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  چكيده

ها قادرنـد االتهـاب سيـستم اعـصاب مركـزي را             اين سلول . هاي موجود در مغز هستند     بيشترين سلول ها   آستروسيت :هدف
 از  24 اينترلـوكين     و 20 اينترلوكين   ،19اينترلوكين  انتقال پيام   . مايندكنند آغاز يا مهار ن     هايي كه توليد مي    وابسته به سايتوكين  

 صـورت  20R2اينترلـوكين    β و زنجيـره 20R1اينترلـوكين   αطريق اتصال به يك گيرنده هترودايمـر متـشكل از زنجيـره    
ثير أ ايمني را تحت ت    هاي هاي گيرنده واكنش    كه انتقال پيام توسط اين كمپلكس      ستا مطالعات گذشته روشن نموده   . گيرد مي

بـه عنـوان   .  در مغز تاكنون روشن نشده اسـت 20R2اينترلوكين و  20R1اينترلوكين   يشناخت زيستدهد؛ اما اعمال     قرار مي 
 20R2اينترلـوكين  و  20R1اينترلوكين هاي  هاي سايتوكيني در مغز، بيان گيرنده     شناخت نقش اين گيرنده    براياولين مرحله   

  .شدبررسي  C57BL/6 وشهاي م توسط آستروسيت
ميلـين اليگودندروسـيت     توسـط پپتيـد  1321N1 آستروسـيتوما  و رده سلوليها  در اين تحقيق آستروسيت    :ها مواد و روش  
اينترلـوكين   و   20R1اينترلـوكين   هـاي     تحريك شدند و توليد پروتئين گيرنده      GM-CSF و   ساكاريد ليپو پلي  ،گليكوپروتئين

20R2    بر توليـد  ساكاريد ليپو پلي ثير  أت همچنين. دشرسي   به روش فلوسيتومتري بر mRNA  هـاي سـايتوكيني     ايـن گيرنـده
  .شد مطالعه RT-PCRتوسط آستروسيت با استفاده از روش 

 20R2اينترلوكين   و   20R1اينترلوكين   mRNAها قادرند     براي اولين بار در اين مطالعه نشان داده شد كه آستروسيت           :نتايج
 و  20R1 اينترلـوكين     بيان پـروتئين   ؛به علاوه .  بلكه در غياب آن نيز بيان نمايند       ساكاريد ليپو پلي تحريك  نه تنها در پاسخ به      

  . تشخيص داده نشد1321N1 آستروسيتوما و رده سلوليها   بر سطح آستروسيت20R2اينترلوكين 
از  ..شـود  هـا بيـان مـي      ستروسيتم در آ  ي به طور ساختاري و دا     20R2اينترلوكين   و   20R1اينترلوكين   mRNA :گيري نتيجه
هـا كـه بـراي      ايـن يافتـه    دارندهاي التهابي نقش     ها و سايتوكين   جايي كه در بيشتر فرآيندهاي نوروپاتولوژيك آستروسيت       آن

  .دارداي  شود در تحقيقات آينده اهميت ويژه اولين بار گزارش مي
  

  20R2اينترلوكين  ،20R1اينترلوكين  ساكاريد، پلي ، ليپوها  آستروسيت:واژگان كليد
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 20R2 و اينترلوكين 20R1مطالعه بيان اينترلوكين 
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  مقدمه
هــا كــه   نــورون؛دو نــوع ســلول اصــلي در مغــز وجــود دارد

هـاي اصـلي     كننـد و واسـطه     هاي الكتريكي را هدايت مـي       تحريك
 كه به طـور     )Astrocytes (ها  و آستروسيت   هستند تشكيل حافظه 

. كننـد  ها مهيـا مـي   عمده اعمال پشتيباني و محافظتي را براي نورون       
 بـه   "astro" از واژه يوناني     )Astroglia ( يا آستروگليا  آستروسيت

هاي موجود در    بيشترين سلول  معناي ستاره نامگذاري شده است و     
مطالعـات  . دهنـد  مي  درصد كل توده مغز را تشكيل      90 مغز بوده و  

