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  چكيده

با افزايش  همراه دليپي تجمع اين اختلال طي. باشد مي چاقي و ۲ نوع ديابت در اصليص نق انسولين به مقاومت: مقدمه
هاي کليدي مسير  مولکول برTNF-α بيان  ارزيابي اثرات کاهش پژوهش حاضرهدف. دهدمي رخ عضله  درTNF-αبيان 
عدم  و حضور در C2C12 هاي عضلانيسلولي   ردهدر انسولين به مقاومتو ) Akt و IRS-1(رساني انسولين  پيام

سنس  حاوي توالي آنتيshRNA با C2C12هاي سلول،  TNF-α کاهش بيان براي:هاوشمواد و ر .حضور پالميتات بود
 Akt و IRS-1 هايچنين فسفريلاسيون و بيان پروتئين ، همTNF-αبيان سپس، ميزان . ند شدموشي ترانسفکت TNF-αژن 

، ميزان بيان TNF-α اهش بيان يافتهک هايدر سلول: هايافته .مورد ارزيابي قرار گرفتبا استفاده از آزمون وسترن بلات 
-، فسفريلاسيون نانومولار۱۰۰و انسولين مولار   ميلي ۵/۰ در شرايط تيمار با پالميتات .کاهش يافت% TNF-α، ۵۸پروتئين 

هاي کاهش بيان يافته نسبت به در سلول Akt (Ser473)و IRS-1 (Tyr632) هايتحريک شده با انسولين مولکولهاي 
عناصر فعاليت تواند  ميTNF-αکاهش بيان ها نشان داد   يافته:گيري نتيجه . بود۶/۲ و ۷/۱رل، به ترتيب کنتهاي سلول

ها را ميوتيوب بهبود مقاومت به انسولين دري   در نتيجهورا افزايش داده ) Akt و IRS-1( انسولين رساني پياممسير  کليدي
 تواند به عنوان يک هدف درماني بالقوه در درمان مقاومت به انسولينمي TNF-α کنندها پيشنهاد مياين يافته. گرددسبب 

  . مورد توجه قرار گيردشود، مشاهده مي و سندروم متابوليک۲ ديابت نوع  شده با اسيد چرب که درالقا
  

  ، )shRNA(سنجاق سري کوچک  RNA ،)TNF-α (آلفا- توموري دهندهفاکتور نکروز :واژگان كليدي

  ولين، کاهش بيان، پالميتاتمقاومت به انس

  ۲۸/۲/۹۲:  ـ پذيرش مقاله۲۱/۲/۹۲: ـ دريافت اصلاحيه۱۷/۱/۹۲ :دريافت مقاله

  
  

  مقدمه

ي اسکلتي يک فاکتور کليدي  مقاومت به انسولين ماهيچه

اگرچه سازوكار دقيق آن . باشد مي ۲در پيشرفت ديابت نوع 

در انسان به طور كامل مشخص نيست، ولي طي چندين 

اي به منظور درک هاي قابل ملاحظهي گذشته تلاش دهه

 از آنجا که عضله ۱،۲.سازوكار اين اختلال صورت گرفته است

گلوکز بدن است، % ۷۵مسئول برداشت به طور تقريبي 

شناسايي علت ايجاد مقاومت به انسولين در اين بافت داراي 

 در حالت مقاومت به انسولين، به علت عدم ۳- ۵.اهميت باشد

هاي چربي به انسولين، غلظت اسيدهاي اسيت سلولحس

 ۲يابد که ويژگي ديابت نوع چرب آزاد در پلاسما افزايش مي

ي مقاومت به انسولين و  يد توسعهواست؛ اين موضوع م

   ۶-۹.باشدهاي بتا مينقص در عملکرد سلول

ترين اسيد چرب آزاد پلاسما است و به  پالميتات فراوان

 ۳.گيردها مورد استفاده قرار مي طور معمول در پژوهش
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 ۳۸۸ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۲آبان ، ۴ ي شماره, پانزدهمي  دوره

 

  

