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با مهار اختصاصي آنزيم  آستروسيتها در βTGFالقاء سنتز محافظت كننده نوروني 
  GSK3β) ("گليكوژن سنتاز كيناز

  2،*زينليبهمن  و 1درويشعليپورشميلا  ،2يكاشانفاطمه ، 2پيروزيعلي يار  ،1،*يآزيتا پروانه تفرش
  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري ،تهران 1

  گروه تكوينپرديس علوم، دانشكده زيست شناسي،  ،تهران دانشگاهتهران،  2

  2/6/89: تاريخ پذيرش   27/7/86: تاريخ دريافت

  چكيده

ت به نورونها داراي عملكرد نسب تشكيل دهنده سيستم عصبي مركزي و با تعداد تقريبي ده برابر لآستروسيتها عمده سلولهاي گليا
يافته هاي متعددي ارتباط مستقيم بين مرگ آستروسيتها وپيشرفت سريع . نداز نورونها در برابرآسيب ديدگيها هست حفاظت

لكول كليدي نقش وبه عنوان م GSK3β)"("ز كينازآنزيم گليكوژن سنتا. دهند نشان مي را neurodegenerativeبيماريهاي 
 فعال شدن در GSK3β مهار .كند مي ءمهمي را در كنترل بسياري از پروسه هاي تكوين نظير تمايز، مهاجرت و مرگ سلولي ايفا

باعث اختلال افزايش ميزان آن و  داشته ينقش اساسPI3K-Akt  و Wntمسيرهاي پيام رساني درون سلولي از جمله مسيرهاي 
در اين تحقيق به منظور . شوديمپاركينسون  و مانند آلزايمر neurodegenerativeبيماريهاي  بروز درمسيرهاي پيام رساني و

به  BIOاز  ،in vitroدرمحيط  آستروسيتهااز  TGFβدر ترشح فاكتور محافظت كننده نوروني  GSK3βاحتمالي بررسي نقش 
. بررسي قرار گرفت مورد TGFβ2و TGFβ1استفاده گرديد و تأثير آن بر ميزان بيان  βGSK3عنوان مهاركننده اختصاصي 

 μM1/0 و μM1 ،μM 5/0 يغلظتهابا  Wistar يي نژادروزه موش صحرا 1-2سلولهاي آستروسيت ناحيه كورتكس مغز نوزاد 
BIO   درصد جدا،  25/0 ساعت به وسيله تريپسين 48تيمار شدند و پس ازRNA و جهت آنها استخراج real time RT-PCR 

ا در سلولهاي آستروسيت ردر  TGFβ2و TGFβ1سنتز  BIOنشان داد كه اين تحقيق نتايج آزمايشات . مورد استفاده قرار گرفت  
عملكرد آنها در  يتها برايدر آستروس GSK3βاين امر مؤيد آن است كه مهار . مقايسه با سلولهاي شاهد افزايش داده است

  . است يورونها ضرورناز  محافظت

  βTGF، آستروسيتها،  GSK3β ،BIO :كليدي واژه هاي

  tafreshi@nigeb.ac.ir :ي، پست الكترونيك021-44580376: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
در مهره داران از دو نوع سلول  يمركز يستم عصبيس

ها ايتعداد گل .ل شده استياها تشكينورونها و گل ياصل
از  يكيبه عنوان تها يستروسآ بوده وتر از نورونها شيبار يسب

 ياديار زيبس يعملكردهاسلولهاي گليا داراي  نيتر مهم
 glial نت حد واسطي به ناماين سلولها فيلام .هستند

fibrillary acidic protein) (GFAP  را بيان كرده كه به
از . افتراق داده مي شوند ي گليالواسطه آن از ساير سلولها

حفاظت از نورونها در آستروسيتها  هاين عملكرديتر مهم
 يغزم يهايدگيب ديدر هنگام آس .هاستيدگيب ديبرابر آس

 و يواز لحاظ مورفولوژ شده )reactive(فعال  ن سلولهايا
بيان رشد  هايفاكتورسطح  .مي شوندر ييعملكرد دچار تغ

