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چکیده

و ) LPS(سـاکارید  لیپـوپلی هـا بـا   ي میکروگلیا از مغز نوزاد موش صحرائی، فعال کـردن آن هاسلولهدف از این مطالعه جداسازي :هدف
.باشدساز میي نورونی دوپامینهاسلولي مزبور، روي هاسلولبررسی اثر فاکتورهاي التهابی تولیدي توسط 

. ها جدا شدندي میکروگلیا از آنهاسلولروزه، تهیه و سپس 3تا 1وط گلیال از مغز نوزادان موش صحرایی ي مخلهاسلول:هامواد و روش
96هـاي  در پلیـت SH-SY5Yسـاز رده  ي نـورونی دوپـامین  هاسلول. آوري شدها جمعمحیط مشروط آنLPSپس از تیمار میکروگلیا با 

ارزیابی شـد یسو آپوپتوزMTTهاي با تستهانورونمیزان بقا و مرگ . تیمار گردنداي کشت داده شدند تا با محیط مشروط مزبور خانه
.دشدنها آنالیز آماري و داده

روز شامل مخلوطی از سه نوع سلول آستروگلیا، الیگودندروسـیت و میکروگلیـا   13الی 10ي مخلوط گلیال پس از گذشت هاسلول:نتایج
سـاعت پـس از جداسـازي و انتقـال بـه ظـرف       24هاسلولاین . ر و نیمه چسبیده در سطح قرار داشتندصورت شناوهمیکروگلیاها ب.بودند

هـا بـا ایـن    سـازي آن فعـال . تیمار شدند تا فعال شوندLPSي مزبور با هاسلولدر این زمان . جدید، فرمی دوکی و منشعب به خود گرفتند
هـاي  با کمک تست گریس و القـاي بیـان ژن  NOی به آمیبی، مشاهده افزایش تولید از فرم دوکهاسلولماده، از طریق تغییر مورفولوژیک 

با محیط مشروط میکروگلیاي فعال SH-SY5Yساز ي نورونی دوپامینهاسلولهمچنین تیمار . به اثبات رسید) TNF-α , iNOS(التهابی
.شدیسو نکروزیسشده، منجر به آپوپتوز

میزان زیاد فاکتورهاي مزبور با ایجاد التهاب . شودمنجر به بیان و ترشح فاکتورهاي التهابی میLPSبا  سازي میکروگلیافعال:گیرينتیجه
. شودساز میي دوپامینهاسلولعصبی، منجر به مرگ آپوپتوتیک و نکروتیک 

ساکاریدالتهاب عصبی، دوپامینرژیک، میکروگلیا، لیپوپلی:کلیديواژگان
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مقدمه
دومـین بیمـاري مخـرب عصـبی شـایع در      بیماري پارکینسون

ــه  ــه شاخص ــت ک ــان اس ــورون جه ــرگ ن ــلی آن م ــاي ي اص ه
دو عامل مهمی که در ). 2و1(باشد ساز مغز میانی میدوپامین

شـوند  هاي مخرب عصبی دیـده مـی  روند پیشرفت اکثر بیماري
هـاي فعـال اکسـیژن و    گونـه ناشی از تولید (استرس اکسیداتیو

ــروژن ــاب عصــبی ) نیت ــیش (و الته ــت ب از حــد ناشــی از فعالی
) ي میکروگلیا و آستروگلیا در سیسـتم عصـبی مرکـزي   هاسلول

). 3(باشند می

ي میکروگلیا یکی از سه دسـته سـلول گلیـال سیسـتم     هاسلول
12ي مزبـور کـه   هـا سـلول . باشـند مـی ) CNS(عصبی مرکزي 

دهنـد، در واقـع   ا بـه خـود اختصـاص مـی    درصد از حجم مغز ر
در یک مغـز سـالم در   هاسلولاین . هستندCNSماکروفاژهاي 

حالت استراحت بوده و شکلی منشعب و شـاخه شـاخه دارنـد و   
ست که ااین در حالی. کنندعنوان ناظر ایمنی در مغز عمل میبه

یا ایجاد جراحت در مغـز،  زاي یک عامل بیماريبه هنگام حمله
ي مزبور فعال شده و بـا تغییـر مورفولـوژیکی از حالـت     هاولسل

ي مرده هاسلولزا و شکل عوامل بیماريحالت آمیبیمنشعب به
. )5و 4(کننـد  سـازي مـی  را با فعالیت فاگوسیتوزي خود پـاك 

ــاســلول ــد ســیتوکین ه ــا تولی ــین ب ــا همچن ــا و ي میکروگلی ه
اعـم از  ي سیسـتم ایمنـی  هـا سـلول هاي التهابی، سایر کموکین

خوانند تا عامل ي آسیب دیده فرا میذاتی و اکتسابی را به ناحیه
).8-6(تر سرکوب شود زا هر چه سریعبیماري