هاي مهمي در تنظـيم اعمـال        ها نقش  دهند كه آستروسيت   نشان مي 
بـه عنـوان    . ]1 [ها مستقل است   نها بر نورو    آن آثاركه از   رند  مغز دا 
ها در تمامي مراحل تكامـل عـصبي نقـش اساسـي             اين سلول مثال  
هـاي بنيـادي عـصبي عمـل         همچنين قادرند به عنوان سلول     .دارند

 ـزوا ،]2[ نمايند و موجب توليد نـورون هـا شـوند           راد آكـسوني    ي
باعـث  همچنين  ،  ]4[را القا كنند    ) Neuritis(و نوريت   ] 3[هدايت  
  ].4[د شونها  و بقاي نورون] 7-5[ سيناپس تشكيل

كنون به خوبي شناخته نشده است،       تحت شرايط خاصي كه تا    
توانند التهاب را آغاز نمايند و همچنين بـا فعـال            ها مي  آستروسيت
-Auto( هـاي خـودي    ژن گر بـا آنتـي     واكنش Tهاي   شدن سلول 

Reactive T Cells( ممكن است پتانـسيل پـيش   . دنمقابله نماي
ــيت   ــابي آستروس ــد الته ــا ض ــاه آن  ي ــه جايگ ــا ب ــز   ه ــا و ني ه

. كننـد وابـسته باشـد       كه توليد مي   )Cytokines (هايي سايتوكين
هـا فعـال كـردن       هـاي فيزيولوژيـك آستروسـيت      يكي از نقـش   

هـاي   و القا آزادسازي سايتوكين) Th2 )T helper 2هاي  سلول
-IL و )Interleukin 4: IL-4( 4  اينترلـوكين ضد التهابي نظير

التهـابي    پيش Tهاي    كه التهاب مغزي به واسطه سلول      است 10
ها در سيستم اعـصاب      به علاوه آستروسيت  . كند را فروتنظيم مي  

 را توسـط القـاي      Tهـاي    هاي پيش التهابي سـلول     مركزي پاسخ 
هـاي    سلول مرگ سلولي برنامه ريزي شده     و   )Anergy (آنرژي

Tگري  با ميانجي CTLA-4 )Cytotocxic T Lymphpcyte 

Antigen-1 ( وCD95L  ايــن  همچنـين  .نماينــد  سـركوب مـي
 TNF-α هاي پيش التهابي مانند    ها قادر به توليد سايتوكين     سلول

)Tumor Necrosis Factor- α( ،IL-6 ،IL-1β، MCP-1 

)Monocyte Chemotactic Protein-1 (و GM-CSF 
)Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor( 

ها التهاب سيستم اعصاب مركزي را       بنابراين آستروسيت . هستند
كننـد آغـاز يـا مهـار         هـايي كـه ترشـح مـي        وابسته به سايتوكين  

  ]. 8[نمايند  مي
ها طي فعال شدن طولاني      دهند كه آستروسيت   مطالعات نشان مي  

 و  IFN-γ )Interfron-γ(، TNF-α در بدن يا پس از تحريك توسط      
IL-1βــول ــاي  مولكـ   MHC )Major Histocompatibility هـ

Complex (  كلاسII     نماينـد و ظرفيـت تحريـك         را بيـان مـي
اي اختـصاصي ميلـين و        اتوراكتيـو خـاطره    +T CD4هاي   سلول

ژن را    بـه صـورت اختـصاصي آنتـي        Tهـاي    فعال نمودن سلول  
ايـن فرآينـدها منجـر بـه آغـاز التهـاب سيـستم              . كنند كسب مي 

 زايـي  بيمـاري ي نقش مهمـي در      د و دارا  شو اعصاب مركزي مي  
ــل اســكلروزيس . اســت )Multiple Sclerosis: MS (مالتيپ

 II كلاس   MHCهاي   آدرنرژيك بيان مولكول  -2-هاي بتا  گيرنده
هـاي ايمنـي منجـر       نمايند؛ واكنش  ها كنترل مي   را در آستروسيت  

هـا و در نتيجـه كـاهش وضـعيت           به از دست رفتن اين گيرنـده      
  ].8[د شو ها مي آستروسيتسركوب كننده ايمني در 

