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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد
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در مقابل التهاب SH-SY5Yهاي دوپامين ساز بر حفاظت نورون GDNFو  Nurr1اثر دو فاكتور

و مسموميت ناشي از   OHDA-6عصبي
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 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چكيده

آن، بهGDNFو Nurr1هايفاكتوربيان از بيشدر اين تحقيق:هدف و ترميمي و نيز نقش دليل پتانسيل ضدالتهابي در تنظيم Nurr1 ها

و نيز مسموميت SH-SY5Yسازهاي دوپامين سلول حفاظت، با هدف)GDNF)Retبيان ژن گيرنده    OHDA-6در مقابل التهاب عصبي

.استفاده شد

و روش ژن ويروسابتدا لنتي:هامواد و آستروسيتوما SH-SY5Yهاي سلولبه ترتيببهو تهيه GDNFو Nurr1هاي هاي نوتركيب حامل

و محيط HEK-293Tهاي، سلولGDNFهمچنين براي توليد بهينه فاكتور.ت شدندترانسداك با ناقل پلاسميدي مربوطه ترانسفكت

و نيزسلولآنمشروط  شدجمع،GDNFفاكتور حاوي آستروسيتوما،هاي ها ژنبيش. آوري با بيان از. به اثبات رسيد RT-PCRهاي مزبور

باو جداسازيرت نوزاد ميكروگليا از مغزهاي سوي ديگرسلول و)LPS(ليپوپلي ساكاريد متعاقبا وTNF-αفاكتورهاي بياننهايتا فعال

iNOS آن بهجمع ميكروگليامحيط مشروط شد؛اثبات RT-PCRبا تستگريسوها در و هاي همراه محيط مشروط سلول آوري

با محيط مشروط آستروسيتوما نيز صورت جداگانهبه SH-SY5Yيرده.افزوده شدSH-SY5Y هاي به سلول  HEK-293T/آستروسيتوما

 /HEK- 293T 6و توكسين-OHDA شد .تيمار

، مقاومت بيشتري در برابر التهاب GDNFو يا در حضور  Nurr1بيان فزاينده با SH-SY5Y هاي نشان داد سلول MTTآناليز:نتايج

و مي OHDA-6توكسين عصبي همب Nurr1و GDNFهمچنين. دهند نشان و مقاومت بيشتري را به سلولا هاي اثر سينرژيك داشته

ميدوپامين .كنند ساز عطا

و GDNFو  Nurr1هايفاكتور:گيرينتيجه و صورتبه نيزبه تنهايي ساز در مقابل هاي دوپامين اثر حفاظتي بر نورون،سينرژيكتوام

.دارند OHDA-6و توكسين التهابي عوامل

 GDNF ،Nurr1التهاب عصبي، استرس اكسيداتيو، ميكروگليا،:كليدي واژگان
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 88 

 مقدمه

پاركينسون دومين بيماري مخرب عصبي شـايع در جهـان

و60از افراد بـالاي درصد1است كه در  از4سـال درصـد

هـاي يكي از شـاخص.)1(سال شيوع دارد85افراد بالاي 

ساز مغز ميـاني هاي دوپامين اصلي اين بيماري مرگ نورون

با توليد دوپـامين، كـه يـك انتقـالها اين سلول.)2(است

ترين مسيرهاي انتقال، يكي از مهم)3(دهنده عصبي است 

استرياتال را راه-دوپامين در مغز مياني يعني مسير نيگرو

و اجـراي حركـات بـدن  و نقش اصلي را در كنترل اندازي

و عـدم توليـد با مرگ اين سلول.)5و4(كنند ايفا مي هـا

سـفت: وژيكي ايـن بيمـاري از جملـه دوپامين، علايم پاتول

و انقباض طولاني مـدت آن  هـا، كنـد شـدن شدن عضلات

و طراحــي آن و نــاتواني در شــروع و حركــات هــا، انقبــاض

و عدم تعادل بدن ، در فـرد بيمـار انبساط ريتميك عضلات

.)7و6(كند بروز مي

بهبيماري ان يك بيماري چندعاملي كه هم عنو پاركينسون

و هم عوامل محيطي در آن دخيل هسـتند،  عوامل ژنتيكي

در.شـود شناخته مي عوامـل محيطـي بيشـترين نقـش را

آن كننـد كـه از مهـم ايجاد اين بيماري ايفا مـي  هـا تـرين

توان بـه فاكتورهـاي محيطـي ايجـاد كننـده اسـترس مي

ــرد  ــاره ك ــاب عصــبي اش و الته ــيداتيو ــورون. اكس ــاي ن ه

بسيار مستعد ) SN(ي سابستنشيا نيگرا ساز ناحيه دوپامين

زيـرا هـم.ي استرس اكسيداتيو هسـتند رويارويي با پديده

و هــم ســطح آنــزيم هــاي مصــرف اكســيژن بــالايي دارنــد

التهـاب.)8(هـا پـايين اسـت اكسيدانت در اين سلول آنتي

در.شودمزمن ايجاد شده در مغز التهاب عصبي ناميده مي

ب هاي مخرب عصبي از جملـه پاركينسـون هـم يمارياكثر

در التهاب مزمن موضعي ناشي از سلول هاي ايمني سـاكن

و هم التهاب ناشي از نفوذ لوكوسيت هـا مغز، ميكروگلياها،

رگاز ديواره 9(ها به داخل بافت مغزي ديده شده استي

ژن.)10و ك انتقال ي فاكتورهاي ضد اسـترس دكنندههاي

و رو به جلو در تحقيقـاتو ضد التهاب از روش هاي جديد

و روي بيماريهاي مخرب عصبي هم چون پاركينسون است

بدين منظور انتقال از طريق وكتورهـاي لنتـي ويروسـي از 

و مطلوب ترين روش مي پركاربردترين .باشد ها

فـــاكتور حاضـــر، بررســـي پتانســـيل مطالعـــه هـــدف از

Nurr1)Nuclear receptor related protein 1 ( كـه

و خاصيت ضـدالتهابي آن در سـلول قبلا  هـاي ميكروگليـا

)11(به اثبات رسـيده از طريق سركوب بيان آن آستروگليا 

ــاكتورو ــز ف  GDNF )Glial cell line derivedني

neurotrophic factor(بر هاي نورون، كه اثر ترميمي آن

-12(در بيماري پاركينسون اثبات شده است ساز دوپامين

تو)15 هـاي دوپـامين سـازم بر حفاظت نورونا، به صورت

 GDNFو Nurr1وجود ارتباط بـين دو فـاكتور. باشدمي

توسـط ) Retرسـپتور( GDNFي تنظيم بيان ژن گيرنده(

Nurr1 ()16بيـان فـاكتور، عدم بررسـي اثـر بـيش)17و

Nurr1 و نيز عدم كاربرد تـوام بر نورون هاي دوپامين ساز

هـاي اين دو فاكتور براي بررسي التهاب عصـبي در نـورون 

و ضرورت دوپامين تحقيق حاضـر را مشـخص ساز، اهميت

از طريــق بــه ايــن منظــور فاكتورهــاي مزبــور. ســازد مــي

هـاي نـوروني ترتيب در سلولبه وكتورهاي لنتي ويروسي،

و سلول دوپامين و وماهاي آستروسيت ساز بيش بيان شـدند

و بـه ديگر سلول از طرف عنـوان هاي ميكروگليا جداسـازي

. قـرار گرفتنـد التهابي مورد استفاده منبع فاكتورهاي پيش

ــين ــين از توكســــــــــ -OHDA)6-6همچنــــــــــ

hydroxydopamine (عنوان منبع استرس اكسـيداتيوبه

از اين توكسين كه آنالوگ دوپامين مـي. استفاده شد باشـد

جـذب ) DAT)dopamine transferaseطريق رسـپتور 

و سپس با تبديل شدن به راديكال هاي سلول نوروني شده

و نيز تداخل در زنجيره  تنفسي ميتوكندري منجر بـه آزاد

و ايجاد استرس اكسيداتيو در سلول مـي  شـود نارسايي آن

ــاكتور.)18-20( ــه دو ف ــان داد ك ــا نش ــايج م و Nurr1نت

GDNF ب و هم بـه هم م بـا اثـر هـمأصـورت تـوه تنهايي

سـاز را در مقابـل فاكتورهـاي هـاي دوپـامين افزايي، سلول

و نيز استرس اكسيداتيو به اي، ميزان قابل ملاحظـه التهابي

مي در مقايسه با سلول .دكنن هاي شاهد، محافظت
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  139689 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و روش ها مواد