زا یـا  مدت عامـل بیمـاري  تصور بر این است که حضور  طولانی
آسیب مغزي و نیـز از کنتـرل خـارج شـدن سیسـتم تنظیمـی       

از حـد  ي میکروگلیـا، منجـر بـه تولیـد و ترشـح بـیش      هاسلول
ي مزبور شده و نه تنها عوامل هاسلولهاي التهابی توسط فاکتور

ي عصبی زنده نیز آسیب دیده و یـا کشـته   هاسلولعفونی بلکه 
شوند، که اصـطلاحا بـه ایـن شـرایط التهـاب عصـبی گفتـه        می
شناسایی مسیرهاي سـیگنالینگ درگیـر در مـرگ    ). 3(شود می

کارهـاي  ها در اثر التهاب عصبی، راه را براي پیشـرفت راه نورون
ــه  ــد در معالج ــانی جدی ــاريدرم ــبی  ي بیم ــرب عص ــاي مخ ه

ي میکروگلیـا در محـیط   هاسلولبدین منظور کشت . گشایدمی
سـاز بــا  هـاي سـلولی نـورونی دوپـامین    آزمایشـگاه و تیمـار رده  

تواند مـدل  ي میکروگلیا، میهاسلولفاکتورهاي التهابی تولیدي 

مطالعاتی مناسبی بـراي بررسـی مـرگ سـلولی در اثـر التهـاب       
در . عصبی و نیز شناسایی مسیرهاي سیگنالینگ مربوطـه باشـد  

ي هـا سـلول ي متعـددي بـراي جداسـازي    هاراستا روشهمین
ها روشـی  میکروگلیا ارائه شده است که یکی از پرکاربردترین آن

ارائـه  )9(توسط گیولیان و همکـارانش 1996است که در سال 
ها، اسـتفاده از مغـز نـوزادان    وجه مشترك تمامی این روش. شد

روزه اسـت کـه غنـی از    3تـا  1موش صحرایی یا موش خانگی 
.باشدمیکروگلیا میي هاسلول

با توجه به نقـش مهـم میکروگلیـا در ایجـاد التهـاب عصـبی و       
ــ ــد پیشــرفت  هب ــال آن نقــش مهــم التهــاب عصــبی در رون دنب

د، در مطالعـه  ش ـهاي مخرب عصبی که در بـالا تشـریح   بیماري
ي میکروگلیا در محیط آزمایشگاه تهیـه شـدند و   هاسلولجاري 

سـاز کـه   اي نورونی دوپامینهها بر ردهي آنثیر کشندهاسپس ت
میرنـد، مـورد ارزیـابی    در بیماري مخرب عصبی پارکینسون می

. قرار گرفت

هامواد و روش

ي مخلوط گلیال از هاسلول:ي مخلوط گلیالهاسلولي تهیه
ي نژاد ویستار تهیه شـد  روزه3تا 1مغز نوزادان موش صحرایی 

روزه 3تـا  1طور مختصر مغز نوزادان مـوش صـحرایی  به). 10(
ي مننـژ، بافـت قشـر مغـز بـا      جدا شد و پس از جداسازي پرده

صـورت همگـن و   ضربات مکانیکی و پیپت کردن خرد شده و به
هاي پلی اسـتیرن مخصـوص   سپس در فلاسک. یکنواخت درآمد

Dulbecco's Modified Eagleکشت سلول در حضور محیط 

Medium (DMEM)  ســرم جنـین گــاوي  درصـد 10حـاوي
)FBS ( بیوتیـک  آنتـی درصد1وPen/Strep  37در انکوبـاتور

پس از دو . کشت داده شدنددرصد CO2،5و  گراددرجه سانتی
هاي بافتی به کف فلاسک، کل روز انکوبه شدن و چسبیدن توده

هاي معلق دور ریخته شـدند و بـا محـیط جدیـد     محیط و بافت
یط پـس از آن هـر سـه روز یـک بـار نصـف مح ـ      . جایگزین شد

.فلاسک با محیط جدید جایگزین شد

روز 13الـی  10پس از گذشت : ي میکروگلیاهاسلولجداسازي 
هـا،  ي مخلوط گلیال و پرشـدن کـف فلاسـک   هاسلولاز کشت 

چسبیده که میکروگلیا بودنـد بـا تکـان    ي معلق یا نیمههاسلول
صـورت  دقیقـه بـه  20الـی  10مـدت  هـا بـه  دادن مکرر فلاسک

صورت شـناور در محـیط   جدا شده و بههاسلولدستی، از سایر 
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ي معلـق  هاسلولمحیط مذکور از فلاسک خارج شد و . درآمدند
ــه تعــداد  24ســلول در هــر چاهــک از پلیــت  80000در آن ب

. اي کشت داده شدندخانه

ي سـلولی  رده:SH-SY5Yهاي دوپامینرژیک ي نورونتهیه
ــامین ــازدوپ ــلولی پژوهشــگ SH-SY5Yس ــک س ــی از بان اه مل

