي آپوپتوتيك براي تشخيص سلول تانل اجراي تكنيك

 ,insitu cell death detection kit(كيت تانلبراي اين كار از 

POD،كمپاني  Roche ،ده شدا استف)ساخت كشور آلمان.  
دهي با  زدائي و آب دا مقاطع تهيه شده پس از پارافين ابت-1

  دقيقه در30ت مد ه مجاور  و پس از انكوباسيون  بKپروتئيناز 
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 گراد با محلول فسفات بافر شستشو  درجه سانتي37دماي 
  .ندديگرد

 ميكروليتر 50 به ميزان گر تانل واكنش مقاطع بافتي با محلول -2
 مجاور گرديدند گراد  درجه سانتي37اي  دقيقه در دم60 مدت به

   .داده شدند سپس با محلول فسفات بافر شستشو
 در اين مرحله مقاطع بافتي پس از انكوباسيون با محلول-3

 درجه 37 دقيقه در دماي 30 مدت هب)  ليتر ميكرو50(كانورتر
گراد با محلول فسفات بافر شستشو و سپس با محلول  سانتي
 دقيقه 20مدت ه نيز مجاور گشته و بتراكلرايدآمينو بنزيدين ت دي

  .نددي انكوبه گردگراد مجدداً سانتيدرجه  25در دماي 
 تولوئيدين بلو شستشو و با  با فسفات بافرها  سپس برش-4

  ). 1 (آميزي شدند رنگ
  ها آناليزآماري داده
هاي   تعداد سلولشمارشبراي : هاي آپوپتوتيك شمارش سلول

هاي آپوپتوتيك در  سلول ، ميكروسكوپيآپوپتوتيك در مقاطع
طور تصادفي  ه ب×40مائين ميدان ميكروسكوپي با بزرگجپن

  .ندشمارش گرديد
-Mann( ها با استفاده ازآزمون يو من ويتني آماري داده آناليز

Whitney U(صورت  ه انجام و نتايج مطالعات بMean ± 

SEMبيان گرديد  .  
  نتايج

شخص پارانشيم كليه گروه تيمار آتروفي مدر  در مشاهدات ظاهري،     
 بينيريزمطالعات . )1نگاره (بود ل مشاهده قاب  و اتساع ناحيه لگنچهكليه

ها   سلولةنشانگر افزايش تراكم كروماتين و فراگمانتاسيون هست
آميزي تانل  در رنگ. و گاهي تشكيل هلال كروماتيني بود

تيره در بافت اي روشن تا  هاي آپوپتوتيك به رنگ قهوه سلول
 ،)2نگاره  (نديدگردهاي كليوي مشاهده  تليالي توبول اپي
 7±2 هاي آپوپتوتيك در گروه كنترل  سلول كه تعداد طوري هب

مقايسه تعداد . عدد بود 128±15عدد و در گروه تيمار 
 تيمار و كنترل تفاوت آماري هاي هاي آپوپتوتيك بين گروه سلول
ميانگين تعداد  مقايسه ).P>005/0( داري را نشان داد معني

دست آمده از  ه ميدان ميكروسكوپي ب5هاي آپوپتوتيك در  سلول
روش   و كنترل به)طرفه حالب يك انسداد (بافت كليه گروه تيمار

  . نشان داده شده است1 در نمودار تانل
  

  
و كليه سمت چپ . كليه گروه كنترل و گروه تيمارنماي ظاهري   -1نگاره

) فلش ضخيم(قشر ت به گروه تيمار كه آتروفي مشخص ناحيه  مربوط اسبالا
  . باشد ل مشاهده مي قابدر آن) باريكفلش ( و اتساع ناحيه لگنچه

  

  
هاي تانل   كه در آن سلول تيمار مربوط به گروهكليهبيني از نماي ريز -2نگاره
 آميزي تانل، زمينه رنگ( .باشد اي قابل مشاهده مي به رنگ قهوه) فلش( مثبت

H&E 100، بزرگنمائي×.(  
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 ميدان 5هاي آپوپتوتيك در   ميانگين تعداد سلول مقايسه-1نمودار
 )طرفه حالب انسداد يك (دست آمده از بافت كليه گروه تيمار هب ميكروسكوپي

نمايش Mean ± SEM صورت  ها به داده). n =10(روش تانل  كنترل به و
  .در مقايسه با گروه كنترل*  P>005/0. اند داده شده