براي ) 2X HBS)HEPES Buffered Salineمحلول

روشـمذكور در گـزارش اين محلـول طبـق:ترانسفكشن

و)21(قبلي گروه ما   پس از استريل كردن بـا فيلتـر تهيه

درجـه-20براي ماندگاري بيشتر در دماي ميكرومتر2/0

شد نگهگراد سانتي .داري

-2,5-(dimethylthiazolyl-2-5 ,4)-3): محلـــول

diphenyltetrazolium bromide) MTT اين محلـول

 بـا حـل كـردن پـودر گرم بـر ميكروليتر ميلي5ت در غلظ

MTT )در ) شـركت سـيگما آلمـان سـاختPBS و

و بـراي ميكرومتر،2/0 سپس استريل كردن با فيلتر تهيه

درجــــه-20مانـــدگاري طــــولاني مـــدت در دمــــاي 

شد نگهگراد سانتي .داري

ــول گــريس BوAشــامل دو محلــول ): Griess(محل

آميد گرم از پودر سولفانيل5/0مقدار:Aمحلول. باشد مي

)sulfonyl amide (ــر اسيدفســفريك ميلــي50در 5ليت

و بـراي مانـدگاري طـولاني مـدت در يخچـال درصد حل

ميلـي گـرم از پـودر50مقـدار:Bمحلـول.داري شـد نگه
NED (N-1-naphthylethylenediamine 

dihydrochloride) و ميلي50در ليتر آب تزريقي حـل

شد براي ماندگاري طولاني مدت در يخچال نگه .داري

:(Lipopolysaccaride) LPSســاكاريد پــودر ليپــوپلي

)L8274 ()1 غلظـت اوليـه،)آلمانشركت سيگما ساخت

) PBS(از آن در بافر نمكي فسـفات ليتر گرم بر ميلي ميلي

و از طريق فيلتراسيون با فيلتر استريل ميكرليتر2/0 تهيه

درجـــه-20مـــدت در داري طـــولانيو بـــراي نگـــه 

شدنگهگراد سانتي . داري

و مولكولي روش  هاي سلولي

و جداســازي هــاي مخلــوط گليــالي ســلولتهيــه

اين كار عينا مطابق گزارش قبلـي:اهاي ميكروگلي سلول

رتبه.)22(ما انجام شد  3تـا1طور خلاصه مغز نـوزادان

و پس از برداشتن پرده كـردن خردو مننژ روزه جداسازي

 DMEMDolbeco Modifiedمحــيطدربافــت مغــز، 

Eagle Medium) ( ــاوي ــد10ح  FBS)Fetalدرص

Bovine Serum ( بيوتيـــــك درصـــــد آنتـــــي1و

Pen/Strep)Penicillin/Streptomycin(ــه ــر ســ ، هــ

درجـه37در انكوبـاتور، آمريكـا GIBCOشركت ساخت

از.نددرصد كشـت داده شـدCO2،5وگراد سانتي 10پـس

بـا، ميكروگليا، چسبيدههاي معلق يا نيمه روزسلول13الي

ف وي گليـال هـا سلول ديگرها از لاسكشيك دستي جـدا

از8×104به تعداد پس از شمارش  سـلول در هـر چاهـك

.كشت داده شدندجديد اي خانه24پليت 

هاي ميكروگليا سلول:هاي ميكروگليا سازي سلولفعال

 هاي مخلـوط گليـال، از سلول ساعت پس از جداسازي 24

 ليتـر ميكروگرم بر ميلي10و1 در معرض غلظتهاي نهايي

سـاعت بـا آن انكوبـه48مـدتو بـههقرار گرفتـ LPSاز

و بـا ها جمـع سپس محيط مشروط اين سلول. شدند آوري

درجـــه-20مـــدت در ســـازي طـــولانيهـــدف ذخيـــره

شدنگهگراد سانتي .داري

ت:تســت گــريس هــاي ســازي ســلولييــد فعــالابــراي

ــزان  ــا، مي ــا ) NO )Nitric Oxideميكروگلي ــدي ب تولي

سنجي گـريس مـورد سـنجش قـرار استفاده از تست رنگ

ــت ــر50. گرف ــلول ميكروليت ــاي از محــيط مشــروط س ه

و به 96ميكروپليـت صورت سه بار تكراربـه ميكروگليا جدا

مخصـوصBوAهـاي شد، سپس محلول منتقلاي خانه

در آخرو به آن اضافهميكروليتر50تست گريس به حجم 

سنجش ميزان جـذب با موجود در اين محيط، NOميزان 

 ELISA readerبا دسـتگاه نانومتر 540 آن در طول موج

.تعيين شد

هـاي ترانسفورماسيون باكتريهاي مسـتعد بـا ناقـل

و اســـتخراج پلاســـميد در ســـطح  پلاســـميدي

ــوه ــاكتري:انب ــويه E.coliب ــتعد،DH5αي س مس

هـاي عنوان باكتري ميزبان جهـت تكثيـر ناقـل به

هـاي مزبـور بـا بـاكتري. لاسميدي استفاده شـدپ

استفاده از روش شوك حرارتي، بـا پلاسـميدهاي 
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 90 

، pLV-EGFP ،pLV-hNurr1-EGFP(ترانســــفر

pLV-mGDNF-Jred(و پلاسميد پوشش ويروسي

)pLTR-G(پلاسميد بسته بندي نيزو)pCDNL-

BHDDD(پـس از.طور جداگانه ترانسفورم شدندبه

، پلاسـميدهاي ترانسفورماسـيون اطمينان از صحت انجـام 

 Maxi)(روش استخراج پلاسميد در مقياس انبوهبه مزبور

prep بــا اســتفاده از كيتكيــاژنطبق دســتورالعمل ســازنده

و براي نگـه  -20داري طـولاني مـدت در دمـاي استخراج

.)21(حفظ شدندگراد درجه سانتي

هــاي نــورونيي ســلولرده:يســلول رده هــاي كشــت

ي، ردهSH-SY5Y (ATCC CRL-2266)سـاز دوپامين

ــيتوما ــلولي آستروســـ  1321N1 Human(ســـ

Astrocytoma cell line.European collection of 
cell culture (ي سلوليو رده)ATCC CRL-11268 (