مهندسی ژنتیک تهیه شـد و طبـق شـرایط مـذکور در بـالا در      
سـاعت قبـل از   24ي مزبـور  هـا سـلول . فلاسک کشت داده شد

سلول در هر 3000تیمار با محیط مشروط میکروگلیا، به تعداد 
.اي کشت داده شدندخانه96چاهک از پلیت 

ــال ــازي فع ــلولس ــاس ــا ه ــا ب ــودر : LPSي میکروگلی پ
از شـرکت سـیگما خریـداري شـد و     ) L8274(ید ساکارلیپوپلی

از آن در بـافر نمکـی   لیتـر  گرم بـر میلـی  میلی1ي غلظت اولیه
میکرومتــر 2/0تهیــه شــد و ســپس بــا فیلتــر) PBS(فســفات 

مـدت در  سـازي طـولانی  صورت استریل درآمد و براي ذخیـره به
و 1هاي نهاییغلظت. داري شدنگهگراددرجه سانتی-20دماي 

سازي و تولید ، با هدف فعالLPSاز لیتر یکروگرم بر میلیم10
ساعت پس از جداسازي  میکروگلیـا بـه   24فاکتورهاي التهابی، 

. ساعت با آن انکوبه شـدند 48مدت ي مزبور اضافه و بههاسلول
آوري و بـا هـدف   جمـع هـا سـلول سپس محـیط مشـروط ایـن    

داري نگـه گـراد درجه سـانتی -20مدت در سازي طولانیذخیره
.شد

سازي میکروگلیا، میزان نیتریک یید فعالابراي ت:تست گریس
سـنجی گـریس   تولیدي با استفاده از تست رنـگ ) NO(اکسید 

میکرولیتر از 50طور مختصر مقدار به.مورد سنجش قرار گرفت
ي میکروگلیا جدا شده و به یک چاهـک  هاسلولمحیط مشروط 
ــت  ــه96از میکروپلی ــول اي اضــافه خان ــاي شــد، ســپس محل ه

میکرولیتـر بـه آن اضـافه    50مخصوص تست گریس بـه حجـم   
شدند و در آخر میزان نیتریک اکسید موجود در این محـیط، از  

نـانومتر بـا   540طریق سنجش میزان جذب آن در طـول مـوج   
.تعیین شدELISA readerاستفاده از دستگاه 

چهل و هشت سـاعت  : RT-PCRو آزمایش RNAاستخراج 
آوري محـیط  و جمعLPSي میکروگلیا با هاسلولاز تیمار پس

سلولی با استفاده از کیت RNAي مزبور، استخراج کل هاسلول
ــتخراج  ــیناژن RNAاس ــتورالعمل ) RNX-Plus(س ــق دس طب

روي ژل RNAپـس از اطمینـان از سـلامت    . سازنده انجام شد
2آگــاروز و ســنجش غلظــت آن بــا دســتگاه نــانودراپ، مقــدار 

ــایش    میک ــام آزم ــراي انج ــرم از آن ب ــنتز RT-PCRروگ و س
cDNA   با استفاده از کیـت مربوطـه ،)RevertAidTM First

Strand cDNA  Synthesis  Kit, Fermentase (  و طبـق
cDNAغلظـت  . دستورالعمل سازنده مورد استفاده قرار گرفـت 

، با اسـتفاده  LPSهاي کنترل و تیمار شده با تهیه شده از نمونه
میکروگـرم از هـر   2ستگاه نانودراپ تعیین و سـپس مقـدار   از د

GAPDHهاي کدام براي تکثیر هر یک از قطعات مربوط به ژن

ــرل( ــوان کنت ــه عن فاکتورهــاي التهــابی (iNOSو TNF-α، )ب
بـا اسـتفاده از  پرایمرهـاي    ) تولیدي توسط میکروگلیـاي فعـال  

فاده اختصاصی که به شرح زیر طراحی و سنتز شده بودند، اسـت 
:    شد

GAPDH:

Forward: 5'-CCCCCAATGTATCCGTTGTG-3'

Reverse: 5'-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3'

TNF-α:

Forward: 5'-GCTCCCTCTCATCAGTTCCA-3'

Reverse: 5'-TTGGTGGTTTGCTACGACC-3'

iNOS:

Forward: 5'-GACATCGACCAGAAGCTGTC-3'

Reverse: 5'-GGGCTCTGTTGAGGTCTAAAG-3'

هــاي مزبــور بــا دماهــاي بــراي هــر یـک از ژن PCRواکـنش  
. اختصاصی که براي پرایمرهاي مربوطه تعیین شد، انجام گرفت

و SH-SY5Yي ســلولی ایجــاد التهــاب عصــبی در رده
3000بـه تعـداد   SH-SY5Yي هـا سلول:سنجش میزان بقا

اي کشـت داده شـدند و   خانـه 96سلول در هر چاهک از پلیـت  
، بـا مقـادیر حجمـی    LD50هـدف تعیـین   ساعت با24پس از 