 نشان داده پالميتات سبب in vitro و in vivoهاي  بررسي

هاي هدف انسولين ايجاد مقاومت به انسولين در بافت

تواند مسير  افزايش غلظت پالميتات مي۱۰،۱۱.گردد مي

رساني انسولين را توسط فسفوريلاسيون سوبسترا  پيام

و ) IR(ي انسولين   گيرنده،)IRS-1 (۱-ي انسولين گيرنده

 و يا اين که سبب القا ۱۱- ۱۴ مهار کند،Bفعاليت پروتئين کيناز 

 ي هاي التهابي نظير فاکتور نکروز دهندهبيان سيتوکين

 اگرچه سازوكار دقيق اين ۱۵.گردد) TNF-α(آلفا -تومور

دهد افزايش باشد، ولي شواهد نشان ميوقايع مشخص نمي

هاي تواند سبب تجمع فراورده ميغلظت اسيدهاي چرب آزاد

متابوليکي به دست آمده از اسيدهاي چرب آزاد، کاهش 

رساني سلولي و در نتيجه ايجاد مقاومت به انسولين  پيام

هايي تحت  به علاوه، در چاقي ترشح پروتئين۱۶- ۱۹.گردد

تواند عنوان آديپوکين از بافت چربي افزايش يافته که مي

رساني انسولين و روندهاي  امسبب اختلال در مسير پي

واسطه شونده توسط انسولين نظير هموستاز گلوکز و 

 TNF-αها،  از بين اين پروتئين۲۰،۲۱.سوخت و ساز ليپيد گردد

به عنوان رابطي بين چاقي و مقاومت به انسولين پيشنهاد 

تواند مقاومت به انسولين را در حيوانات چاق  و مي۲۱شده

هاي کبدي کشت چنين، تيمار سلول  هم۲۲،۲۳.نمايدوساطت 

تواند سبب ايجاد مقاومت به داده شده با اين فاکتور مي

رساني  ي مهار پيام انسولين شود که ممکن است به واسطه

 در چندين پژوهش نشان داده ۲۴،۲۵.انسولين صورت پذيرد

 را TNF-αشده اسيدهاي چرب اشباع، به ويژه پالميتات، بيان 

به هر حال، ۲۶- ۲۸.دهد افزايش ميهاي عضلاني در سلول

 سبب اختلال TNF-αي آن  سازوكار مولکولي که به وسيله

رساني انسولين شده و اين که نقش اين فاکتور  در مسير پيام

در مقاومت به انسولين القاء شونده توسط پالميتات چيست 

بنابراين، هدف پژوهش .  شناسايي نشده استبه طور كامل

 بر ميزان TNF-α کاهش بيان حاضر ارزيابي اثرات

رساني  هاي مفيد عناصر کليدي مسير پيامفسفوريلاسيون

 در C2C12هاي عضلاني در سلول) Akt و IRS-1(انسولين 

  . حضور و عدم حضور پالميتات بود

  