هاي عرضه كننـده     ها به عنوان خط ثانويه سلول      آستروسيت
در سيـستم اعـصاب مركـزي عمـل         اي سـاكن     غيرحرفهژن   آنتي
هاي عرضه كننده    نمايند كه با آغاز التهاب توسط ديگر سلول        مي
 هـاي دنـدريتيك     و سلول  )Microglia (ژن نظير ميكروگليا   آنتي

)Dendritic Cells(بــه واســطه آزادســازي . ندشــو عــال مــي ف
ــه از   ، آستروســيتIFN-γموضــعي  ــين را ك ــدهاي ميل ــا پپتي ه

شود را برداشـت     شان آزاد مي   هاي آسيب ديده در نزديكي     سلول
هـا قادرنـد برخـي       همچنـين ايـن سـلول     . نماينـد  و عرضه مـي   

ژن مانند پپتيـدهاي ميلـين اليگودندروسـيت         پپتيدهاي نوروآنتي 
  :myelin Oligodendrocyte Glycoprotein(گليكوپروتئين 

MOG (           هـاي    را به طـور مـستقيم بـه واسـطه مولكـولMHC 
هـا را    سطح سلولي اشغال نشده عرضـه نماينـد يـا آن        IIكلاس  

برداشت، پردازش و عرضه كنند، نظيـر پـروتئين اصـلي ميلـين             
)Myelin Basic Protein: MBP(] 8.[  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  و همكارانفرجام بهاره عبد نيك
  

 38  1391 زمستان، 4، شماره 15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  38

هـاي   هـا پاسـخ    هاي مـشتق از آن     ها و سايتوكين   آستروسيت
ايمني را در سيستم اعصاب مركزي آغاز و به صـورت مناسـبي             

توانند تركيبات   ها مي  به علاوه اين سايتوكين   . نمايند هماهنگ مي 
ــسم  ــدي در مكانيـ ــلي و كليـ ــده در   اصـ ــركت كننـ ــاي شـ هـ

هاي  برهمكنش.  باشند )Neurodegeneration (نورودژنراسيون
هـا در    شـدن آستروسـيت    گليال در تعيين آستانه فعال       -نوروني
با توجه به نقش    . هاي التهابي نقش دارد     توليد سايتوكين  راستاي

 هــا در محافظــت عــصبي و نوروپــاتولوژي بــالقوه آستروســيت
)Neuropathology( ها با اعمال    شود كه سايتوكين   بيني مي  پيش

ها  توانند عملكرد آستروسيت   هاي اختصاصي مي   تنظيمي و گيرنده  
 بــراي مثــال ؛لــوب يــا مــضر تغييــر دهنــدرا بــه يــك جهــت مط

ــاري  ــرميم در بيمـ ــدهاي تـ ــا   فرآينـ ــاي نوروپاتولوژيـــك يـ هـ
  ]. 9[گيرند  نورودژنراسيون در شرايط التهابي تحت كنترل قرار مي

ــانواده  ــامل IL-10خـ    ،IL-19 ،IL-20 ،IL-22 ،IL-24 شـ
IL-26، IL-28   وIL-29 هـا   تشكيل كمپلكس  ].11-10 [است

  توكيني سـطح سـلولي اختـصاصي خـانواده         هـاي سـاي    با گيرنده 
IL-10           كـه ايـن     اسـت ، مرحله اول در مـسيرهاي انتقـال پيـام 

هاي انتقال پيام،     توليد كمپلكس  براي. برند كار مي  ها به  سايتوكين
. مـورد نيـاز اسـت     ) 2 و   1نـوع   (دو زير واحد مجزاي گيرنـده       

 درون سـلولي    )Domains (هاي  داراي دومن  1هاي نوع    گيرنده
 Signal Transducer ( هـا STATتوانـد   مـي  كه استدتر بلن

and Activator of Transcription (  يـك  . را فراخـواني كنـد
 هــا STATتــر كــه بــا  گيرنــده بــا دومــن درون ســلولي كوتــاه

  در ژنـوم   ]. 12[شـود     خوانـده مـي    2دهـد نـوع      برهمكنش نمي 
IL-10 ،IL-19 ،IL-20 و IL-24  ــرار ــديگر ق ــي يك  در نزديك
هـا وجـود دارد و بـه          هومولوژي بسيار بـالايي بـين آن       ودارند  