48مـدت  ي میکروگلیـا بـه  هـا سـلول مختلف از محیط مشروط 
ــر حجمــی از محــیط مشــروط    ــار شــدند و در آخ ســاعت تیم

عنـوان  کشـته شـدند بـه   هـا سلولمیکروگلیا که در آن نیمی از 
LD50 ــاب ــانتخ ــال   LD50. دش ــا اعم ــده ب ــین ش 100تعی

10ي تیمـار شـده بـا    از محیط مشـروط میکروگلیـا  میکرولیتر 
دست آمد و این مقـدار محـیط   هبLPSلیترمیکروگرم بر میلی

. مشروط براي انجام آزمایشات بعدي مورد استفاده قـرار گرفـت  
گـروه  : ندها به سه گروه تقسیم شدسلولمزبور، هاي در آزمایش

گونه تیماري در آن انجام نشد، گروه تیمار شـده  کنترل که هیچ
میکروگلیاي طبیعـی و گـروه تیمـار شـده بـا      با محیط مشروط 

ــال شــدهیمحــیط مشــروط م ــرداري از عکــس. کروگلیــاي فع ب
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قبل و بعد از تیمار بـا محـیط مشـروط     SH-SY5Yيهاسلول
ي هـا سـلول چهل و هشت ساعت پس از انکوبه شدن . شدانجام 

مزبور با محیط مشروط، میزان بقاي سلولی با استفاده از تسـت  
MTT 5طـور مختصـر غلظـت    بـه . قـرار گرفـت  مورد سنجش
خریداري شده از شـرکت  (MTTاز پودر لیتر گرم بر میلیمیلی

2/0تهیه شد و پس از استریل کردن با فیلتـر  PBSدر ) سیگما
ي هـا سـلول میکرولیتـر از آن بـه محـیط    20، مقـدار  میکرومتر

سـاعت در  4مـدت  اي اضافه شد و بـه خانه96مذکور در پلیت 
سـپس کـل محـیط    . انکوبه شدگراد درجه سانتی37انکوباتور

از دي متیــل  میکرولیتــر  100خــارج گردیــد و بــا مقــدار     
دقیقـه در  30مـدت  جایگزین شد و به) DMSO(سولفوکساید 

ــاتور شــیکر ــاریکی در انکوب ــه شــد و در آخــر مقــدار  ت دار انکوب
از طریق سنجش میزان جذب آن MTTهاي فورمازان کریستال

.نانومتر تعیین شد620نانومتر و 580هاي در طول موج

عینا مطابق روشی SH-SY5Yي هاسلول:یستست آپوپتوز
اي تهیـه  خانـه 96گفتـه شـد، در پلیـت    MTTکه براي تست 

24مـدت  هـاي سـلولی بـه   که گروهی از چاهـک طوريشدند به
تعیین LD50ساعت با مقدار 48مدت ساعت و گروهی دیگر به

سـپس تسـت   . وط میکروگلیـا تیمـار شـدند   شده از محیط مشر
، طبـق دسـتورالعمل   Annexinبا استفاده از کیـت  یسآپوپتوز

10الـی  5انجـام شـد و پـس از گذشـت     هاسلولسازنده، روي 
از ماي اتاق، با میکروسکوپ فلورسـانس دقیقه انکوبه شدن در د

ي هـا سـلول غشاي سیتوپلاسـمی  . برداري انجام شدعکسها آن
متصـل شـده بـا آنکسـین در     FITCدلیل حضور پتوتیک بهوآپ

صـورت سـبز دیـده   برداري فلوئورسنت بـه کیت مزبور، در عکس
دلیـل   ي نکروتیـک بـه  هـا سـلول ي که هسـته در حالی. شوندمی

بـرداري  در کیت مزبور، در عکس) پروپیدیوم آیوداید(PIحضور 
. شوندصورت قرمز دیده میبه

ي متوسـط  در تصـاویر نماینـده  هاي مندرج داده:آنالیز آماري
)Mean±SEM (صـورت  سه آزمایش مجزا است که هر کدام به

هـا بـا اسـتفاده از    آنالیز آمـاري داده . اندسه بار تکرار انجام شده
SPSS versionافزار نرم انجام گرفت و براي آنـالیز تفـاوت   16

ي واریـانس  هاي مختلف سلولی، از آنـالیز یـک سـویه   بین گروه
)One-way analysis of variance, ANOVA ( و ســپس

post-hoc Duncan Multiple-comparisons(تست دانکـن  

Test (05/0ارزش. استفاده شدp<دار و ارزشصـورت معنـی  به
01/0p<دار تفسیر شدندصورت بسیار معنیبه.