HEK-293T ــتيتواز ــلولي انس ــك س ــتوربان ــران پاس  اي

و هـاي طبـق شـرايط مـذكور در كشـت سـلول خريداري

.كشت داده شدندمخلوط گليال، 

با پلاسميدهاي HEK-293Tهاي انسفكشن سلولتر

اين:هاي نوتركيب ويروسمربوطه با هدف توليد لنتي

مرحله مشابه روش مذكور در گزارشات قبلي ما انجام شـد 

از16طـور خلاصـهبه.)24و23( ميكروگـرم از هـر يـك

ناقـل ميكروگـرم12، بـا طور جداگانهبه، ترانسفر ناقلين

و بسته و سـپس ناقل غشايي ميكروگرم10بندي تركيـب

در بـه آنCaCL2مول5/2از ميكرو ليتر 50 و هـا اضـافه

آن ميكروليتر 500نهايي حجمنهايت تا  آب تزريقـيها به

و اسپين كاملا بـا هـم مخلـوط شـدندو اضافه  . با ورتكس

و 2X HBSميكروليتراز محلول 500سپس به آن اضـافه

بـه،در دمـاي اتـاق شـدن يقه انكوبهدق30الي20 پس از

. شـد اضـافه صورت قطره قطره بهHEK-293Tهاي سلول

ودر تعـويض هـا سـلول محـيط سـاعت15الي12پس از

ــت از72و24،48نهاي ــس ــاعت پ ــرداري، عكــسآنس ب

عنوان محيطبههاآنو محيط انجامها فلوئورسنت از سلول

ــي  ــاوي ذرات لنت ــع ح ــب جم ــي نوتركي و در ويروس آوري

شدنگهگراد درجه سانتي4دماي .داري

حـيط حـاويم:هـاي نوتركيـب ويـروس تغليظ لنتـي

منظـور تـه نشـين ابتـدا بـه در هاي نوتركيب، ويروس لنتي

گـراد درجـه سـانتي4در دماي،شدن بقاياي سلولي مرده

و سپس از rpm2000 دقيقه با دور10مدت به سانتريفيوژ

ــر ــر45/0 فيلت ــو ميكرومت ــه عب ــر ب و در آخ ــد ر داده ش

شــركت ســاخت(آميكــون پــروتئين تغلــيظياهــ ســتون

Milliporبا سايز منافذ)، آلمان KD100و آن منتقل  در

4در دمـاي rpm3500 دقيقه با دور20الي15مدت به

تا گراد درجه سانتي محـيط اوليـهكه زمانيسانتريفيوژ شد

شد60الي50ميزان به .برابر تغليظ

ــي ــر لنتــ ــين تيتــ ــروستعيــ ــاي ويــ هــ

دليـل دارا بـودن بـه HEK-293Tيهـا سـلول:نوتركيـب 

منظـور بـه،قابليت بالا براي آلوده شدن به ذرات ويروسـي 

ــي  ــيون در ميل ــد ترانسداكس ــين واح ــر تعي ) TU/ml(ليت

هاي مزبـور بـه تعـداد طور خلاصه سلولبه. شدنداستفاده 

و خانه6در چاهك از پليت105�3 24پـس از اي كشت

-pLVنوتركيـب ويروسلنتي تغليظ شده ساعت، استوك

EGFP 40و2،4،10،20 رقيـق شـده هـاي بـا نسـبت

بـه محـيط ميكروليتـر، 100 حجمابو DMEM برابر در

به آن و از. ساعت با آن انكوبه شدند24مدت ها اضافه پس

هـا برداري فلوئورسـنت از سـلول ساعت، عكس48گذشت 

و در آخر ميزان فلوئورسنت حاصـل از بيـان صورت گرف ت

باهادر نمونه EGFPژن ترانس و، فلوسايتومتري سـنجش

: محاسـبه شـد TU/mlميزان روبرو با استفاده از فرمول 

TU/ml = (F�N�D�1000)/V كهFهاي درصد سلول

GFP+،Nترانسداكسـيون، هـا در لحظـه تعداد سـلولD

و حجم ويروس اضافه شده بـه هـرVضريب رقت ويروس

ترانسداكسيون منظوربه در آخر.)26و25(اشدب نمونه مي

 MOI)Multiplicity ofاز معيــار،هــاي هــدف ســلول

infection(تعدادو كه معادل است با تعداد ذرات ويروسي

شد سلول .ها استفاده
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  139691 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

هـاي هـاي هـدف بـا ناقـل ترانسداكسيون سـلول

SH-SY5Y 24ي سـلولي رده:نوتركيبويروسي لنتي

در چاهـك105�2ساعت قبل از ترانسداكسيون به تعداد

هـاي كنتـرل سـلول. اي كشـت داده شـد خانه6در پليت 

ديگـر هـاي سـلولي صورت دسـت نخـورده، امـا چاهـك به

هاي نوتركيب ويروسصورت دوبار تكرار به ترتيب با لنتي به

pLV-EGFP )و) عنوان كنترل منفيبهpLV-hNurr1-

EGFP )ژنبه  MOIنسبتبا) Nurr1منظور افزايش بيان

= نيـز آستروسـيتومايهـا سـلول. شـدند ترانسداكت 120

و بــه همــين روش بـه  هــاي ويــروسترتيـب بــا لنتـي تهيـه

-pLVو) عنوان كنترل منفيبه( pLV-EGFPنوتركيب 

mGDNF-Jred  )ور منظور افزايش بيان فاكتبهGDNF (

از24.ندشـد آلـوده MOI = 120نسـبت با سـاعت پـس

ب ترانسداكسيون محيط سلول و آنهها تعويض و48،دنبال

هــايژنســاعت پــس از ترانسداكســيون بيــان تــرانس 72

EGFP وJred فلوئورسنت مـورد بررسـي ميكروسكوپبا

سـاعت پـس از ترانسداكسـيون،72همچنين. قرار گرفت

عنـوان محـيط هاي آستروسيتوما بـهلمحيط مشروط سلو

و در دماي جمع GDNFحاوي فاكتور  درجـه-20آوري

شدنگهگراد سانتي .داري

ــا هــدف HEK-293Tهــاي ترانسفكشــن ســلول ب

از انبـوهي مقـادير توليدمنظور بهGDNF: افزايش بيان

ــاكتور ــلول، GDNFف ــيون س ــلاوه برترانسدوكس ــاي ع ه

نيـز HEK-293Tهاي آستروسيتوما، از ترانسفكشن سلول

هـاي ساعت قبـل از ترانسفكشـن، سـلول 24.استفاده شد

و تهيهمتر سانتي10 در سه پليت5/2×106مزبور به تعداد 

به سپس به عنـوان كنتـرل، صورت دست نخورده بـه ترتيب

ــا  pLV-EGFPاز ناقـــل ميكروگـــرم25 ترانســـفكت بـ

از ميكروگـرم25و ترانسـفكت بـا) عنوان كنترل منفيبه(

منظــور افــزايش بيــان بــه( pLV-mGDNF-Jred ناقــل 

GDNF ( از72و24،48. تيمــار شــدند ســاعت پــس

نهايـتدرو انجـام برداري فلوئورسـنت ترانسفكشن عكس

از محيط مشروط سلول و سـوم پـس هـا در روزهـاي دوم

و جمـع GDNFعنوان محيط حـاويبهترانسفكشن  آوري

شدنگه گراد درجه سانتي-20در دماي  .داري

و تعيين دوز كشنده ي محـيط مشـروط ميكروگليـا

ــين ــه:OHDA-6توكس ــين ب ــور تعي ــزان منظ  LD50مي

)Lethal Dose 50 (و توكسين محيط مشروط ميكروگليا

6-OHDAهاي، سلولSH-SY5Y در4×103بـه تعـداد

ــر ــه96چاهكميكروپليــت ه ــس از خان و پ 24اي كشــت

ــي ــادير حجم ــا مق ــاعت ب  100و10،20،40،60،80س

طــورو نيــز بــه ميكروليتــر از محــيط مشــروط ميكروگليــا

ميلي1و25/0،375/0،5/0،75/0 هايغلظتجداگانه با 

به OHDA-6از توكسينمولار  و ساعت بـا48مدت تيمار

ازن بقاي سلولميزا. اين محيط انكوبه شدند ها با اسـتفاده

در ايـــن.مـــورد ســـنجش قـــرار گرفـــت MTTتســـت 

آب MTT،تست و محلـول در كه يـك نمـك تترازوليـوم

است در اثر احيا شدن در ميتوكنـدري فعـال يـك سـلول 

و زنده به كريستال هـاي نـامحلول فورمـازان تبـديل شـده

ها در يـك حـلال غيـر قطبـي ماننـد سپس اين كريستال

DMSO)Dimethyl sulfoxide ( ــك ــد ي و تولي ــل ح

ي هـاي زنـده هر چـه سـلول. كنندمحلول بنفش رنگ مي

و MTTبيشتري موجود باشـد مقـدار بيشـتري از احيـا

ب هاي كريستال و دنبال آن شدتهفورمازان بيشتري توليد

حل  ها نيز بيشتر اين كريستال شدنرنگ بنفش حاصل از

ور با استفاده از دسـتگاه ميزان غلظت رنگ مزب. خواهد بود

ELISA reader م نـانومتر 620و 580ايهـجودر طول

.شود نعيين مي

بـا محـيط مشـروط SH-SY5Yهـاي تيمار سـلول

و محــيط مشــروط HEK-293T هــاي ســلول

كنترل، آلوده شده بـا SH-SY5Yهاي سلول:ميكروگليا

، Nurr1ويـروس شده با لنتيو آلوده EGFPويروس لنتي

دردر4×103 تعـداد به اي خانـه96 ميكروپليـت چاهـك

و پـس از  محـيط از ميكروليتـر 100 سـاعت بـا24كشت

ــاي مشــروط ســلول ترانســفكت نشــده، HEK-293T ه
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 92 