  ها مواد و روش

 از C2C12هاي به منظور انجام کشت سلولي ميوبلاست

ها در  اين سلول.انستيتو پاستور ايران خريداري گرديدند

بيوتيک کشت  آنتي% ۱و  FBSi% ۱۰ حاوي DMEMمحيط 

گراد و   درجه سانتي۳۷دماي (داده شدند و در انکوباتور 

  .داري گرديدند نگه) CO2% ۵فشار 

کف فلاسک را پر نمودند، به % ۷۰-۸۰ها هنگامي که سلول

براي اين کار محيط کشت با . ها تمايز داده شدندميوتيوب

% ۱سرم اسب و % ۲ حاوي DMEM(يز محيط تما

 روز در محيط تمايز ۴ها  تعويض گرديد و سلول) بيوتيک آنتي

- داري شدند و هر روز با محيط تمايز تازه جايگزين مي نگه

  .ها تشکيل شدندبعد از اين زمان ميوتيوب. شد

-TNF عليه ژن shRNA براي وارد کردن پلاسميد حاوي 

α هاي  به درون ميوبلاستC2C12 از روش کلسيم فسفات ، 

 سلول در هر ۵×۱۰۵ به طور خلاصه، تعداد ۲۹،۳۰.استفاده شد

روز بعد ترانسفکشن با .  خانه کشت داده شد۶چاهک پليت 

براي بررسي .  ميکروگرم از پلاسميد انجام شد۱۵غلظت 

 ها از پلاسميد کارآمدي روش ترانسفکشن در يکي از چاهک

GFPii  بعد با ميکروسکوپ  ساعت ۴۸استفاده گرديد و

  . فلورسنت مشاهده شد

 از روش وسترن بلات TNF-αبراي تاييد کاهش بيان 

،  ساعت بعد از ترانسفکشن۴۸ منظور  به اين. استفاده شد

 از راه هموژنه کردن C2C12هاي ي پروتئيني سلول عصاره

-Xتريتون % Tris-Hcl ،۱مولار   ميليRIPA) ۵۰ها در بافر  آن

، Na - EDTAمولار   ميلي۱ داکسي کولات،  سديم۲/۰%، 100

استخراج شده و غلظت آن بر اساس ) PMSFمولار   ميلي۱

 ميکروگرم از ۲۰-۳۰. گيري شد روش برادفورد اندازه

.  الکتروفورز شدSDS-PAGEي پروتئيني روي ژل  عصاره

ها از ژل به غشا نيتروسلولز منتقل شده و سپس سپس سلول

% ۲گراد در محلول  درجه سانتي ۴ شب در دماي ۱به مدت 

BSAبادي اوليه  ي بعد، غشا با آنتي در مرحله.  انکوبه گرديد

پس .  ساعت انکوبه گرديد۱به مدت  actin -β يا TNF-αعليه 

، غشا به مدت يک TBSTاي بافر   دقيقه۵ بار شستشوي ۴از 

 ۴.  انکوبه گرديدHRPنژوگه با وبادي ثانويه ک ساعت با آنتي

اي انجام شد و سپس غشا با  دقيقه۵ بار شستشوي

دقيقه  ۱-۲ به مدت ECLسوبستراي کمي لومينوسانس 

ي بعد، غشا با فيلم راديولوژي  در مرحله. انکوبه گرديد

هاي ظهور و حساس مجاور شد و فيلم با استفاده از محلول

فيلم اسکن شده و به طور نيمه کمي غلظت . تثبيت ظاهر گرديد

قرار تجزيه و تحليل مورد  Scion Imageار افز پروتئين با نرم

                                                           
i- Fetal bovine serum 
ii - Green fluorecent protein 
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 همكارانو سميه پاشايي    و مقاومت به انسولين TNF-αژن  ۳۸۹

 

  