نتایج

ي مخلوط گلیالهاسلولآمیز جداسازي و کشت موفقیت
ي مخلـوط گلیـال و   هـا سـلول کشـت  روز از 11پس از گذشت 

گـزارش  1ها، نتایج حاصله در شـکل  برداري متوالی از آنعکس
.شده است

ها عنـوان شـد، روز یـازدهم    طور که در بخش مواد و روشهمان
ي مخلـوط گلیـال،   هـا سـلول پس از پر شـدن فلاسـک توسـط    

24ي میکروگلیا با شیک کردن جـدا شـده و در پلیـت    هاسلول
24ي مزبور را هاسلولتصویر 2شکل . اده شدنداي کشت دخانه

شـکل و  فـرم دوکـی  . دهـد ساعت پس از جداسـازي نشـان مـی   
کـه حـاکی از غیـر فعـال بـودن      هـا سلول) ramified(منشعب 

.هاست، کاملا در شکل مشهود استآن

×100بزرگنمایی .از مغزاز جداسازيپس)راست(و روز یازدهم)وسط(، روز پنجم)چپ(هاي مخلوط گلیال روز اولسلول:1شکل 
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×200بزرگنمایی . ساعت پس از جداسازي24ي میکروگلیا هاسلول:2شکل

ي هـا سـلول سازي و ایجاد تغییـر مورفولوژیـک در   فعال
LPSمیکروگلیا با تیمار 

LPSسـاعت پـس از جداسـازي، بـا     24ي میکروگلیـا  هاسلول

تغییـر مورفولوژیـک   3شـکل . ساعت تیمـار شـدند  48مدت به

فرم آمیبـی شـکل   ي مزبور را از فرم دوکی و منشعب بههاسلول
)ameboid( ،48     ساعت پس از تیمـار در هـر دو غلظـت مـورد

.دهدنشان میLPSاستفاده از 

لیتـر میکروگـرم بـر میلـی   10با) D(از تیمارو بعد ) C(قبل . LPSلیتر میکروگرم بر میلی1با ) B(و بعد از تیمار) A(ي میکروگلیا قبل هاسلول: 3شکل
LPS .200: بزرگنمایی×

توسـط میکروگلیـاي تیمـار    ) NO(تولید نیتریک اکسید
LPSشده با

تست گریس طبـق دسـتورالعمل ارائـه شـده در بخـش مـواد و       
نشــان داده4ي آن در شــکل هــا انجــام شــد کــه نتیجــهروش

ان نیتریـک اکسـید   دهد کـه میـز  این نمودار نشان می. شودمی
)NO (هاي تیمار شده با تولیدي از نمونهLPS  بسیار بیشـتر از ،

ییدي بر القاي بیـان ژن  ااست که ت) تیمار نشده(ي کنترل نمونه
iNOSباشـد هاي تیمار شـده مـی  در سطح پروتئین، در نمونه .

ــزان  ــین می ــهNOهمچن ــدي نمون ــا  تولی ــار شــده ب 10ي تیم
1ار شده با ـي تیمبیشتر از نمونهLPSلیتر میکروگرم بر میلی

.استLPSلیتر میکروگرم بر میلی

ي میکروگلیاي فعـال هاسلولهاي التهابی توسط بیان ژن
شده

ي فاکتورهاي التهابی فرآیندي هاي کد کنندهالقاي بیان ژن
در این . دهداست که در روند فعال شدن میکروگلیا رخ می

GAPDH، بیان ژنRT-PCRکمطالعه با استفاده از تکنی

،که TNF-αو iNOSهاي و القاي بیان ژن) عنوان کنترلبه(
ي فاکتورهاي التهابی مربوطه هستند، ردیابی شدند تولیدکننده

. شودنشان داده می5که نتایج آن در شکل 
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در هـر سـه   GAPDHطور که از شکل پیداست، بیان ژن همان
باشد کـه حکایـت از یکسـان بـودن شـرایط و      نمونه یکسان می

هـاي  همچنین القـاي بیـان ژن  . داردPCRصحت انجام واکنش 
TNF-α وiNOS      در نمونـه هـاي تیمـار شـده بـاLPS کــاملا

ي شـاهد  هاي مزبور در نمونهکه بیان ژنمشهود است، در حالی
همچنـین سـنجش شـدت    . بسیار پایین و نزدیک به صفر اسـت 

GelAnalyzerافـزار  ا نـرم بمربوطه باندهاي  2010a  نشـان داد
1مقادیرهاي تیمار شده بادر نمونهTNF-αکه میزان بیان ژن 

ایـن میـزان در   نسبت بـه  LPSاز لیترمیکروگرم بر میلی10و 
همچنـین  . باشـد برابـر مـی  105و 97ترتیب ي کنترل، بهنمونه

10و1هـاي تیمـار شـده بـا     در نمونـه iNOSمیزان بیان ژن
ي نمونهاین میزان در نسبت به LPSلیتر ازمیلیمیکروگرم بر 

نتـایج  ) 6شـکل  (. باشـد برابـر مـی  200و 25ترتیـب  کنترل به
.دهدمربوطه را نشان می

ییـد تولیـد   ا، ت)3شکل(ي میکروگلیا هاسلولتغییر مورفولوژیک 
NO   هـاي  ییـد بیـان ژن  او ت) 4شـکل  (بیشتر با تسـت گـریس