ــميدي ــل پلاس ــا ناق ــده ب ــفكت ش و pLV-EGFPترانس

-pLV-mGDNFترانســفكت شــده بــا ناقــل پلاســميدي

Jred )حاوي فاكتورGDNF ( و آن24تيمـار سـاعت بـا

ي محيط مشروط ميكروگليا با دوز كشندهو در آخر نكوبها

و به  در آخر. با آن انكوبه شدندديگر ساعت48مدت تيمار

سـنجيده MTTميزان بقاي سلولي بـا اسـتفاده از تسـت

.شد

بـا محـيط مشـروط SH-SY5Yهـاي مار سـلول تي

ايـن:OHDA-6و توكسـين HEK-293T هاي سلول

روي روشـمذكور در بخـش قبـل مطـابق عينـا تيمار نيـز 

شد SH-SY5Yهاي سلول  با اين تفاوت كـه اينجـا.انجام

به سلول دو ها ي كشندهزجاي محيط مشروط ميكروگليا، با

.شدندساعت تيمار24مدتبه OHDA-6توكسين

 هاي آلـوده از تمامي سلول:  RT-PCRو RNAاستخراج

هاي ترانسفكت شـده هاي مزبور، سلولويروسشده با لنتي

پسو سلول GDNFبا هدف توليد فاكتور  هاي ميكروگليا

از RNAاز انجام تيمارهاي موردنظر، استخراج  با اسـتفاده

ــت ــاخت(  RNX-Plusكي ــيناژن س ــركت س ــق) ش طب

از. دستورالعمل سازنده انجام گرفت سـنجش غلظـت پس

 ميكروگـرم2 دستگاه نانودراپ، مقـدار با RNA هاي نمونه

به از هر يك از آن ، بـا اسـتفاده از cDNAمنظـور تهيـه ها

 RevertAidTM First  Strand cDNA Synthesisكيت

طبــق دســتورالعمل ســازنده) شــركت فرمنتــازســاخت( 

ژن.شداستفاده   هـاي در آخر پرايمرهاي اختصاصي براي

GAPDH)Glycer Aldehyde Phosphate 

Dehydrogenase (ــه ــرل، بـ ــوان كنتـ  Tumor)عنـ

Necrosis Factor-α) TNF-α،iNOS )inducible 

Nitric Oxide Synthase (،Nurr1 ،GDNF ،

(Gluthatione peroxidase 1) GPX1،SOD1 

(SuperOxide Dismutase1)  ،p53 وBCL2 

هـاي هاي مزبـور در سـلول منظور بررسي سطح بيان ژن به

ق مربوطه، به :رار گرفتشرح زير مورد استفاده

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' 
Nurr1: 
Forward: 5'-CGACATTTCTGCCTTCTCCT-3' 
Reverse:5'-GAAAGGTAAGGTGTCCAGGA-3' 
GDNF: 
Forward: 5' -
CACCAGATAAACAAATGGCAGTGC-3' 
Reverse: 5'-CGACAGGTCATCATCAAAGGCG-
3' 
GPX1: 
Forward: 5'-CTTATCGAGAATGTGGCGTCCC -
3' 
Reverse: 5'-GCCCACCAGGAACTTCTCAAAG -
3' 
SOD1: 
Forward: 5'- AGGGCATCATCAATTTCGAG -3' 
Reverse: 5'- TGCCTCTCTTCATCCTTTGG -3' 
P53: 
Forward: 5'- 
CCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTC -3' 
Reverse: 5'- 
GCAGCGCCTCACAACCTCCGTCAT -3' 
BCL2: 
Forward: 5'- CTGCACCTGACGCCCTTCACC -3' 

Reverse: 5'- 
CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA -3 

:آناليز آماري

سه آزمايش مجزا اسـت كـه دست آمده نتيجهبههاي داده

آنـاليز آمـاري. شـدند انجـام صورت تريپليكيت هر كدام به

انجـام SPSS version 16افـزار ها با استفاده از نـرم داده

و براي آناليز تفاوت بين گروه هاي مختلـف سـلولي، گرفت

 One-way analysis of(ي واريـانس از آناليز يك سويه

variance, ANOVA ( ــن ــت دانك  post-hoc(و تس

Duncan Multiple-comparisons Test(استفاده شـد .

ــه>05/0p ارزش ــي بـ ــورت معنـ و ارزشصـ >01/0pدار

.شد دار تفسيرصورت بسيار معني به
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و بافت  139693 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 نتايج

و كشت موفقيت هاي مخلـوط آميز سلولجداسازي

 گليال

و هاي مخلوط روز از كشت سلول11پس از گذشت گليال

آنعكس 1هـا، نتـايج حاصـله در شـكل برداري متوالي از

از.گزارش شده است را80بيش درصد اين كشت مخلـوط

دهنـد كـه خـود اختصـاص مـي هاي آستروسيت بـه سلول

و بيشـترين بخـش زمينـه  ظاهري مكعبـي شـكل دارنـد

هــاي ســلول. خــود اختصــاص داده انــد عكــس را بــه 

ا و سلولاليگودندروسيت ظاهري ستاره هايي شكل دارند

و شـفاف بـا اتصـالات صورت سلول ميكروگليا به هاي گـرد

و روي لايـه سسـت در سـطحي  هــاي تـرين بخـش كشـت

هـا آستروسيت قرار گرفته اندكه با شـيك دسـتي فلاسـك 

.قابل جداسازي هستند

 100X: بزرگنمايي.از مغز پس از جداسازي)C(و روز يازدهم)B(، روز پنجم)A( هاي مخلوط گليال روز اول سلول:1شكل

هـاي سـازي وتغييـر مورفولوژيـك در سـلول فعال

 LPSميكروگليا با تيمار 

بــا ســاعت پــس از جداســازي24هــاي ميكروگليــا لولســ

مورد تصـويربرداري استفاده از ميكروسكوپ فاز كنتراست 

شاين تصاوير. قرار گرفتند هاي فوق مل سلولاظاهر دوكي

ــي ــان م ــد را نش ــكل(ده ــوير.)A,C،2ش ــين تص همچن

با سلول سـاعت48به مـدت LPSهاي مزبور بعد از تيمار

هـاآنتغيير مورفولوژيك جمع آوري شد كه در اين فرايند 

نمايـان)ameboid(فـرم آميبـي شـكل از فرم دوكي بـه 

.باشد مي

 ليپــوپلي ســاكاريد ليتــر ميلــيرم بــر گــ ).B,D،2شــكل(

(LPS)  مي در سـلول.)B,D( دهد نشان هـاي ميكروگليـا

و منشـعب دارنـد امـا  حالت غيرفعال ظاهري دوكي شكل

شوند، مثل سلول ماكروفاژي فعال شده زماني كه فعال مي

و روش كلاسيك كه توانايي توليد سيتوكين به هاي التهابي

و تخـم مرغـي ايجاد انفجار تنفسي را دارد، فرمـي  متـورم

نيز كاملا مشهود2گيرند كه اين پديده در شكلشكل مي

و فعال شدن سلول با است هاي ميكروگليا را پس از تيمار

مي)(LPS ليپوپلي ساكاريد .كند تاييد

)(ليپوپلي ساكاريد ليتر ميكروگرم بر ميلي1با)B(و بعد از تيمار)A(هاي ميكروگليا قبل سلول:2شكل LPS . قبل)C(و بعد از تيمار)D(10با
 200×:بزرگنمايي.ساعت48مدتبه LPSليتر ميكروگرم بر ميلي
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 94 

توسـط ميكروگليـاي ) NO(توليد نيتريـك اكسـيد

  LPSتيمار شده با

و تست گريس طبق دستورالعمل ارائه شده در بخش مواد

ارائـه شـده3ي آن در شـكل نتيجهها انجام شد كه روش

) >01/0p(دار اخــتلاف بســيار معنــي ***علامــت. اســت

دررا)LPS(ليپـوپلي سـاكاريد هاي تيمار شـده بـا نمونه

مي مقايسه با نمونه كه اخـتلاف دهد، درحالي كنترل نشان

ليپـوپلي بـا نمونه تيمـار شـده ) >01/0p(دار بسيار معني

بدر 10µg/ml (LPS) ساكاريد نمونه تيمار شدها مقايسه

نشـان ##با علامت،1µg/ml (LPS) ليپوپلي ساكاريد با

طور كـه از نمـودار پيداسـت ميـزان همان. داده شده است

هاي تيمار شـده بـا توليدي از نمونه) NO(نيتريك اكسيد 

LPSاسـت) تيمار نشـده(ي كنترل، بسيار بيشتر از نمونه

پر iNOSكه تاييدي بر القاي بيان ژن  وتئين، در در سطح

 NOهمچنــين ميــزان. ميباشــدهــاي تيمــار شــده نمونــه

بيشـتر،10µg/ml LPSي تيمار شده بـا توليدي از نمونه

پـس ايـن.اسـت LPS 1µg/mlي تيمار شده بـا از نمونه

هاي ميكروگليا را پس از تيمـار تست نيز فعال شدن سلول

مي LPSبا  .كند اثبات

ب تيمار سلول. تست گريس:3شكل ليپـوپليو) سـتون وسـط( LPS 1µg/ml،)ستون چـپ-كنترل(0µg/m l( LPS) ليپوپلي ساكاريداهاي ميكروگليا
) >01/0p(دار اخـتلاف بسـيار معنـي ***علامـت. هـاي مزبـور توسـط سـلوليتوليد NOو سنجش ميزان) ستون راست( LPS 10µg/ml)( ساكاريد
باهاي نمونه مي رادر مقايسه با نمونه)(LPS ليپوپلي ساكاريد تيمار شده نمونـه تيمـار ) >01/0p(دار كه اختلاف بسـيار معنـي دهد، درحالي كنترل نشان
ب LPS 10µg/ml)( ليپوپلي ساكاريدبا شده .نشان داده شده است ##با علامت،LPS 1µg/mlبا نمونه تيمار شدها در مقايسه