ي   به دانسيتهTNF-α باند ي سپس با تقسيم دانسيته. گرفت

  . شد متناظرش، مقدار بيان ژن مدنظر نرماليزه actin -βد ــبان

هاي اوليه مورد استفاده مونوکلونال بوده باديتمام آنتي

ه ي موشي واکنش دادند و هيچگون و تنها با پروتئين مربوطه

هر آزمايش . هاي مشابه نداشتندواکنش متقاطعي با پروتئين

به علاوه، به منظور ارزيابي اثر . كمينه سه بار انجام شد

ها با پالميتات رساني انسولين سلول پالميتات بر مسير پيام

تيمار شدند و ميزان فسفوريلاسيون دو مولکول کليدي اين 

 ۴۷۳سرين  و IRS-1 مولکول ۶۳۲مسير، يعني تيروزين 

 از راه آزمايش وسترن بلات مورد ارزيابي قرار Aktمولکول 

  . گرفت

براي اين که پالميتات بتواند در دسترس سلول قرار گيرد 

به اين منظور، . نژوگه گرديد فاقد اسيد چرب کوBSAبا 

حل % ۵۰هاي مورد نظر از سديم پالميتات در اتانول غلظت

.  اضافه شدBSA% ۱ حاوي DMEMشده و اين محلول به 

گراد   سانتيي  درجه۳۷ ساعت در ۲سپس اين محيط به مدت 

 ساعت، اين ۲پس از . انکوبه گرديد) Shaker(روي شيکر 

 قرار C2C12 هاي  و در اختيار ميوتوبشدمحيط فيلتر 

  .گرفت

 SPSS13افزار  هاي آماري با استفاده از نرم تمام تحليل

 مقايسه .گرديدکرار هر آزمايش كمينه سه بار ت. انجام شد

. شد انجام ANOVAها با استفاده از آزمون بين تمام گروه

مورد دار آماري وجود داشت، آزمون تي  اگر تفاوت معني

دار   از لحاظ آماري معني>P ۰۵/۰مقادير . فتگرقرار استفاده 

  .در نظر گرفته شد

  هايافته

ها آورده شده به منظور گونه که در بخش روش  همان

ي کارايي ترانسفکشن به روش کلسيم فسفات، بررس

. ترانسفکت شدند GFP  با پلاسميدهايC2C12هاي  سلول

ها با ، بررسي سلول نشان داده شده۱که در شکل طور  همان

ميکروسکوپ فلورسنت اينورت نشان داد که اين روش، يک 

  . باشد ترانسفکشن ميبرايروش کارآمد 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ترانسفکت شـده بـا پلاسـميد    C2C12هاي   سلول -۱شکل  
GFP .اند بـه   هايي که اين پلاسميد را دريافت نموده      سلول

  .شوندرنگ سبز ديده مي

 آزمون وسترن TNF-αبه منظور تاکيد کاهش بيان ژن 

هاي به دست آمده از وسترن بلات براي  يافته. بلات انجام شد

 هاي ترانسفکتسلول (TNF-αسه دسته از کاهش بيان يافته 

هاي ، سلول)TNF-αعليه shRNA شده با پلاسميدهاي حاوي 

هاي ترانسفکت شده با پلاسميدهاي فاقد سلول(کنترل 

shRNA (هاي و سلولScramble) هاي ترانسفکت شده سلول

هاي mRNAکدام از  اي که با هيچshRNA با پلاسميد حاوي 

-TNFنشان داد ميزان بيان ژن ) کندداخل سلولي تداخل نمي

αهاي کاهش بيان يافته  در سلولTNF-α نسبت به دو دسته 

کاهش يافته و اين ميزان کاهش از لحاظ % ۵۸ديگر حدود 

  ).۲شکل (بود ) >۰۵/۰p(دار  آماري معني

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هــاي  در سـلول TNF-αميــزان بيـان پــروتئين   -۲شـکل  
C2C12  ۱( به دنبال ترانسفکشن پلاسـميدهاي (shRNA 
TNF-α ،)۲ ( يدهاي فاقــد  پلاســمshRNA TNF-α ،)۳ (

با اسـتفاده  ) اسکرامبل (Nonsense shRNAپلاسميدهاي 
 ۲۰ بــا C2C12هــاي ســلول. از روش کلــسيم فــسفات 

ــرم  ــسفکت شــدند) ۳-۱( از پلاســميدهايميكروگ  ۴۸. تران
) کنتـرل داخلـي  ( β-Actin  وTNF-αسـاعت بعـد، بـراي    

 ـ TNF-αمقدار بيـان پـروتئين      . وسترن بلات انجام شد    ا  ب
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   هاي كاهش          سلولهاي سلول    هاي             سلول       

 TNF-αيافته  ترل           بيان كن             اسكرامبل 
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 ۳۹۰ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۲آبان ، ۴ ي شماره, پانزدهمي  دوره

 

  

ها داده.  نرمالايز گرديدβ-Actinاز مقدار پروتئين  استفاده
صـورت   از سه آزمـايش مـستقل بـه دسـت آمـده کـه بـه       

  . >P ۰۵/۰ *اندانحراف معيار نشان داده شده±ميانگين

ها آورده شده به منظور طور که در قسمت روش همان

رساني انسولين آزمون  هاي کليدي مسير پيامبررسي مولکول

هاي به دست آمده از آزمون  يافته. بلات انجام شدوسترن 

 ميلي مولار ۵/۰وسترن بلات نشان داد تيمار با پالميتات 

 را هم در IRS-1 مولکول ۶۳۲ميزان فسفريلاسيون تيروزين 

هاي  و هم در سلولTNF-αهاي کاهش بيان يافته  سلول

با اين وجود، ميزان اين فسفريلاسيون . دهدطبيعي کاهش مي

هاي کاهش بيان مولار در سلول  ميلي۵/۰حضور پالميتات در 

هاي سلول) >۰۵/۰P( برابر ۷/۱ به طور تقريبي TNF-αيافته 

   ).۳شکل (باشد ميکنترل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 C2C12هـاي   در سـلول IRS-1 مولکـول  ۶۳۲  و فسفريلاسيون تيروزينIRSاثر پالميتات روي ميزان بيان پروتئين  -۳شکل 
آوري در حضور و عـدم حـضور        ها با پالميتات تيمار شده و قبل از جمع        سلول. هاي طبيعي  و سلول  TNF-αهش بيان يافته    کا