و فاكتور رشد   TGF،نوروتروفينهانظير  آستروسيتها درشده 
افزايش زيادي ميزان به با شروع آسيب ديدگي اپيدرمال 

  روسيتهاآستروي مهاجرت، تكثير و هيپرتروفي ر بو  يابد مي
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  ).18( گذارد اثر مي

 ،د آستروسيتهايزواافزايش در  تحقيقات نشان داده است كه
 نظير يمحافظت كننده نورون يو فاكتورها GFAPان يب

TGFβ1  وTGFβ2 ينورونها م يش بقايباعث افزا 
تها يآستروسحضور ن، ير محققيبنا بر گزارش سا .)5(گردد

رونها از مرگ زودرس نو ،بدون سرم يطهايدر مح
آنها در مقابل افزايش مقاومت  و باعث كند مي يريجلوگ

در دهد كه  يمطالعات نشان م. )5( شود يمآپوپتوزيس 
 ،مانند آلزايمر neurodegenerativeنورودژنراتيو بيماريهاي 

مهم در  يدي، يكي از عوامل كلGSK-3β آنزيم فعاليت
و  Wntر مسير ينظ يمسيرهاي سيگنال دهي متعدد

PI3K/Akt با توجه  .)17(مي يابدافزايش  در آستروسيتها
 ينورون يش بقايدر افزا ن آنزيميا فعاليتمهار  به اينكه

 مختلف مهار از داروهاي )19و  3( مؤثر گزارش شده است

 ,Carbamazepine , Haloperidol نظير GSK3 كننده

Lamotrigine,Valproate  در درمان اختلالات رواني
(Psychiatric) حاضر مطالعه  در )28( .اده شده استاستف

   BIO ،GSK-3مهاركننده اختصاصي و فارماكولوژيك از
(6-bromoindirubin-3 mono oxime)ديگرد استفاده. BIO 

اين . )21(شدكشف و گزارش  2003اولين بار در سال  
است كه از  indirubinوايزومرهاي  indigoماده از خانواده 

زون از خانواده شكم پايان منابع طبيعي نظير نوعي حل
)Gastropod Molusca ( مي شوداستخراج )29و  12( .

در و آنالوگهاي محلول آن  indirubinاستفاده كلينيكي از 
خاصيت ضد توموري اين  نشان دهندهمطالعات پيشين 

مي  BIOتركيبات عليرغم سميت محدودي آنها است و لذا 
ماكولوژيك تواند به عنوان مهاركننده اختصاصي و فار

GSK-3 سلولهاي بنيادي در نتايج تحقيقات . عمل كند
سبب  GSK-3βبا مهار  BIOموش نشان داد كه  جنيني

 Oct-3/4 ,Rex-1حفظ بيان فاكتورهاي نسخه برداري نظير 
بيان اين فاكتورهاي با توجه به اينكه . شودمي Nanong و

 ،نسخه برداري از مشخصات سلولهاي بنيادي پرتوان است
BIO  را در بنيادي  يسلولها ،فاكتورهااين با حفظ بيان

مطالعات انجام  .)25( دارد ه نگه ميوضعيت تمايز نيافت
شده از موشهاي  ر روي سلولهاي بنيادي جنيني اخذشده ب
دچار ز اين سلولها كه تماي ه است، نشان دادGSK-3 فاقد

-GSK و دخالت به نقش كليدي نظر .)16( شوداختلال مي

3β سيگنال دهي هايمسير در Wnt  وPI3K/Akt ، در اين
 GSK-3β كننده اختصاصي مهاربه عنوان  BIOاز تحقيق 

سنتز فاكتورهاي استفاده شد و  محيط كشت آستروسيتها در
مورد بررسي  TGFβ2و  TGFβ1محافظت كننده نوروني 

   .قرار گرفت

  مواد و روشها
 Wistar rat روزه 1-2نوزاد مغز : تهايكشت آستروس

 حذفپس از از جمجمه خارج و  )رانيتو پاستور ايانست(
بدون محلول ( HBSSدر  و جدا آن كورتكسه يناح مننژ،
 ) ;Hank's buffered saline solutionميم و كلسيزيمن

كوچك  يتكه ها مكرر پتاژ كردنيپ با. شستشو داده شد
 ين گاويدرصد سرم جن 10يحاو DMEMدر مغز 