هاي ميكروگليـاي هاي التهابي توسط سلولبيان ژن

 شده فعال

بيـان فاكتورهـاي التهـابي،در روند فعال شدن ميكروگليـا

از شــوند كــه مــي ــا اســتفاده ــان RT-PCRتكنيــك ب ، بي

ژن) عنوان كنترلبه( GAPDHژن و iNOSالتهابي هايو

TNF-αــابي شــد ــل4كــه نتيجــه آن در شــكل ردي قاب

-با نرممربوطه شدت باندهاي كمي سنجش.مشاهده است

ژن GelAnalyzer 2010aافزار نشان داد كه ميزان بيان

TNF-αــه ــا در نمون ــده ب ــار ش ــاي تيم ــادير ه 10و1مق

ايـن ميـزان در نسـبت بـه LPSازليتـر ميكروگرم بر ميلي

.باشــدبرابــر مــي 105و97ترتيــبي كنتــرل، بــهنمونــه

هاي تيمار شده نمونهدر  iNOS همچنين ميزان بيان ژن

ايـن نسـبت بـه LPSاز ليتر ميكروگرم بر ميلي10و1 با

ــهميــزان در  ــه،ي كنتــرلنمون ــر 200و25ترتيــب ب براب

هـاي علامت. آمده است5نتايج مربوطه در شكل.باشد مي

ميزان بيان ) >01/0p(دار معني بسيار اختلاف***و ** 

 نسـبت بـه گـروهم سـوو دومهـاي را در گروه iNOSژن 

 اخـتلاف##كـه علامـت دهد، در حـالي كنترل نشان مي

در TNF-aميـزان بيـان ژن ) >01/0p(دار معني بسيار را

ميگروه و سوم نسبت به گروه كنترل نشان .دهدهاي دوم

و بـه ايـن اولبنا به درخواست داور اين شكل( اضافه شـد

شدترتيب به شماره عكسهاي پس از آن يك واحد اضاف .)ه
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  139695 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

ميكروگلياي شاهد: در هر كدام به ترتيب از چپ به راست. با پرايمرهاي اختصاصي iNOSوGAPDH ،TNF-α هايژن  PCRمحصولات.4شكل
با)تيمار نشده(  LPS10µg/mlباو ميكروگلياي تيمار شده LPS1µg/ml، ميكروگلياي تيمار شده

ژنآناليز كمي.5شكل چپ-گروه اول(نمونه كنترل درiNOSو�-GAPDH،TNF هايميزان بيان با نمونه،)سمت از ��/�1µ تيمار شده
با نمونهو) وسط- گروه دوم()LPS(ليپوپلي ساكاريد  بسيار اختلاف***و ** هاي علامت).سمت راست-گروه سوم( LPSاز��/�10µ تيمار شده

و دوم نسبت به گروهرا در گروه iNOSميزان بيان ژن ) P<0.01(دار معني مي هاي سوم  بسيار اختلاف##كه علامت دهد، در حاليكنترل نشان
ميرا در گروه TNF-aميزان بيان ژن ) P<0.01(دار معني و سوم نسبت به گروه كنترل نشان  دهدهاي دوم

 در مقياس بالا پلاسميدهاي استخراج شده:6شكل
)GeneRuler(ماركر يك كيلو بازي-1
 pCDNL-BHDDD(-9.6 kb(پلاسميد بسته بندي-2
  pLTR-G(-6.8 kb(پلاسميد پوشش ويروسي-3
 pLV-EGFP–10.5 kbپلاسميد ترانسفر-4
 pLV-hNurr1-EGFP–12.9 kbپلاسميد ترانسفر-5
 pLV-mGDNF-Jred -10.7 kbپلاسميد ترانسفر-6

و توكسين LD50ميزان -6محيط مشروط ميكروگليا

OHDA 
ميكروگـرم بـر 100 ترتيـب بـه حاصل از اين تسـت نتايج

بـا تيمار شـده محيط مشروط ميكروگلياي براي ليتر ميلي

5/0غلظـت نهـاييو  LPS ليتـر ميكروگرم بـر ميلـي 10

.دست آمد بهOHDA-6مول براي توكسين ميلي

و انبوه سازي ناقل هاي صـورت پلاسميدي بـه تهيه

 خالص

و تهيـه ناقل هاي پلاسميدي موردنيـاز بـراي ترانسفكشـن

و انبوه سـازي  وكتورهاي لنتي ويروسي نوتركيب، تخليص

ژل پـس شدند كه نتايج آن از الكتروفـورز نمونـه هـا روي

.قابل مشاهده است6شكلدر، درصد7/0گاروزآ
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 96 

هـاي هاي نوتركيـب در سـلول توليد لنتي ويروس
HEK-293T 

بـ EGFPگر بيان ژن گزارش8و7 هايشكل ترتيـبهرا

-pLVو pLV-EGFPويروســـي توســـط ناقـــل لنتـــي

hNurr1-EGFP هـاي در سلولHEK-293T ،2448و

 شـكل همچنين.دنده ساعت پس از ترانسفكشن نشان مي

-توسـط ناقـل لنتـي Jredگـر ژن گزارشبيان نمايانگر9

ساعت پـس48و24در pLV-mGDNF-Jredويروسي

گـر كـه ژن گـزارش با توجـه بـه ايـن. از ترانسفكشن است

ــه ــوالي ب ــيله ت ــه IRESوس ــار ترانســژن مربوط در در كن

آن توسـط بـالاي، پس تاييـد بيـان داردفرودست آن قرار 

ازDوBكــه در تصــاوير( ميكروســكوپ فلوئورســنس 

 يقينا نشـان از بيـان)كاملا مشهود است9الي7شكلهاي 

و مطلوب  توليد ذرات لنتي ويروسي نوتركيبنيز ترانسژن

. هاي مولد ويروس دارد در سلول با كارايي بالا،

و فلوئورسنت از سلول:7شكل و پلاسميدهاي بستهو pLV-EGFPترانسفكت شده با پلاسميد ترانسفركو HEK-293Tهاي تصاوير فاز كنتراست بندي
. مشهود استDوB كاملا در تصاوير EGFPرژن گزارشگ بالاي بيان. از ترانسفكشنپس)C,D(ساعت48و) A,B( ساعت24: پوشش ويروسي

.100×: بزرگنمايي

و فلوئورسنت از سلول:8شكل پلاسميدهايو pLV-hNurr1-EGFPبا پلاسميد ترانسفر ترانسفكت شدهكو HEK-293Tهاي تصاوير فاز كنتراست
و پوشش ويروسي DوB كاملا در تصاوير EGFPرژن گزارشگ بالاي بيان. از ترانسفكشنپس)C,D(ساعت48و) A,B( ساعت24:: بسته بندي

.100×: بزرگنمايي مشهود است
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  139697 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و فلوئورسنت از سلول:9 شكل پلاسميدهايو pLV-mGDNF-Jredرانسفكت شده با پلاسميد ترانسفر كوت HEK-293Tهاي تصاوير فاز كنتراست
و پوشش ويروسي   مشهود استDوB در تصاوير كاملا Jredر بيان ژن گزارشگ..از ترانسفكشنپس) C,D(ساعت48و ) A,B( ساعت24: بسته بندي

 100×: بزرگنمايي

 هاي نوتركيب تيتراسيون لنتي ويروس

هاي نوتركيب طبق روش مذكور در بخش ويروسلنتي

و روشها تعيين غلظت شدند كه مقدار ميانگين آن ،مواد

184×106 TU/ml ويروس نوتركيب براي لنتيpLV-

EGFP با توجه به يكسان بودن شرايط. آمددستبه 

ويروس نوتركيب، مقـدار آزمايش در توليد هر سه نوع لنتي

هاي ديگر نيز مورد استفاده قـرار ويروس مذكور براي لنتي

قابـل10نتايج حاصل از فلوسـايتومتري در شـكل. گرفت

.مشاهده است

،2،4هاي ترانسدوكت شده با نسبتHEK-293T هاي سلول:ترتيب از چپ به راستبه. سنجش ميزان فلوئورسنت به روش فلوسايتومتري:10 شكل
 pLV-EGFPنوتركيب لنتي ويروس برابر رقت از استوك40و20، 10
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 98 

هايو سلول HEK-293Tهاي ترانسداكسيون سلول

 نوتركيب هاي ويروس لنتي هدف با

هاي ترانسداكت گر در سلول اي گزارشه بيان ترانسژن
و صحت توليد ويروسازنشان شده،  آلوده قابليتها

هاي بدين منظور در بدو امر سلول.داردها كنندگي آن
HEK-293T دليل قابليتبه( هاي كنترل عنوان سلولبه

ب ها در آلوده بالاي آن با)ها وسيله ويروسهشدن
آننوتركيب هاي ويروس لنتي  آلوده شدند كه نتايج
كه همان  مشهود11شكل ازFوDوBتصاويردر طور
ازكاملا، است هاي صحت توليد لنتي ويروس نشان

و قابليت -HEK سازي سلولهايها در آلودهآن نوتركيب
293T پس از اطمينان از صحت توليد لنتي. دارد

و SH-SY5Yهاي سلولاينبار هاي نوتركيب، ويروس
مربوطه آلوده هاي هاي آستروسيتوما با لنتي ويروس سلول

14و12،13هاي ترتيب در شكل شدند كه نتايج آن به
پيداست13و12هاي طور كه از شكل همان. آمده است