 
   گيري  و نتيجهبحث

اشند كه هرگونه ب هاي بدن مي ترين ارگان ها از حياتي كليه     
آنها باعث وقوع مشكلات سيستميك خواهد  تغيير در عملكرد

به بدن تحميل هاي كليوي  حداقل مشكلي كه در آسيب. شد
ها  دوي اين وضعيت خوني است كه هر شود، اورمي و كم مي

مانند اسهال و استفراغ و  باليني خاص خود عوارض
  .هاي كليوي را در پي خواهند داشت آنسفالوپاتي

صورت  ههاي حاد ب تواند در آسيب اختلال در عملكرد كليه مي
اوري  صورت پولي ههاي مزمن ب اوليگوري و آنوري و در آسيب

هاي  گويژه با اتيولوژي سن ه اوروپاتي انسدادي ب.تظاهر پيدا كند
گونه استثنايي منجر به  كليوي و هيپرتروفي پروستات بدون هيچ

 هتوان ب ريفلاكس اوروپاتي خواهد شد كه از عوارض آن مي
 ت سلولي كليه و در مراحل آخر بهوقوع آپوپتوز و كاهش جمعي 

هاي  شمارش سلول ).8(  فيبروز و هيدرونفروز اشاره كردايجاد
تيمار و كنترل نشان داد كه   گروههاي كليوي در آپوپتوتيك توبول

از  .باشد مي 7±2 و128±15 ترتيب  بهها  آپوپتوز در آنميزان
 از نظر تعداد )P>005/0( داري  اختلاف معنيلحاظ آماري

هاي آپوپتوتيك در گروه تيمار و كنترل وجود داشت،  سلول
 رگروه تيمار براببين هاي آپوپتوتيك  كه درصد سلول طوري هب

 و همكاران Oritize . بود%7/16ر گروه كنترل برابر و د3/83%
اي مشابه را  مطالعه ،)1995( و همكاران Ghadowyو  )1996(

انجام دادند و در نتايج خود به روند مشخص آپوپتوز متعاقب 
 با IIيوتانسين ژآنانسداد ادراري اشاره و چنين تفسير نمودند كه 

نكروز دهنده ، فاكتور TGF-Bهايي نظير  همكاري سيتوكين
 را بر عهده  پديده آپوپتوز هدايتB اي تومور و فاكتور هسته

هاي آزاد شده هر كدام با مكانيسمي   سيتوكاين ).10و 5( گيرد مي
  خاص در بروز آپوپتوز نقش دارند كه در نتايج ما نيز احتمالاً

.  بوده استيهاي تغييرات مرگ سلولي با واسطه چنين مكانيسم
 و همكاران Soldanyو ) 2001( همكاران  وPingمطالعات 

 روز بوده است نتايج 15 كه مدت انسداد آنها در حالب )2002(
خواني داشته  آنها با مقاديري اختلاف جزئي نيز با مطالعات ما هم

هاي  هاي كليوي در آپوپتوز سلول و گوياي نقش القاگر انسداد
يگر براي تفسير از دلائل د ).12 و 11( تليالي توبولي مي باشد اپي

 و همكاران Tanghoنتايج مطالعه حاضر بيان نتايج مطالعات 
 بوده است كه به نقش )2001 (Youhua و Yangو ) 1998(

ي اشاره گرديده ردو فاكتور بسيار مهم در موارد انسدادهاي ادرا
 بيان ژن جلوگيري از  مهار توليد و يكي از اين عوامل،.است

  دومو )EGF )Epithelial Growth Factorمولد فاكتور 
 SGP-2  ياIIژن مولد گليكوپروتئين سولفات  افزايش بيان

)Sulphate Glycoprotein( ها در موارد  است كه ميزان آن
 طوري كه فاكتور ه دارند، بهاي ادراري رابطه عكس با هم انسداد

EGFاحتمالاً  نقش مهاري در تغييرات مرگ سلولي دارد كه 
گر سلولي  دراري در مهار اين فاكتور ممانعتشايد انسدادهاي ا

 افزايش بيان ژن مولد گليكوپروتئين نقش داشته و برعكس در
حال هر  به.)14 و 13(  داشته استگر  نقش تشويقIIسولفات 

هاي ادراري  چه كه در نتايج ما عيان است اين است كه انسداد آن
 را به هاي جبران ناپذيري شكل مزمن آسيب  و بهبا گذشت زمان

پارانشسيم كليه وارد مي نمايند كه در نتايج مطالعه حاضر به 
ه به موارد متعدد  امروزه با توج.بخشي از آن اشاره شده است