)FBS(، نيسيپتوماواستر نيليس يپن )مغز به  )درصد 1
 CO2 5( در انكوباتور و هموژن در آمده "صورت كاملا

پس . ندداده شد تكشگراد يدرجه سانت 37 يودما) درصد
 درصد 70دن سلولها به يرسروز و  7- 8مدت از 

confluency، به  لهاگر سلوياز د تيآستروس يسلولها
ر از ت سلولها سريعاين  .خالص شدندنه كردن يپسيروش تر
 سه الي چهارحدود ( بر اثر تريپسينه شدنها لساير گليا

به علت  در نتيجه و شدهكف فلاسك جدا  از )دقيقه
سلولهاي ر ياز سابه تريپسينه شدن اختلاف در مقاومت 

بررسيهاي مورفولوژيكي با . هستند شدنخالص قابل  لگليا
كه اين  دادز ميكروسكوپ فاز كنتراست نشان استفاده ا
مشخصات سلولهاي آستروسيتي يعني شكل ستاره  سلولها

درصد خلوص . )1شكل ( اي و زوايد چندگانه را دارند
لكولي و با استفاده از وسلولهاي جدا شده در سطح م

به روش ايمونوسيتوشيمي مورد   GFAPانيب يبررس
  .ارزيابي قرار گرفت
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با  استفاده از . روز پس از خالص سازي 2مورفولوژي سلولهاي آستروسيت ) b.. روز پس از كشت 6مورفولوژي سلولهاي گليا،  a) -1شكل 

  x20و بزرگنمايي  Zeissميكروسكوپ اينورت 
 (GFAP immunocytochemistryايمونوسيتوشيمي

GFAP( : تشخيص GFAPبه روش آستروسيتها در 
بادي اختصاصي  آنتيبا استفاده از  وايمونوسيتوشيمي 

GFAP (Sigma) ابتدا  .و به صورت زير انجام گرفت
 ،در چاهك پليتها موجود يها Cover slip يسلولها بر رو

 Cover يور يدن سلولها بربعد از چسب و كشت داده شدند

slip با بار شستشو دو :مراحل زير انجام شد PBS ،تثبيت 
دقيقه در دماي  15به مدت  ددرص چهار يدئĤلدپارافرم در

، PBST (PBS+Tween) با شستشو ،دگرا درجه سانتي چهار
  Triton X-100درصد 2 محلول درنفوذ پذير كردن سلولها 

 4در  PBSTبا  شستشو ،به مدت پنج دقيقه در دماي اتاق
 با محلول دقيقه 45به مدت  ونياسانكوب، دگرا درجه سانتي

، در دماي اتاق PBSTدر  تهيه شده serum goat درصد 10
رقيق ( GFAPبادي اوليه  ها با آنتيسلولكردن  انكوبهسپس 
دقيقه  60به مدت   BSA درصد 5/0. يحاو  PBSشده در

با  دوبار شستشو ،گراد درجه سانتي 37در دماي 
 ،دقيقه در دماي اتاق 10به مدت   PBSTمحلول

 درجه سانتي 37دقيقه در دماي  20مدت  ون بهياسانكوب
 FITCنژوگه شده با كو IgGبادي ثانويه  با آنتي گراد

(DAKO) ررقيق شده د BSA0.%5/0 درPBS )1:200(، 
دقيقه در دماي اتاق و تاريكي  دهبه مدت   PBSTباشستشو 

  .ميكروسكوپ فلورسنسبا  رؤيتسپس و

تيمار سلولهاي آستروسيت با مهار كننده اختصاصي 
GSK3β (BIO)  : وسيله سلولهاي آستروسيت بهBIO 

 با ),(GSK3β Calbiochem  مهار كننده اختصاصي(
اساس . تيمار شدند μM1/0 و μM1 ،μM 5/0ي غلظتها
 )21(و همكارانش  Meijerمطالعه پايه غلظتها بر  انتخاب

سلولها به وسيله تريپسين پس از تيمار،  ساعت 48 .بود
 Trizolآنها با استفاده از RNAدرصد جدا و  25/0

(Invitrogen) ستخراج شدا.  