هاي در حد مطلوبي توسط ويروس SH-SY5Yهاي سلول
هاي آستروسيتوما كه سلولياند، در حالمربوطه آلوده شده

ب پاسخ و سطحه ويروس نداشتهدهي مناسبي اند
شكل(ها بسيار پايين بوده است ترانسداكسيون در آن

همين دليل پس از آن، از ترانسفكشن مستقيمبه). 14
به منظور توليد انبوه فاكتور HEK-293Tهاي سلول

GDNF شد . استفاده

و فلوئورسنت از سلولهاي:11 شكل با HEK-293Tتصاوير فاز كنتراست -pLV-EGFP )A,B (،pLV نوتركيب هاي ويروسلنتي ترانسدوكت شده
hNurr1-EGFP )C,D ( وpLV-mGDNF-Jred )E,F (48ژن.ساعت پس از ترانسدوكسيون  هاي ترانسدوكت شده گزارشگر در سلول هايبيان بالاي
و قابليت آنها در آلوده كه نشان از صحت توليد لنتي ويروس مشهود استFوDوB كاملا در تصاوير .دارد HEK-293T سازي سلولهايهاي نوتركيب

.100×: بزرگنمايي
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  139699 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و فلوئورسنت از سلولراتصاوير فاز كنت:12 شكل 72و ) pLV-EGFP .48)A,Bترانسدوكت شده با لنتي ويروس نوتركيب SH-SY5Yهاي ست
.نكسيواز ترانسدوپس) C,D(ساعت .مشهود استDوB هاي ترانسدوكت شده كاملا در تصاويرل در سلو EGFPگر ژن گزارش بيان مطلوب.

.100×: بزرگنمايي

و فلوئورسنت از سلول:13 شكل . pLV-hNurr1-EGFPويروس نوتركيب ترانسدوكت شده با لنتي SH-SY5Yهاي تصاوير فاز كنتراست
قابل كاملاDوB در تصاوير،در سلولهاي ترانسدوكت شده EGFPگر بيان ژن گزارش..نسيواز ترانسدوكپس) C,D(ساعت72و ) A,B(ساعت48

.100×: بزرگنمايي. دارد hNurr1 كه نشان از بيان مطلوب ترانسژن مشاهده است
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 100 

و فلوئورسنت از سلول:14 شكل  ساعتpLV-mGDNF-Jred .48 ويروس نوتركيبهاي آستروسيتوماي ترانسدوكت شده با لنتيتصاوير فاز كنتراست
)A,B ( ساعت72و)C,D (بيان كم ژن گزارشگر.نسيواز ترانسدوكپس Jred در تصاويرBوDو نامطلوب ترانسژن در mGDNF، نشان از بيان كم

.100×: بزرگنمايي. وكت شده دارددولهاي ترانسلس

ــان ژن ــيش بي ــورد نظــر در ســلول ب هــاي هــاي م

و ترانسفكت شده  ترانسدوكت شده

در mRNAدر سـطح GDNFو Nurr1بيان ژنهاي بيش

از،ترانسدوكت شـده هاي سلول -RT تكنيـك بـا اسـتفاده

PCR آمده16و15 هاي در شكلآن كه نتايجشدبررسي 

ژنبيش. است هـاي ترانسـدوكت هاي مزبور در سـلول بيان

ژن شده با لنتي ويروس ، در مقايسـه بـا هـا هاي حامل ايـن

همچنين بيش بيـان. مشهود استنمونه هاي كنترل كاملا

ترانسـفكت شـده HEK-293Tهاي در سلول GDNFژن 

درآ شد كه نتيجـه اثبات RT-PCR، با مزبور با ناقل ژن ن

چنـين17و16 هـايشكلاز مقايسه.استآمده17شكل

مينتيجه كه گيري در GDNFبـيش بيـان ژن ميزان شود

از HEK-293Tهاي سلول روش ترانسفكشن  بـيش بيشتر

هاي آستروسـيتوما بيان آن در روش ترانسدوكسيون سلول

در. ويروسي مربوطه استبا ناقل لنتي تيمارهـاي از ايـن رو

ــدنظر ــروط ســلول م  HEK-293Tهــاي از محــيط مش

، GDNFترانسفكت شده بـا ناقـل پلاسـميدي حامـل ژن

شد GDNFعنوان محيط حاوي فاكتور به .استفاده

و)عنـوان كنتـرل بـه(GAPDH هايژن  PCRمحصولات:15ل شك
Nurr1  ترتيـب از چـپ بـه در هـر گـروه بـه. با پرايمرهاي اختصاصي
-ترانسـدوكت شـده بـا لنتـي سـلول كنترل، SH-SY5Y سلول: راست
-pLVويروس ترانسدوكت شده با لنتيسلولو pLV-EGFPويروس

hNurr1-EGFP.)ــود ــه شــ ــتن مراجعــ ــيحات مــ ــه توضــ )بــ
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  1396101 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

هر. با پرايمرهاي اختصاصي  GDNFو)به عنوان كنترل( GAPDH هايژن  PCRمحصولات:16 شكل سلول: ترتيب از چپ به راستبه گروهدر
به( pLV-mGDNF-Jred.ويروس ترانسدوكت شده با لنتيسلولو pLV-EGFPويروس ترانسدوكت شده با لنتيسلول آستروسيتوماي كنترل، 

) توضيحات متن مراجعه شود

به. با پرايمرهاي اختصاصي GDNFو  GAPDH هايژن  PCRمحصولات:17 شكل كنترل، HEK-293Tسلول: ترتيب از چپ به راست در هر كدام
در نمونه mGDNFبيان بالاي ژن . pLV-mGDNF-Jredو سلول ترانسفكت شده با پلاسميد pLV-EGFPسلول ترانسفكت شده با پلاسميد 

ژن ترانسفكت شده با پلاسميد .كاملا مشهود است،در مقايسه با نمونه هاي كنترل mGDNFحامل

ــت ــط حفاظ ــوروني توس ــاي ن و Nurr1فاكتوره
GDNF 

بيان، بيانگر تاثير مثبت بيش MTT نتايج حاصل از تست

-SHهـاي بر حفاظت سلول GDNFو Nurr1دو فاكتور 

SY5Y در قابـل مشـاهده19و18هـاي شـكل است كه

موجود هاي دار بين نمونهاختلاف معني** علامت.است

##كـه علامـت در حـالي. دهـد هر گروه را نشـان مـي در

. دهـد نشان مـي دار هر گروه با گروه قبلي را اختلاف معني

دار گـروه چهـارم بـا گـروه دوم بـا لاف معنيتهمچنين اخ

صـورت اختلاف معني دار بـه. شودنشان داده مي†علامت

05/0p< هـا طـور كـه از نمودار همـان.تعريف شده اسـت 

به GDNFو Nurr1پيداست، دو فاكتور تنهـايي هر كدام

در مقابـل فاكتورهـاي SH-SY5Yهاي در حفاظت سلول

. دارنـد نقش OHDA-6و نيز توكسين التهابي ميكروگليا 

بهاهمچنين اين دو فاكتور در حالت تو  سينرژيكصورت م،

و اثر حفاظتي بيشتري را اعمالها بر اين سلولعمل كرده

.كنندمي
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 102 

، بـا دو فـاكتور pLV-hNurr1-EGFPو آلوده شده با ويروس pLV-EGFP، آلوده شده با ويروس)CTL(شاهد SH-SY5Y هايتيمار سلول:18 شكل
GDNF )GDNF-CM ( و محيط مشروط ميكروگلياي فعال شده باLPS )MCM-LPS .(هـر موجـود در هـاي دار بين نمونهاختلاف معني** علامت

ميداختلاف معني##كه علامت در حالي. دهدگروه را نشان مي اخ. دهدار هر گروه با گروه قبلي را نشان دار گروه چهـارم بـا گـروه لاف معنيتهمچنين
به. شودنشان داده مي†دوم با علامت از.تعريف شده است p<0.05صورت اختلاف معني دار و Nurr1دو فـاكتور مشـهود اسـت، نمـودار همـانطور كـه

GDNF بههر كدام به تنهايي .دارنددر مقابل فاكتورهاي التهابي ميكروگليا نقش SH-SY5Yهاي در حفاظت سلولصورت توأمو نيز

، بـا دو فـاكتور pLV-hNurr1-EGFPو آلوده شده با ويروس pLV-EGFP، آلوده شده با ويروس)CTL(شاهد  SH-SY5Y هايتيمار سلول:19شكل
GDNF )GDNF CM ( 6و توكسين-OHDA .در حاليكـه علامـت. دهـد هاي داخل هر گروه را نشـان مـي دار بين نمونهاختلاف معني** علامت##