طرفه و بروز علائم باليني در موارد  انسدادهاي ادراري يك
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 بسيار ارزنده  از اين بررسيدست آمده ه توجه به نتايج ب،انساني
يص سريع و زود هنگام اين عارضه كه تشخ  چرا،خواهد بود

ثر در ؤگيري ميزان توليد انواع فاكتورهاي م  شايد با اندازه،ادراري
 نتايج اين بررسي و نتايج كهچنان، هم مقدور باشداين بيماري

ساير تحقيقات انجام شده در اين زمينه حكايت از اين دارد كه 
ن د از تجمع ادرار در پارنشيم كليه و فعال شفشار حاصله

شكل بسيار مشخصي در بروز  هاي متعدد مرگ سلولي به مسير
 حال اين نكته مطرح .باشد ثر ميؤتغييرات بافتي و آپوپتوز م

توان به تشخيص سريع اين تغييرات بافتي   كه چگونه ميشود مي
گيري  اندازه امكان آن فرا رسد كه اصولاً اگر. نائل گرديد
  معمول انجام پذيرد،ثر در اين عوارض به شكلؤفاكتورهاي م

 مرتفع انسدادهاي ادراريه شايد بسياري از مشكلات مربوط ب
هاي ادراري مي تواند با  ثير طولاني مدت انسدادأ زيرا كه تگردد

 يا P21 و TGF-Bافزايش بروز و بيان بيش از اندازه 
 همراه Cyclin-dependent kinase inhibitors هاي كنندهمهار
انجام ) 2001( و همكارانش Iruong  كهاي  در مطالعه .باشد
هاي كليوي  اند نشان دادند كه همه كاسپازها در بيماري داده

 3ميزان كاسپاز . يابد افزايش مي هاي انسدادي اروپاتي ويژه در هب
 7 روز بعد از انسداد 7 برابر و 4 روز بعد از انسداد 4در حدود 
ش مركزي در  نق3رسد كه كاسپاز  نظر مي شود و به برابر مي

هاي انسدادي برعهده دارد كه در نتايج مطالعه  آپوپتوز اروپاتي
حاضر نيز روند مرگ سلولي در روز هفتم بعد از انسداد ادراري 
چشمگير بوده است زيرا كه در نتايج حاصله از مطالعات ساير 

 مربوط به mRNA چنين بيان شده است كه مقدار محققين
 روز سه 45عد از برابر و ب وز دو ر30 الي 4 بعد از 8كاسپاز 

دليل  توان به ها مي  نتايج آنيابد كه با الهام از برابر افزايش مي
حضور تغييرات چشمگير مرگ سلولي با واسطه مدت زمان 

هاي كاسپازي در اروپاتي انسدادي پي  طولاني و اهميت آنزيم
بر اساس مطالعات خود ) 1998( و همكارانش Iruong .)6 (برد
 هم از جمله مدياتورهاي BCL نمودند كه اعضاي خانواده بيان

باشند   ميهاي ادراري مهم مسير ميتوكندريايي آپوپتوز در انسداد
 و اعضاي Bax و  Badهاي  كه اعضاي پروآپوپتوتيك آن به نام

 شود،  خوانده ميBcl-xL و Bcl-2هاي  آپوپتوتيك به نام آنتي
اي ادراري ميزان اعضاي كه متعاقب انسداده ها نشان دادند آن

يابد و اين دليل ديگري   افزايش ميBCLپروآپوپتوتيك خانواده 
آپوپتوتيك در نتايج مطالعه ما هاي  بر توجيح حضور سلول

) 1996( و همكاران Chevalier البته در اين راستا ).7 (باشد مي
 نيز موفق به ارزيابي عوامل اند كه آنها اي داشته نيز مطالعه

متعاقب انسداد ادراري شده و  BCL-2 پتوتيك خانواده آپو آنتي
بيان نمودند كه ميزان اين پروتئين با گذشت زمان انسداد ادراري 

تليالي  هاي اپي كاهش يافته و با ميزان تغييرات آپوپتوز سلول
  .)4( توبولي در انسدادهاي ادراري نسبت عكس دارد

اين  ك را درهاي آپوپتوتي توان حضور سلول با اين اوصاف مي
هاي اشاره  هاي ادراري و دوم به مكانيسم  اول به انسداد،نتايج

ها با  شده نسبت داد و بيان نمود كه مطالعه حاضر در اغلب زمينه
  . مطابقت داشته استمحققيننتايج ساير 
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