 و  IRS-1 مولکـول    ۶۳۲بـادي عليـه فـسفوتيروزين       آزمايش وسترن بلات با استفاده از آنتـي       . انکوبه گرديدند ) Ins(انسولين  
IRS-1) مولکول ۶۳۲سيون تيروزين ميزان فسفريلا. انجام شد) کنترل داخلي IRS-1 با ميزان بيان پروتئين IRS-1 متناظرش  

  انـد انحـراف معيـار نـشان داده شـده    ± دست آمده کـه بـه صـورت ميـانگين       ه  ها از سه آزمايش مستقل ب     داده. نرمالايز گرديد 
* ۰۵/۰P<.       

  

  

هاي به دست آمده از آزمون وسترن بلات براي  يافته

نشان داد تيمار با  Akt  مولکول ۴۷۳فسفريلاسيون سرين 

 ۴۷۳مولار ميزان فسفريلاسيون سرين   ميلي۵/۰پالميتات 

 و TNF-αهاي کاهش بيان يافته را هم در سلولAkt مولکول 

با اين وجود، ميزان . دهدهاي طبيعي کاهش مي هم در سلول

مولار در   ميلي۵/۰اين فسفريلاسيون در حضور پالميتات 

   -            +            +          -+         +            )                نانو مولار۱۰۰(انسولين 

     -           -            +           -          -+         )                ميلي مولار۵/۰(پالميتات 

  

 هاي کنترل سلول             TNF-αهاي کاهش بيان يافته سلول

IRS-1 

 IRS-1مولکول ) ۶۳۲(فسفوتيروزين 

سلول های کنترل TNF-α سلول های کاهش بيان يافته
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 برابر ۶/۲ به طور تقريبي TNF-αبيان يافته هاي کاهش سلول

)۰۵/۰P< (باشد ميهاي طبيعي سلول) در ضمن، ). ۴شکل

 در Akt و IRS-1داري بين ميزان فسفريلاسيون  تفاوت معني

هاي طبيعي، در  و سلولTNF-αهاي کاهش بيان يافته سلول

در مجموع کاهش ). >۰۵/۰P(حضور پالميتات وجود نداشت 

، فعاليت عناصر کليدي C2C12هاي ر ميوتيوبدTNF-α بيان 

رساني انسولين را حتي در حضور پالميتات حفظ  مسير پيام

  .نمايدمي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 کـاهش  C2C12هـاي   در سلولAkt مولکول ۴۷۳ و فسفريلاسيون سرين Akt اثر پالميتات روي ميزان بيان پروتئين        -۴شکل  
آوري در حـضور و عـدم حـضور    ها با پالميتـات تيمـار شـده و قبـل از جمـع           ميوتوب. لهاي کنتر   و سلول  TNF-αبيان يافته   
 Akt و   Akt مولکـول    ۴۷۳بـادي عليـه فـسفوسرين       آزمايش وسترن بلات با استفاده از آنتـي       . انکوبه گرديدند ) Ins(انسولين  

.  متناظرش نرمالايز گرديد   Aktروتئين   با ميزان بيان پ    Akt مولکول   ۴۷۳ميزان فسفريلاسيون سرين    . انجام شد ) کنترل داخلي (
  .  >۰۵/۰P *اند انحراف معيار نشان داده شده±دست آمده که به صورت ميانگينه ها از سه آزمايش مستقل بداده

  