مياختلاف معني اخ. دهددار هر گروه با گروه قبلي را نشان اخـتلاف.شـده اسـت نشان داده†دار گروه چهارم با گروه دوم با علامت لاف معنيتهمچنين
از همان.تعريف شده است p<0.05معني دار به صورت  به GDNFو Nurr1دو فاكتور مشهود است، نمودارطور كه بهتنهايي هر كدام صورت تـوأمو نيز
.دارندنقش OHDA-6توكسين در مقابل SH-SY5Yهاي در حفاظت سلول

بررسي تغييرات بيان ژني براي تشخيص مسـيرهاي

 سيگنالينگ حفاظتي مربوطه

در به منظور تشخيص مسيرهاي سيگنالينگ احتمـالي كـه

خـوش، دستGDNFو Nurr1اثر بيش بيان فاكتورهاي 

و منجر به حفاظـت سـلول  -SHهـاي نـوروني تغيير شده

SY5Y و استرس اكسـيداتيو در مقابل فاكتورهاي التهابي

بـراي RT-PCRشـوند،مي OHDA-6ناشي از توكسين 

و SOD1و GPX1ل ضد استرس اكسـيداتيو شـامژندو 
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت  1396103 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 BCL2و P53نيز دو ژن كنترل كننده آپوپتوزيس شامل

21و20هـاي ترتيـب در شـكل انجام شد كه نتايج آن بـه

هـا پيداسـت، طـور كـه از شـكل همان. قابل مشاهده است

هاي ها در مقايسه با سلول تغيير محسوسي در بيان اين ژن

-RT با توجه به غيركمـي بـودن. مشاهده نميشودكنترل 

PCR معمولي، اين تكنيك روش مناسبي بـراي سـنجش

ــان ژن ــرات بي ــزان تغيي ــد از تكنيــك مي و باي ــا نيســت ه

quantitative real time-PCR استفاده شود.

به. با پرايمرهاي اختصاصي  SOD1و GPX1 هايژن  PCRمحصولات:20لشك كنترل، SH-SY5Y سلول: ترتيب از چپ به راست در هر گروه
در تغيير محسوسي در بيان ژنهاي مزبور.pLV-hNurr1-EGFPويروسو ترانسدوكت شده با لنتي pLV-EGFPويروس ترانسدوكت شده با لنتي

.شود مشاهده نميهاي كنترل در مقايسه با سلول،pLV-hNurr1-EGFPلنتي ويروس ترانسدوكت شده باSH-SY5Y هاي سلول

به. با پرايمرهاي اختصاصي BCL2و P53ايهژن  PCRمحصولات:21لشك كنترل، SH-SY5Yسلول: ترتيب از چپ به راست در هر گروه
ژن. pLV-hNurr1-EGFPويروسو ترانسدوكت شده با لنتي pLV-EGFPويروس ترانسدوكت شده با لنتي در تغيير محسوسي در بيان هاي مزبور

.شود هاي كنترل مشاهده نمي، در مقايسه با سلولpLV-hNurr1-EGFPترانسدوكت شده با لنتي ويروس SH-SY5Y هايل سلو

 بحث

هـاي مـرگ يكـي از هـا در برابـر سـيگنال حفاظت نـورون

و پيشــرفت اســتراتژي ــروز ــا ب ــراي مقابلــه ب  هــاي مهــم ب

شـمار هاي نورودژنراتيـو از جملـه پاركينسـون بـه بيماري

ميمنابع ايجاد سيگنال.)27(رود مي تـوان در هاي مرگ را

و استرس اكسـيداتيو دسـته  بنـدي دو گروه التهاب عصبي

، عـلاوه بـر CNS، ماكروفاژهـاي هاي ميكروگليا سلول. كرد

ايـن.)28(ندنقش دارحفاظت عصبي در تكامل عصبي نيز

و نظـارت بـر ها در شرايط سلول نرمـال مسـئول حفاظـت

كه در شرايط التهـابيمرتبط بـا در حالي،ها كرد نورون عمل

ــه.)29(هــاي مخــرب عصــبي هســتند بيمــاري منظــور ب

، in vitroالتهـاب نـوروني در محـيط شـرايط سازي شبيه
 از مغز نـوزادان مـوش كه هاي مخلوط گليال غالبا از سلول

و غني از سلول مي يا رت تهيه شده  باشـند هاي ميكروگليا
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و همكاران مينا رسول ...و ساز دوپامين هاي نورون بر حفاظت GDNFو Nurr1اثر دو فاكتور  نژاد

و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 104 

حفاظــت منظــور در ايــن تحقيــق بــه.شــود مــي اســتفاده

در مقابـل التهـاب SH-SY5Yسـاز هـاي دوپـامين نورون

و نيز مسموميت ناشـي  عصبي حاصل از ميكروگلياي فعال

 GDNFو Nurr1بيان دو فـاكتور بيش، از OHDA-6از 

ش و.دبهرهگرفته زيرا اگرچه به ترتيب پتانسيل ضدالتهابي

 اثبات شده بود، اما در زمان انجـام ايـن ها قبلاً ترميمي آن

بيـان اي در زمينـه تـاثير بـيش تحقيق هنوز هيچ مطالعـه

و نيـز بر حفاظت نورون Nurr1فاكتور  هاي دوپامين سـاز

هـا منتشـر زمان اين دو فـاكتور روي ايـن نـورون تاثير هم

ما. نشده بود -SH هـاي نشان داد كه سـلول نتايج تحقيق

SY5Y فـاكتور بـا بيـان فزاينـدهNurr1  و يـا در حضـور

اي، مقاومــت GDNFفــاكتور را در برابــر قابــل ملاحظــه

از فاكتورهاي التهابي ميكروگليا -6و نيز مسموميت ناشـي

OHDA مي و GDNFدو فـاكتور همچنـين. دهند نشان

Nurr1 و مقاومـت با هم به صـورت سـينرژيكعمل كـرده

طبـق.كننـد هـاي نـوروني عطـا مـي بيشتري را به سـلول 

هاي در سلول Nurr1وربيان فاكتسركوب هايقبلي، گزارش

نقـش بيـانگر شـود كـه گليال منجر به ايجاد التهـاب مـي 

نـه تنهـا بـراي Nurr1بيـان.)11(فاكتور است ضدالتهابي

در مغـز ميـاني، بلكـه سـاز دوپـامينيها تمايزنورونالقاي 

طبـق.)34-30(اسـت ضـروري ها نيزآنبراي حفظ بقاي 

ساز هاي دوپامين افزايش بيان اين فاكتور در سلولمانتايج 

SH-SY5Y بــه نــدارد بلكــه منجــر منفــي، نــه تنهــا اثــر

ــت آن ــ حفاظ ــل ه ــايا در مقاب ــز فاكتوره و ني ــابي الته

توكسين.دشومي OHDA-6مسموميت ناشي از توكسين 

6-OHDA ــا و اســترس ب ايجــاد نارســايي ميتوكنــدريايي

م كـه در حـالي)35(ندزياكسيداتيو به مرگ سلولي دامن

اي از از طريـــق تنظـــيم بيـــان دســـته Nurr1فـــاكتور 

ه پروتئين ،سـته هـاي ميتوكنـدريايي كـد شـونده توسـط

به حفظ فسفريلاسـيون اكسـيداتيو، SOD1آنزيم همچون

احتمالا افـزايش بيـان).36(كند در ميتوكندري كمك مي

Nurr1 آنـزيم بيانهاي نوروني منجر به افزايش در سلول 

و ــور ــه مزب ــا در نتيج ــه ب ــاري مقابل ــين اثرمه -6توكس

OHDAبه عـلاوه. شود ميNurr1 مسـير سـيگنالينگدر

نيــز شــركت CREBوابســته بــه اتيوضداســترس اكســيد

-6در مقابـــل Nurr1لا اثـــر حفـــاظتياحتمـــا).37(دارد

OHDA هر چه بيشتر اين مسير باشـد تحريك، از طريق .