سـازي  ، همگـی فعـال  )6و 5هـاي  شـکل (RT-PCRالتهابی با 
و تولیـد و ترشـح   LPSي میکروگلیا توسـط تیمـار بـا    هاسلول

. کنندیید میافاکتورهاي التهابی را ت

و ) سطستون و(لیترمیکروگرم بر میلی1، )ستون چپ-کنترل(لیترمیکروگرم بر میلی0هايهاي میکروگلیا با غلظتتیمار سلول. تست گریس:4شکل
دار اختلاف بسیار معنی***علامت. هاي مزبورتولید شده توسط سلولNOو سنجش میزان LPSاز) ستون راست(لیترمیکروگرم بر میلی10

)01/0p< (هاي تیمار شده با نمونهLPSدارکه اختلاف بسیار معنیدهد، درحالیي کنترل نشان میرا با نمونه)01/0p< (میکروگرم بر +10نمونه
.شودنشان داده می##با علامت LPSلیترمیکروگرم بر میلی+ 1نمونه با LPSلیترمیلی

: در هر کدام به ترتیب از چپ به راست. با پرایمرهاي اختصاصی) 4(iNOSو ) GAPDH)2 (،TNF-α)3هايژنPCRمحصولات :5شکل 
LPS.لیترمیکروگرم بر میلی10و میکروگلیاي تیمار شده باLPSلیترمیکروگرم بر میلی1ي تیمار شده با، میکروگلیا)تیمار نشده(میکروگلیاي شاهد 

.bp 100مارکر )1(
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) گـروه دوم (LPSاز ug/uL 1، سلول تیمار شده با )گروه اول(LPSدر سلول بدون iNOSو TNF-aي ژنهابیانزانیمیکمزیآنال:6شکل
10شده با و سلول تیمار ug/uL ازLPS . اختلاف بسیار معنی دار در میزان بیان ***و **علامتهايiNOS  بین گروههاي سوم و دوم نسـبت

.را بین گروههاي سوم و دوم نسبت به گروه اول را نشان میدهدTNF-aاختلاف بسیار معنی دار در ##همچنین علامت . به گروه اول را نشان میدهد

پس از تیمار با محـیط  SH-SY5Yي هاولسلمورفولوژي 
مشروط میکروگلیا 

ي مزبــور بــا محــیط هــاســلولســاعت پــس از تیمــار 48و 24
برداري انجام شد که نتـایج آن در شـکل   ها عکسمشروط، از آن

شـود،  طور کـه در شـکل دیـده مـی    همان. شودنشان داده می7
ــا محــیط  ) تیمــار نشــده(ي شــاهدهــاســلول و تیمــار شــده ب

کـاملا سـالم و در   ) LPSتیمار نشـده بـا   (کروگلیاي غیرفعال می
ي تیمـار  هـا سـلول کـه در  در حالی. شرایط مطلوب رشد هستند

از محیط مشروط میکروگلیاي فعال، مرگ LD50شده با مقدار 
ــل 48و 24اي پــس از گذشــت ســلولی پیشــرونده ســاعت قاب

. مشاهده است

). B(سلول تیمار شده با محیط مشروط میکروگلیاي غیرغعال ). A) (تیمار نشده(سلول شاهد . یط مشروطبا محSH-SY5Yيهاسلولتیمار :7شکل
سلول تیمار شده با محیط مشروط میکروگلیاي فعال ). C(ساعت بعد از تیمار LPS ،24سلول تیمار شده با محیط مشروط میکروگلیاي فعال شده با 

×200: بزرگنمایی).D(ساعت بعد از تیمار LPS ،48شده با 
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بقـاي  تاثیر محیط مشروط میکروگلیاي فعـال شـده بـر   
SH-SY5Yي هاسلول

و ) تیمـار نشـده  (ي میکروگلیاي شـاهد  هاسلولمحیط مشروط 
مـورد  SH-SY5Yي هـا سلول، براي تیمار LPSتیمار شده با 

براي سنجش میزان بقا انجام MTTاستفاده قرار گرفت و تست 
طـور کـه از   همـان . شودگزارش می8شکل شد که نتایج آن در 

شـده بـا محـیط    تیمـار SH-SY5Yي هـا سلولپیداست نمودار 

-LPS)LD50 of MCMشـده بـا   مشروط میکروگلیاي فعـال 

LPS( شده بـا  ي تیمارهاسلولشاهد و يهاسلول، در مقایسه با
از بقـاي بسـیار   ) MCM(محیط مشروط میکروگلیاي غیرفعـال  

دهـد کـه فاکتورهـاي    ین نتایج نشـان مـی  ا. کمتري برخوردارند
و TNF-αالتهابی تولیدي توسط میکروگلیـاي فعـال همچـون    

NOي هـا سـلول اندازي مسیرهاي مرگ سلولی در ، منجر به راه
SH-SY5Yاندتیمار شده با محیط مزبور شده.