 ،استخراج شده يها RNAاز:   RT-PCRو cDNA سنتز
cDNA سنتز شد برنامه زير شرايط و تحت:  

dNTP 

(10mM)
dH2O Buffer 

(10x)

MgCl2 

(50mM)
Taq Primer 

(Forward,Reverse) cDNA 

1l 11l 2l 1l 2/0 l 2l 3l 

  

 )ºC70 : '10  ،ºC42:h2 ،ºC25:'10  وºC70:'5 .(
 پرايمرهاي ازبر طبق برنامه زير و با استفاده   PCRسسپ
 βپرايمرهاي . ر صورت گرفتيز )ن گستريشركت روب(

طول  .در نظر گرفته شدند كنترل داخلي به عنوان اكتين
amplicon نيبتا اكت يها  bp72 ،TGFβ1 bp 87 ،TGFβ2   

bp 73 يمناسب برا  real time PCRبودند.  

  

a  b  
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TGFβ1 forward:5- CCT GGA AAG GGGC TCA ACA C-3 

TGFβ1 Reverse:5- CAG  TTC TTC GTG GAG CTGA-3 

TGFβ2 forward:5-AGT GGG CAG CTTTTG CTC-3         

TGFβ2 Reverse: 5-GTA GAA AGT GGG GGG GAT -3 

Actin β forward: 5-CCC GCG AGT ACA ACC TTC T-3 

Actin β Reverse: 5-CGT CAT CCA TGG CGA ACT-3 

 

dH2O BufferMgCl2dNTPPrimer (F,R) 5 
pmol 

cDNA Taq 

9/8 l 2 l 1 l 1 l 2 l 5l 2/0 l 

ºC72 : '5 ، ºC)72: '2 ،ºC58: '1 ، ºC95:'1( 35 و كليس ،ºC95:'5  

Real time-PCR :real time-PCR ت يبا استفاده از ك 

(cat# 04673484001) Roche مواد و مقادير انجام شد كه
 master mix) (μl4، μlعبارت بودند از  آنشده در مصرف

primer2، cDNA) (μl5 ،H2O μl 9  حجم نهاييباμl20  .
 TGFβ2 و TGFβ1 يهابراي ژن real time PCRواكنش 

 ºC95:'10. ، ºC)72: "15: انجام گرفتطبق برنامه زير 
،ºC63: "30( 50 و كليس ºC 72 :'5. ن يبراي ژن بتا اكت

 :انجام گرفتبرنامه زير طبق  real time PCRواكنش 
'10ºC 95 )"15ºC 72 ،:"15ºC 60 ºC a few seconds, 

   ºC: 72 40 "و كليس 50 )95

استفاده آناليز كمي داده ها با : داده ها يو آمار آناليز كمي 
) 2003(و همكارانش  Pfafflسط از فرمول ارائه شده تو

ول زير اساس اين برنامه بر پايه فرم .)24(صورت گرفت
مي توان محاسبات ها  CTپس از به دست آمدن است  كه 

  . كمي را انجام داد

  
سيكل آستانه و  E به صورت Efficiency در اين فرمول

)Cycle Threshold  كه در آن فلورسنس نمونه به  يكليس؛
 همچنين ژن هدف Ct به صورت )رسد يحد آستانه م

)TGFβ1 وTGFβ2 (به صورت target انسو ژن رفر ) بتا
 "معمولا Ct .شده است ش دادهينما ref به صورت) نياكت

داده ها پس از سه  .زان غلظت نمونه داردينسبت عكس با م
دست ه ب Mean±SEبه صورت و  real time بار تكرار

و آزمون  SPSSبا استفاده از نرم افزار آورده شدند و 

ANOVA ن ييتعP value دند و يگردP<0.05 يمعن يها 
  .در نظر گرفته شدنددار 

  جينتا
با : شده خالص يآستروسيتهادر  GFAPبيان پروتئين 

 GFAPاستفاده از تكنيك ايمونوسيتوشيمي بيان پروتئين 
مشاهده  2طور كه در شكل  همان. مورد آزمون قرار گرفت