و SOD1آنتـي اكسـيدانتژندو بيان ميزانبدين منظور

GPX1با در سلول  RT-PCRتكنيـك كمـك هاي نوروني

ارزيابي شد اما با توجه به غير كمـي بـودن ايـن تكنيـك،

هـاي مزبـور در مقايسـه بـاژنمحسوسـي در بيـان تغيير

.)20شكل( مشاهده نشد هاي كنترل سلول

ــايج ــر نت ــرف ديگ ــريس روي RT-PCRاز ط و تســت گ

هاي ميكروگليا، توليد سـطح بـالاتري از فاكتورهـاي سلول

م)TNF-αو iNOS(التهابي  يكروگلياي تيمار شده را در

نسبت به انـواع تيمـار، LPSليتر ميكروگرم بر ميلي10با 

با توجـه. نشان داد  LPSليتر ميكروگرم بر ميلي1شده با 

محـيط از ليتـر ميكروگرم بـر ميلـي LD50 )100به ميزان 

ميكروگــرم بــر10بــا تيمــار شــدهمشــروط ميكروگليــاي 

التهـابي ورهاي مستقيم سطح فاكت، رابطه) LPSليتر ميلي

ميكروگليـاي. با سطح التهاب عصبي قابل مشـاهده اسـت 

،TNF-α،IL-1βفعال انواعي از فاكتورهاي التهابي شامل 

و راديكالمتابوليت و سـوپر NOهاي آزاد هاي اسيد چرب

O2(اكسيد
مي)- كه توسـط NO.)39و38(كند را توليد

مي iNOSآنزيم  شود، با مهـار سـيتوكروم اكسـيداز توليد

و نيز در اثر واكنش بـا  O2تنفس ميتوكندريايي را مختل،
-

كنـد كـه گونه راديكـالي پروكسـي نيتريـت را توليـد مـي

شدت به مرگ سلولي ناشي از استرس اكسيداتيو دامـن به

در برابـر Nurr1اثر حفـاظتي احتمالاً.)41و40(زند مي

6-OHDA اينجــا نيــز در مقابلــه بــا ،NO  توليــدي از

ــه ــا ب و در ســلول ميكروگلي ــه ــار رفت ــاي ك  SH-SY5Yه

نيز با اثر روي رسـپتورشTNF-α. كند مقاومت ايجاد مي

)TNFR1 (هـاي تواند آپوپتوزيس خارجي را در سـلولمي

ــورون ــالا ن ــه احتم ــد ك ــا كن ــيل Nurr1ي الق ــا پتانس ب

. توانـد مسـير مزبـور را مهـار كنـد ضدآپوپتوزيس خود مي

ــدين ــد ب ــا فرآين ــرتبط ب ــان دو ژن م ــزان بي ــور مي منظ

در RT-PCR، بـا اسـتفاده از BCL2و P53آپوپتوزيس، 

.21شـكل(هاي مزبـور ارزيـابي شـد سلول بـا توجـه بـه)
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ملاحظه اي در ميـزان غيركمي بودن اين روش تغيير قابل

ــا هــا در ســلول بيــان آن هــاي تيمــار شــده در مقايســه ب

در ايـن راسـتا پيشـنهاد. هاي كنترل مشاهده نشـد سلول

 quantitative real time-PCRشـود از روش كمـي مي

ژن به هاي مزبور استفاده منظور بررسي دقيق تغييرات بيان

.شود

منظور ايجادبهفاكتور ديگر استفاده شده در تحقيق جاري

از. بود GDNFحفاظت نوروني،  در ابتدا هدف ما اسـتفاده

به سلول هـاي مولـد فـاكتور عنوان سلول هاي آستروسيتوما

GDNF هـا در حالـت صورت انبوه بود، زيرا ايـن سـلولبه

و نيـز بـا ايـن كـار را ترشح مـي GDNFنرمال نيز  كننـد

مـاا. شـد شـكل بهتـري بازسـازي مـي بـه in vivoفضـاي 

در GDNFپيداسـت،16و14هاي طور كه از شكل همان

و نيز هاي آستروسيتوما بيان قابل ملاحظه سلول اي نداشت

هاي با محيط مشروط سلول SH-SY5Yهاي تيمار سلول

از. آستروسيتوما حفاظت قابل توجهي را اعمال نكرد پـس

بهتـرين كانديـد HEK-293Tهـاي آستروسيتوما، سـلول 

ا آن GDNFنبوه فاكتور براي توليد در هستند زيرا ها نيـز

و از طرف ديگر حالت نرمال فاكتور مزبور را توليد مي كنند

را GDNFبا داشتن قابليـت ترانسفكشـن بـالا، توانسـتند 

هاي آستروسـيتوما حتي به مقدار بيشتري نسبت به سلول

بنـابراين در تيمارهـاي بعـدي، فقـط محـيط. توليد كنند

 GDNFعنوان منبـعبه HEK-293T هاي مشروط سلول

نتـايج مـا نشـان داد كـه اثـر. مورد اسـتفاده قـرار گرفـت

ساز هم در مقابـل هاي دوپامين بر نورون GDNFحفاظتي 

و هم در مقابل توكسـين  -6فاكتورهاي التهابي ميكروگليا

OHDA تقريبا بـا اثـر حفـاظتي ،Nurr1 قابـل مقايسـه

GFRα1با اتصال به كمپلكس رسـپتوري GDNF. است
هـاي هـدفش، مسـيرهاي سـيگنالينگي روي سلول Retو

در PI3Kو Ras/ERK1/2همچـــون  و را فعـــال كـــرده

و حفاظت سلولي مي .)43و42(شود نتيجه منجر به رشد

ــاظتي ــر حف ــل فاكتورهــاي GDNF احتمــالا اث در مقاب

ابي ميكروگليا، از طريق تحريك بيشتر مسيرهاي رشد الته

و نيـز. ها بر مسيرهاي مرگ باشدآنو غلبه تحقيق جاري

 GDNFهاي پيشين نشان از اثر حفـاظتي فـاكتور گزارش

 OHDA-6هـاي نـوروني، در مقابـل توكسـين روي سلول

ر همچنــين نتــايج مــا نشــان داد كــه حضــو.)44(دارنــد

، حفاظت بيشـتري GDNFو Nurr1زمان دو فاكتور هم

سـاز عطـا هـاي دوپـامين را نسبت به حالت تنها به سـلول

 GDNF در تنظيم بيـان رسـپتور Nurr1فاكتور. كند مي

)Ret ( نقــش دارد)ــاكتور )..17 ــان ف ــزايش بي احتمــالا اف

Nurr1 منجر به افزايش بيان رسپتورRet و از طرف  شده

در محيط، منجر به تحريـك بيشـتر GDNFديگر حضور

به GDNF مسير سيگنالينگ  دنبال آن تحريـك بيشـترو

و در نهايـت حفاظـت  و ترميم سلولي شده مسيرهاي رشد

سلولي بيشتري را در مقابل فاكتورهاي التهابي ميكروگليـا 

. كنـد هاي نوروني عطا مـي به سلول OHDA-6و توكسين 

بهموضوعي كه لازم اس دقـت بررسـيت در سطح مولكولي

.شود

 گيري نتيجه

در Nurr1بيان فـاكتور نتايج تحقيق ما نشان داد كه بيش

و يـا تيمـار SH-SY5Yهاي نوروني دوپـامين سـاز سلول

با محيط مشـروط حـاوي فـاكتور SH-SY5Yهاي سلول

GDNF هـاي مزبـور را در برابـر طـور جداگانـه، نـورونبه

. كنـدو استرس اكسيداتيو حفاظت مـي فاكتورهاي التهابي 

و تــوام ايــن دو فــاكتور در همچنــين حضــور ســطوح بــالا

و حفاظـت SH-SY5Yهاي سلول ، اثر سـينرژيك داشـته

مي بسيار بيشتري را به اين سلول .كند ها عطا

و قدرداني  تشكر

و مزاياي اين تحقيق متعلق به پژوهشگاه ملي كليه حقوق

و زيست فناور ميمهندسي ژنتيك دري و هزينـه آن باشد

و توسط اين سازمان تامين شده  قالب پروپوزال دانشجويي

.است
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Abstract 

Aim: In this study Nurr1 and GDNF, due to their anti-inflammatory and regenerative effects and 
Nurr1-mediated regulation of GDNF receptor (Ret) expression, were selected to protect dopaminergic 
SH-SY5Y cell line against neuroinflammation and toxicity caused by 6-OHDA. 

Material and Methods: Recombinant lentiviral vectors carrying Nurr1 and GDNF genes were 
prepared and transdused to SH-SY5Y and astrocytoma (1321N1) cell lines respectively. Also HEK-
293T cells were transfected with plasmid carrying GDNF to overexpress this factor; condition media 
of transduced astrocytoma and transfected HEK-293T cells were collected and stored. Next, 
overexpression of mentioned factors was demonstrated by RT-PCR. On the other hand, microglial 
cells were isolated from neonatal rat brains and induced with LPS to produce neuroinflammatory 
factors; Inducible expression of them was demonstrated by Griess test and RT-PCR. Condition media 
of microglia was collected and saved. Finally, SH-SY5Y cells overexpressing Nurr1 were treated with 
condition media of transduced astrocytoma / transfected HEK-293T and then with condition media of 
LPS-induced microglia or 6-OHDA toxin.  

Results: data from MTT assay showed, SH-SY5Y cells overexpressing Nurr1 or pretreated with 
GDNF are more resistant to toxicity caused by neuroinflammation and 6-OHDA. Also Nurr1 and 
GDNF have cooperative effects and give more protection to dopaminergic cells. 

Conclusion: Nurr1 and GDNF each have protective effects on dopaminergic neural cells against 
inflammatory factors or 6-OHDA. Also they synergize with each other leading to more protection for 
dopaminergic neural cells. 

Keywords: GDNF, microglia, neuroinflammation, Nurr1, oxidative stress 
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