-SHسـلول  ). سـتون دوم (ط میکروگلیاي غیر فعـال  تیمار شده با محیSH-SY5Yسلول ). ستون اول(شاهد SH-SY5Yسلول . MTTتست :8شکل 

SY5Y تیمار شده باLD50 01/0(دار ختلاف بسیار معنیا***علامت ). ستون سوم(از محیط مشروط میکروگلیاي فعالp< (   ستون سوم را نسـبت بـه
. LPSروط میکروگلیاي فعال شده با محیط مش: MCM-LPSمحیط مشروط میکروگلیاي غیرفعال، MCM:.دهدهاي اول و دوم نشان میستون

پس از تیمار با SH-SY5Yهاي مکانیسم مرگ سلول
محیط مشروط میکروگلیا

ها بیان شد روي طبق دستورالعملی که در بخش مواد و روش
48و 24هاي تیمار شده با محیط مشروط میکروگلیا، سلول

با استفاده از کیت یسساعت پس از تیمار، تست آپوپتوز
نشان 10و 9هاي نتایج این تست در شکل. کسین انجام شدان

.داده شده است

شکل (ساعت 24پیداست در ابتدا که هاشکلطور که از همان
ها کم کم گذرد، سلولها با محیط مشروط میاز تیمار سلول) 9
ها سبز غشاي سیتوپلاسمی سلول(روند مییسسمت آپوپتوزبه

هاي هسته(بسیار پایین است یساما درصد نکروز) شودمی
پس از تیمار هم میزان ) 10شکل(ساعت 48). قرمز

میزان قابل بهیسبسیار بیشتر شده و هم نکروزیسآپوپتوز
دهد که این نتایج نشان می. توجهی افزایش پیدا کرده است

فاکتورهاي التهابی موجود در محیط مشروط، با گذشت زمان 

ساز اعمال هاي دوپامینولاثر کشندگی بیشتري را روي سل
سلولی را با هم به راه یسو نکروزیسکرده، مسیرهاي آپوپتوز

.شونداندازند و منجر به مرگ سلولی میمی
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1394489زمستان ، 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

غشاي سیتوپلاسمی سلول در حالت : تصویر فلوئورسنت با فیلتر آبی). چپ(SH-SY5Yتصویر فاز کنتراست از سلول :یستست آپوپتو:9شکل
ساعت پس از تیمار با 24). راست(شود قرمز مییسي سلول در حالت نکروزهسته: تصویر فلوئورسنت با فیلتر سبز). وسط(شود سبز مییسآپوپتوز
×200بزرگنمایی . از محیط مشروط میکروگلیاLD50مقدار 

غشاي سیتوپلاسمی سلول در حالت : تصویر فلوئورسنت با فیلتر آبی). چپ(SH-SY5Yتصویر فاز کنتراست از سلول :یسست آپوپتوزت:10شکل
ساعت پس از تیمار با 48). راست(شود قرمز مییسي سلول در حالت نکروزهسته: تصویر فلوئورسنت با فیلتر سبز). وسط(شود سبز مییسآپوپتوز
.×100بزرگنمایی . محیط مشروط میکروگلیااز LD50مقدار 

حث ب

ها سازي آني میکروگلیا، فعالهاسلولدر این مطالعه جداسازي 
هـا و  ساکارید، تولیـد فاکتورهـاي التهـابی توسـط آن    با لیپوپلی

ي هـا سـلول ي مزبـور روي  هـا سـلول پتانسیل کشندگی محیط 
ا نشـان داد  نتایج م. ساز مورد بررسی قرار گرفتنورونی دوپامین

)9(با روشی که توسـط گیولیـان و همکـارانش   هاسلولکه این 
خوبی قابـل جداسـازي هسـتند و مورفولـوژي     ارائه شده بود، به

ي میکروگلیاي غیرفعـال و در حـال اسـتراحت    هاسلولمناسب 
)resting (    دهنـد را در محیط آزمایشـگاه در پلیـت نشـان مـی .

ساکارید مزبور با لیپوپلیي هاسلولهمچنین دیده شد که تیمار 
)LPS (رود، شـمار مـی  منفـی بـه  هـاي گـرم  ژن باکتريکه آنتی

in vivoزا در محـیط  ي یک عامل بیماريشرایطی معادل حمله

ي میکروگلیـا،  هاسلولکند و باعث فعال شدن سازي میرا شبیه
اندازي مسیرهاي سیگنالینگی کـه منجـر بـه بیـان     از طریق راه

. گرددشوند، میی میهاي التهابژن

ي ي میکروگلیاي مغز در شرایط نامطلوب ماننـد حملـه  هاسلول
هاي سـمی،  یک پاتوژن یا یک جراحت به مغز یا تجمع پروتئین

هـاي  به سرعت فعال شده و با تغییر مورفولوژي خود سـیتوکین 
هـا و فعـال کـردن سـایر     التهابی را با هدف از بین بردن پـاتوژن 