  بحث 

 يک بيماري مزمن است که با تغييراتي در ۲ديابت نوع 

گردد، اين تغييرات ترشح و عملکرد انسولين مشخص مي

به طور تقريبي مشخص . گردد قند خون ميمنجر به بالارفتن

با .  دارندنيست کداميک از اين دو نقش ارجحي در اين فرآيند

تر   بر نقش مهمها پژوهشاين وجود برخي از شواهد و 

رسد که  و چنين به نظر مي تاكيد دارندمقاومت به انسولين

شناسايي افراد با مقاومت به انسولين در پيشگيري و تاخير 

چاقي يک عامل مهم براي افزايش . باشد ميموثر  ۲وع ديابت ن

مقاومت به انسولين و سندرم متابوليکي بوده و در بيشتر 

در حالت مقاومت به . شود ديده مي۲افراد با ديابت نوع 

انسولين با وجود طبيعي بودن انسولين خون، انسولين قادر 

به انجام عمل بيولوژي خود نبوده که منجر به تغيير 

 ۲۰- ۲۸، ۳۱، ۳۲.گرددستاز گلوکز و سوخت و ساز ليپيد ميهمو

اند فاکتورهاي ژنتيکي و هاي مختلف نشان داده پژوهش

در همين . باشندمحيطي با مقاومت به انسولين مرتبط مي

هاي مختلفي در مقاومت به انسولين مورد ارتباط، نقش ژن

سلول های کنترل TNF-α سلول های کاهش بيان يافته
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   -                        +       +                      )    مولار  نانو۱۰۰(انسولين  ۰

       -                      -                       +           ) مولار  ميلي۵/۰(پالميتات 

* 

  Aktمولكول ) 473(فسفوسرين 

Akt  

   - +           +                     -+         +          )                 نانومولار۱۰۰(انسولين 

     -           -            +           -           -+        )               مولار  ميلي۵/۰(پالميتات 

 هاي کنترل سلول                TNF-αهاي کاهش بيان يافته سلول
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- ها مي ترين آن  يکي از مهمTNF-αبررسي قرار گرفته که 