بوده و  GFAPان كننده يآستروسيت بسلولهاي  ،مي گردد
ن ظاهر سبز درخشا به صورتفلورسنس  نوردر زير 

  .شوند مي

  
در سلولهاي آستروسيت با استفاده  GFAPايمونوراكتيويته  -2شكل 

سلولهاي آستروسيت از كورتكس مغز . از تكنيك ايمونوسيتوشيمي
نشان ( GFAP، پروتئين DMEMروزه كشت شده در محيط  2نوزاد 

. ان ميكنندرا به طور اختصاصي بي) گر سلولهاي آستروسيتي
  )x20بزرگنمايي ، Zeissميكروسكوپ (

 تيآستروس يسلولهادر  TGFβ2و  TGFβ1ان يش بيافزا
، μM1 يغلظتهابا تيمار آستروسيتها  :  BIO مار شده بايت

μM 5/0 و μM1/0 ازBIO  ساعت منجر به  48به مدت
 houseان ژن ينسبت به ب TGFβ2و  TGFβ1ان يش در بيافزا
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keeping )اين افزايش در بيان در  .شود يم) نيبتا اكت
نيز مشاهده  real time PCRتصوير ژل محصولات نهايي 

 real time PCRحاصل از  يكمج ينتا). 3شكل (شود  مي
در  TGFβ1ان يزان بيم .داده شده است نشان 1در جدول 

، 1.3 بتيبه تر BIOاز μM1/0 و μM1 ،μM 5/0ي غلظتها
ي غلظتهادر   TGFβ2انيزان بيو مبرابر افزايش  6.4، 3.4
μM1 ،μM 5/0 و μM1/0 از BIO 7.1 4.1 2.1 تيببه تر 

 .شده استبرابر 

  
، μM 1/0سلولهاي آستروسيت با غلظتهاي: در آستروسيتها TGFβ2و  TGFβ1بر بيان ژنهاي فاكتورهاي محافظت كننده نوروني  BIOاثر -3شكل 
μM5/0 وμM1  ازBIO  س ساعت تيمار شده و سپ 48به مدتRNA  آنها استخراج وRT-PCR همانطور كه مشاهده مي شود به تناسب . گرديد

و  TGFβ1فاكتورهاي محافظت كننده نوروني از  سلولهاي آستروسيت تيمار شده در مقايسه با سلولهاي شاهد ميزان بيشتري ،BIOغلظتهاي افزايش 
TGFβ2 تيمار با . را بيان ميكنند BIOين نداشته استتاثيري بر بيان ژن بتا اكت .  

  
در آستروسيتهاي تيمار شده  TGFβ1وTGFβ2 مربوط به بيان فاكتورهاي محافظت كننده نوروني real time PCRنتايج آماري حاصل از  -1جدول

 4/6، 4/3، 3/1به ترتيب  TGFβ1براي ژن  PCRميزان محصول . BIOاز  μM1 و μM1/0 ،μM5/0در نمونه هاي تيمار شده با غلظتهاي : BIOبا
  .(P<0.001) افزايش نسبت به نمونه كنترل را نشان ميدهد برابر  1/7،  1/4، 1/2به ترتيب  TGFβ2و براي ژن  برابر افزايش

Ratio 
mean 

Target (TGF beta 
1) 

Control (TGF 
beta 1) 

BIO treated 
(beta actin) 

Control (beta 
actin) 

BIO (µM) 
 
 

3/1 3/30  43/32  9/12  65/13 μM1/0 

4/3 1/28  32  5/12  1/13  μM 5/0  
4/6 4/27  28 8/11 3/12 μM1 

  
Ratio meanTarget (TGF beta 2) Control (TGF 

beta 2) 
BIO treated (beta 

actin) 
Control (beta actin) BIO (µM) 

 
1/2  30 1/30  9/12 65/13 μM1/0 

1/4  29 29 5/12 1/13  μM5/0  
1/7  7/27  1/33  8/11 3/12  μM1  

 

  بحث
ثير أبا ت پاركينسون و بيماريهاي نورودژنراتيو از قبيل آلزايمر

بر سيستم عصبي مركزي باعث القاء آپوپتوزيس در نورونها 

از  .راد زيادي مي گرددنه باعث مرگ افشده و لذا ساليا
مكانيسمهاي فيزيولوژيك براي مقابله با اثرات تحليل 