). 11(کننـد  در جهت ترمیم آسیب، ترشح میي ایمنی، هاسلول
ي میکروگلیا همچنان هاسلولدر صورت تداوم شرایط نامطلوب، 

. دهنـد هاي التهابی همچنان ادامـه مـی  به تولید و ترشح فاکتور
ها ها و پروستاگلاندینها، کموکیناین فاکتورها شامل سیتوکین

هـم  TNF-α, IL-1βهاي التهـابی ماننـد   سیتوکین. باشندمی
ها و تشـدید  طور مستقیم و هم از طریق تحریک  آستروسیتبه

کـه  شوند، در حالیها میپاسخ ایمنی ذاتی منجر به مرگ نورون
هایی مثـل پـروتئین کموتاکتیـک مونوسـیتی مسـئول      کموکین

ي ایمنـی  هـا سـلول ي ایمنی از جمله هاسلولجمع آوري سایر 
ي آسـیب دیـده و   بـه ناحیـه  ) Tو Bهـاي  لنفوسـیت (اکتسابی 

).12(باشند دنبال آن تشدید هر چه بیشتر التهاب میهب

A B C

A B C
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1394زمستان ،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت490

، منجر LPSي میکروگلیا با هاسلولنتایج ما نشان داد که تیمار 
ي مزبور از فرم دوکی و هاسلولبه تغییر مورفولوژیک قابل توجه 

همچنین . شودمی) شبه ماکروفاژي(شکل منشعب به فرم آمیبی
و TNF-αهاي التهابی از قبیل ي بیان ژنالقاRT-PCRآزمون 
iNOS را در سطحmRNAدر همین راستا القـاي  . آشکار کرد

در سطح پروتئین و تولید آنزیم نیتریک اکسید iNOSبیان ژن 
تولیدي با کمک تسـت  NOسنتاز نیز، از طریق سنجش میزان 

. گریس به اثبات رسید

LPSلـف از  هـاي مخت ي میکروگلیـا بـا غلظـت   هـا سـلول تیمار 

)1µg/ml , 10µg/ml(   ي مزبـور بـه   هـا سـلول ، نشـان داد کـه
اند و در پاسخ بـه آن فعـال   مقادیر کمی از این ماده نیز حساس

شده، تغییر مورفولـوژي داده و فاکتورهـاي التهـابی را تولیـد و     
-SHسـاز  هـاي دوپـامین  در ادامه تیمار نورون. کنندترشح می

SY5Y ي میکروگلیــاي فعــال و هــاســلولبــا محــیط مشــروط
آشکار کرد که هـر حجمـی از محـیط    MTTدنبال آن تست هب

شود و فقط حجمی کـه حـاوي   مزبور منجر به مرگ نورونی نمی
ــد   ــابی کشـــنده باشـ ــتري از فاکتورهـــاي التهـ ــادیر بیشـ مقـ

)LD50=100ul of 10µg/ml LPS-induced MCM( ،
همچنـین  .توانایی ایجاد التهاب عصبی و مـرگ نـورونی را دارد  

نشـان داد کـه فاکتورهـاي    یسنتایج حاصـل از تسـت آپوپتـوز   
، نه تنها مسیر LPSالتهابی تولیدي از میکروگلیاي فعال شده با 

ي هـا سـلول را نیز براي کشتن یسبلکه مسیر نکروزیسآپوپتوز
. اندازندبه راه میSH-SY5Yساز نورونی دوپامین
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Abstract

Aim: The aim of the current study was to isolate microglial cells from neonatal rat brain, activate the
cells using lipopolysaccharide (LPS) and examine the effect of the inflammatory factors that they
express on dopaminergic (DAergic) neurons.

Materials and Methods: mixed glial cells were isolated from 1-3 day rat neonatal brains and then
microglial cells were extracted from them. Upon treatment of the cells with LPS, their conditioned
media (CM) were collected. DAergic SH-SY5Y cell line was seeded in 96-well plates and fed with the
collected CM. The rate of viability and apoptosis of the neuronal cells was examined using MTT and
apoptosis tests and the data were analyzed statistically.

Results: Ten to thirteen days after isolation, mixed glial cells were composed of three types: astroglia,
oligodendrocytes and microglia. Microglia were floating while semi-attached to the surface. Twenty
four hours post-isolation, these cells were transferred to and cultured in separate dishes where they
formed spindled and ramified phenotypes. At this stage, the cells were treated with LPS to be
activated. This activation was demonstrated by morphological changes from spindle-like form to
amoeboid form, detection of increase in NO expression using Griess test and induction of
inflammatory iNOS and TNF-α gene expression. Also teatment of SH-SY5Y cell line with
conditioned medium of activated microglia led to both apoptotic and necrotic cell death.

Conclusion: LPS-mediated activation of microglia results in overexpression of neuroinflammatory
markers. The overproduction of these markers results in both apoptotic and necrotic cell death
amongst DAergic neurons via neuroinflammation.

Keywords: dopaminergic, LPS, microglia, neuroinflammation
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