 سبب TNF-αهاي اخير حاکي از آن است که  گزارش. اشدب

رساني انسولين از راه کاهش فعاليت  اختلال در مسير پيام

ي انسولين و يا افزايش فسفريلاسيون سرين  کينازي گيرنده

- هاي چاق استفاده از مهارکننده در موش. گردد ميIRS-1در 

دن  نموطبيعي، مانند پنتوکسي فيلين منجر به TNF-αهاي 

بيان آن در بافت چربي و بهبود مقاومت به انسولين 

 TNF-α فقدان ،هاي چاق چنين، در موش  هم۳۳- ۳۶.گردد مي

منجر به کاهش سطح اسيدهاي چرب آزاد شده و از اختلال 

رساني انسولين در دو بافت چربي و عضله  در مسير پيام

 TNF-α  به علاوه، مشاهده شده بيان ۳۷.کندجلوگيري مي

 چربي در افراد چاق و مقاوم به انسولين به طور بافت

هاي متعددي نشان   پژوهش۳۸.غيرطبيعي افزايش مي يابد

اند افزايش غلظت پلاسمايي اسيد چرب پالميتات داده

منجر به ) ترين اسيد چرب اشباع موجود در پلاسما فراوان(

ولين ـاي هدف انسـه ن در بافتــايجاد مقاومت به انسولي

 با اين وجود فرايند اين سازوكار به طور ۳۹-۴۲،رددــگ مي

 زيادي به In vivoهاي   بررسي. دقيق شناسايي نشده است

رساني انسولين  ، بر پيامTNF-αمنظور نشان دادن اثر حذف 

و مقاومت به انسولين القا شده با رژيم غذايي پرچرب 

بر تنظيم منفي TNF-α صورت گرفته، با اين حال اثر مستقيم 

رساني انسولين در حضور و عدم حضور يک اسيد چرب  پيام

در پژوهشي که توسط . کمتر شناخته شده است) پالميتات(

Uysalو همکاران انجام گرفت، نشان داده شد عدم بيان  

TNF-α در In vivo ي مقاومت به انسولين با وجود  از توسعه

 در حالي که ۳۴.نمايد ميرژيم غذايي پرچرب جلوگيري 

ي سلولي عضلاني  ي پژوهش حاضر روي ردهها يافته

C2C12 شواهد بيشتري را در مورد اثر کاهش بيان پروتئين ،

TNF-αدر  را بر مقاومت به انسولين القا شده با پالميتات 

جالب آن که نشان داده شده اسيد چرب . دهدعضله نشان مي

هاي عضلاني  را در سلولTNF-αپالميتات ميزان بيان 

C2C12 به اين منظور و براي بررسي ۴۳.دهدمي افزايش 

 در مقاومت به انسولين القا شده توسط TNF-αتر نقش دقيق

 با استفاده از TNF-αپالميتات، در پژوهش حاضر بيان ژن 

shRNAهاي عضلاني   در سلولC2C12 کاهش داده شده، و 

هاي کليدي مسير اثر اين کاهش بر ميزان فعاليت مولکول

.  بررسي گرديدAkt و IRS-1ين يعني رساني انسول پيام

هاي مفيد رود، انسولين فسفريلاسيونطور که انتظار مي همان

IRS-1 و Aktهاي کاهش بيان يافته   را در سلولTNF-α و 

فسفريلاسيون . نمايد تحريک ميC2C12هاي کنترل سلول

 به طور غيرمستقيم با فعال نمودن IRS-1 تيروزين مولکول

PI-3Kعال شدن  منجر به فAktفسفريلاسيون . گردد مي

 نيز در سازوكار گلوکز القا شده با Akt مولکول ۴۷۳سرين 

هاي پژوهش   يافته۴۴،۴۵.انسولين در کبد و عضله اهميت دارد

 با اثر گذاري بر TNF-αحاضر نشان داد کاهش بيان 

سبب حفظ مسير Akt  و IRS-1هاي مفيد فسفريلاسيون

 بهبود حساسيت به  احتمال زيادبهرساني انسولين و  پيام

گردد که حتي در حضور پالميتات نيز اين اثر انسولين مي

 پالميتات دادهاي پژوهش حاضر نشان يافته. گرددحفظ مي

هاي کليدي مسير تواند از راه کاهش فعاليت مولکولمي

 سبب مختل شدن Akt و IRS-1رساني انسولين يعني  پيام

-TNFچنين، کاهش بيان  هم. گرددرساني انسولين  مسير پيام

αرساني انسولين حتي در  تواند سبب حفظ مسير پيام  مي

 را به TNF-αها ي اين يافته مجموعه. حضور پالميتات شود

عنوان يک کانديداي مناسب درماني براي درمان بيماران 

، چاقي، اختلالات ۲مبتلا به مقاومت به انسولين، ديابت نوع 

  .  سازد  متابوليک مطرح ميليپيد خون و سندروم
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Abstract 
Introduction: Insulin resistance plays a major role in type 2 diabetes and obesity. In this 

disorder, lipid accumulation is accompanied by increased TNF-α expression in the muscle. The 
aims of this study were to evaluate the effects of tumor necrosis factor-α (TNF-α) gene knockdown 
on key elements of insulin signaling pathway (IRS-1 and Akt) and insulin resistance in C2C12 
muscle cells in the presence and absence of palmitate. Materials and Methods: To knockdown 
protein expression of TNF-α, the C2C12 cells were transfected with the shRNA containing 
antisense sequence of murine TNF-α gene. The analysis of TNF-α protein expression and 
phosphorylation and protein levels of IRS-1and Akt were subsequently detected by western blot. 
Results: In TNF-α knockdown cells, the protein expression level of TNF-α was reduced by 58%. 
Under treatment with palmitate, insulin stimulated phosphorylation of IRS-1 (Tyr632) and Akt 
(Ser473) in knockdown cells was increased 1.7 and 2.6 fold, respectively, compared to the controls. 
Conclusions: Our findings showed that decreasing the TNF-α protein level can enhance the activity 
of the important elements of insulin signaling pathway (IRS-1 and Akt), leading to the improvement 
of insulin resistance in myotubes, data suggesting that TNF-α may potentially be a therapeutic 
target for fatty acid induced insulin resistance observed in type 2 diabetes and metabolic 
syndrome. 
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