شدن سلولهاي  فعالوروني در اين بيماريها، مي توان ن
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و مسيرهاي سيگنال دهي مختلف فعال شده توسط  لگليا
نشان داده است كه  in vitroطالعات م. اين سلولها را نام برد

مقاومت زيادتري مقابل آسيب ديدگي  در آستروسيتها
به محض شروع آسيب ديدگي در  .نسبت به نورونها دارند

ي فعال شده جهت آستروسيتهاسيستم عصبي مركزي، 
و  14، 8، 2(هبود ناحيه آسيب ديده وارد عمل مي شوندب

 آسيب ديدگي سيستم عصبي مركزي،ط يدر شرا .)30
تحريكي است در سطح  نسميترانوروتريك  كه گلوتامات

عدم  كه در صورتيافته مغز به ميزان زيادي افزايش 
عامل مخرب عمل مي  به عنوانخروج از سيستم عصبي 

ن ياز عوامل خارج كننده ا يكي ي فعالآستروسيتها. كند
 آستروسيتها علاوهب .)10(ستم هستندياز س يگلوتامات اضاف

فاكتورهاي محافظت  كننده ترشحمنبع اصلي  به عنوان
 شوند ميوارد عمل  در كنترل بقاي نورونهاكننده نوروني 

ترشح شده  فاكتورهاي محافظت كننده نورونياز . )13(
، 1TGFβ ،2TGFβ ،GDNF توان به مي آستروسيتهاتوسط 
BDNF و NT3 داراي اكثر اين فاكتورها . )9(اشاره كرد

منجر به فعال  كه رسپتورهايي با خاصيت كينازي ميباشند
از  يكي. شدن مسيرهاي پيام رساني درون سلولي مي گردد

آنزيم گليكوژن  ،دهي سيگنال يرهايعوامل مهم مس
ناز ترئونين كي - يك سرينكه است  (GSK-3β) سنتĤزكيناز

منجر  )23( فسفريله شدن فعاليت آن از طريقبوده و مهار 
به فعال شدن مسيرهاي پيام رساني درون سلولي از جمله 

مطالعات نشان  .شود يم PI3K-Akt و Wntمسيرهاي 
در بيماريهاي نورودژنراتيو مانند آلزايمر فعاليت دهد  مي

GSK-3β  منجر به هيپرفسفريله شدن مي يابد كهافزايش 
 و لذا كلافهاي نوروفيبريلاري  شده Tau تئيني بنامپرو

;NFT) تشكيل  )امل مرگ نوروني در بيماري آلزايمروعاز
نتايج تحقيقات نشان مي دهد كه  ).7و  6، 4، 1( مي شود

در سلولهاي آستروسيت به صورت فعال  GSK3βآنزيم 
وجود داشته و لذا استفاده از مهاركننده هاي اين آنزيم در 

تواند بر سنتز فاكتورهاي محافظت يآستروسيت م سلولهاي
 )27( وهمكارانش Sutherland. كننده نوروني مؤثر باشد

ي سلولهابه محيط كشت  ATPكه اضافه كردن نشان دادند 
در  9آستروسيت باعث فسفريله شدن سرين شماره 

GSK3β تحقيقات .)27(و كاهش فعاليت آن مي گردد 
Dhandapani كه  نشان داد 2003 و همكارانش در سال

GSK3β  17ثير أتحت ت يآستروسيتهادر-β estradiol، 
مهارشده و موجب فعال شدن مسير سيگنال دهي 

PI3K/Akt ةافزايش بيان فاكتورهاي محافظت كنند و 
با توجه به  ).13(د مي گردTGFβ2 و  TGFβ1نوروني 
، در اين گريد در چند مسير سيگنال دهي GSK-3β اهميت

استفاده و  GSK-3β مهاركننده به عنوان BIOپژوهش از 
 تهايتوسط آستروس سنتز فاكتورهاي محافظت كننده نوروني

و  indigoاز خانواده  BIO .مورد سنجش قرار گرفت
است كه از منابع طبيعي نظير نوعي  indirubinايزومرهاي 

) Gastropod Molusca(حلزون از خانواده شكم پايان 
العات اوليه نشان داده است كه مط. )22(استخراج مي شود

BIO  مي تواند به عنوان مهاركننده اختصاصي و
 قيتحقدر اين . )20(عمل كند GSK-3βفارماكولوژيك 

ي خالص شده از كورتكس مغز نوزاد دو روزه آستروسيتها
rat ثير أتحت تBIO  فاكتورهاي  سنتزقرار گرفته وTGFβ1 
 Real-time PCRو RT-PCRبوسيله تكنيكهاي  TGFβ2و

ي غلظتهابا  آستروسيتها. ندمورد سنجش قرار گرفت
μM1/0،μM 5/0  وμM1 ازماده BIO  ساعت 48مدت به 

 Real-time دست آمده از تكنيكه نتايج ب. تيمار شدند

PCR  ي غلظتهاتناسب افزايش ه بنشان داد كهBIO  و لذا
بيان توجهي در قابل افزايش ، GSK3βش درمهار يافزا

در توافق با . شود يحاصل مTGFβ2 و TGFβ1فاكتورهاي 
 )26( و همكارانش Sinhaتحقيقات  ،دست آمدهه نتايج ب

و  GSK-3βبين مهار آنزيم  وجود ارتباط مستقيمنيز 
با آنها  .كند يد مييرا تأ افزايش بيان فاكتورهاي رشد

 GSK-3βآنزيم  ةبه عنوان مهار كنند BIOاستفاده از 
در سلولهاي اپي را  (IGF)ولينيافزايش بيان فاكتور شبه انس

فعال شدن مسير سيگنال  ناشي از كه نشان دادند تليال كليه
. )15(سلولي بود ءو در نهايت افزايش بقا PI3K/Aktدهي 
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Chin نشان دادند  2003در سال  زين و همكارانش
افزايش بيان باعث  GSK-3βمهار آنزيم با Wnt  پروتئينهاي

IGF در مجموع . )11(ندمي شو و مهار آپوپتوزيس
 يبرا يرا مسبب آستروسيتهادر  GSK-3βمهار توان  يم

ر ينظ افزايش بيان فاكتورهاي محافظت كننده نوروني
TGFβ1 وTGFβ2 به بهبودي  آنبا مهار  لذاو قلمداد كرد

اميدوار بقاء نوروني  شيو افزا CNSبخشهاي آسيب ديده 
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The effect of BIO, a specific GSK3-Β inhibitor, on the expression 
of neuroprotective factor Tgfβ in cultured astrocytes 

Parvaneh Tafreshi A.1,Piroozi A.2, Kashani F. 2, Darvishalipour S.1 and Zeynali B.2 
1 The National Research Centre For Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, I.R. Of IRAN 
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Abstract 

Astrocytes are the most important glial cells of the central nervous system, ten times as 
much as neurons and with the ability of neuroprotection against injuries, ischemia, etc. 
Apoptosis of the astrocytes therefore leads to disease progression in neurodegenerative 
pateints such as Alzheimer's and Parkinson's diseases. Investigations on possible 
signaling pathway (s) involved in neuron death suggest that GSK3-β "glycogen 
synthase kinase-3β", a key molecule of the Wnt and PI-3 kinase signaling pathways, is 
considerably increased in neurodegenerative diseases. In this study we sought to 
determine if the expression of neuroprotective factors such as TGFβ1 and TGFβ2 in 
cultured astrocytes is altered by inhibition of GSK3-β. Different concentrations of BIO, 
a specific inhibitor of GSK3-β (0.1 µM, 0.5 µM and 1µM) were therefore used. The 
treated and control astrocytes were isolated after 48 hours and monitored for the 
expression of TGFβ1

mRNA and TGFβ2
mRNA

 using real-time RT-PCR. Our results show 
that the BIO treated cells express much higher amounts of TGFβ1 and TGFβ2 in 
comparison with the control cells. The increased expression of TGFβs following the 
inhibition of GSK3-β points at the involvement of GSK3-β in neuroprotective activity 
of astrocytes. 

Keywords: GSK3β, BIO, astrocyte, TGFβ 
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