  ].13[ همين علت داراي ساختار سوم بسيار مشابهي هستند
IL-19  ،IL-20   و IL-24       هـاي   به طور اصلي توسـط سـلول

 )Keratinocytes (ها  و كراتينوسيت)Myeloid Cells (يدييميلو
هــاي پــيش التهــابي را توســط القــا  شــوند و پاســخ ســاخته مــي

هـا   ها در كراتينوسـيت     و سايتوكين  )Chemokines (ها كينكمو
هـا    توليد ايـن سـايتوكين      منبع تليال اپيهاي   سلول. كنند فعال مي 

 )Lipopolysaccharide: LPS( ساكاريد  ليپو پليهمچنين. هستند
 ،IL-19. كنـد  ها القا مي   ها را توسط مونوسيت    توليد اين سايتوكين  

IL-20 و IL-24هــاي ســلولي   هــا يــا رده   در كراتينوســيت
هــاي  ، ژنIL-20 .كننـد   را فعــال مـي STAT3هـا   كراتينوسـيت 

 را  )Defensins (ها ها، پروتئازها و دفنسين    التهابي نظير كموكين  
 و  IL-19  ،IL-20 انتقال پيـام     ].13[كند   در پوست فراتنظيم مي   

IL-24      اي بـه نـام    از طريق اتصال بـه يـك گيرنـده دو زنجيـره  
IL-20R1   و IL-20R2         از طريق فعال كـردن مـسير Jak/Stat 

)Stat1   و Stat3 ( همچنين]. 14 ،10[گيرد   صورت مي IL-20R2 
 كمپلكس گيرنده هترودايمر تشكيل دهد      IL-22Rقادر است با    
   ].15[د شو  استفاده ميIL-24 و IL-20 توسط كه ترجيحاً
 و تنظيم اغلب اعضاي خانواده      زيستيهاي   جايي كه نقش   از آن 

هـــا در ايمنـــي مغـــز و  هـــاي آن  و گيرنـــدهIL-10وكيني ســـايت
، به عنـوان اولـين گـام در شناسـايي           نيستها مشخص    آستروسيت

 و  IL-20R1هـا،    هاي آن  هاي اين خانواده و گيرنده     نقش سايتوكين 
IL-20R2 بـالا بيـان   همان طور كه در     . دندش مطالعه انتخاب    براي 

 و  IL-19  ،IL-20 يعنـي    IL-10شد سه عضو خانواده سـايتوكيني       
IL-24  ايـن  . نماينـد  هـا انتقـال پيـام مـي        كارگيري اين گيرنده   با به

بـه  . اسـت هاي مهمـي در سيـستم ايمنـي          ها داراي نقش   سايتوكين
هايي كه   پيامهاي ايمني و      بر سلول  IL-19 آثارمطالعات  عنوان مثال   

 يـك   IL-19هـد كـه      نـشان مـي    را فراتنظيم كند     IL-19 است قادر
بــه .  اســت)Immunomodulators (مونومــادولاتورســايتوكين اي

 .هاي مختلفي نقـش دارد      بيماري پاتوژنزها در     اين سايتوكين  ؛علاوه
هاي ايمني موجود    ها توسط سلول   بنابراين شناسايي بيان اين گيرنده    

  . داردها اهميت  در سيستم اعصاب مركزي براي مثال آستروسيت
ــي  ــشان م ــات ن ــد مطالع  در IL-24 وIL-19 ، IL-20 دهن

  Synovial (اي موجود در مايع سـينوويال      هاي تك هسته   سلول
Fluid(      يـد آرتريـت   ي بيماران مبـتلا بـه روماتو) Rheumatoid  

Arthritis(  همچنين روشـن شـده      ].17-16 [شوند  فراتنظيم مي 
هاي پوسـتي    بيماريپاتوژنزدر IL-24   و IL-19،IL-20است 

چندين مطالعه . ]18[ ند نقش دار)Psoriasis (نظير پسوريازيس 
  نقـش اساسـي در ايمونوپـاتولوژي       IL-19نشان داده است كـه      
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)Immunopathology(   بيـان   ].19[كنـد     پسوريازيس بازي مي
IL-19            در ضايعات پسورياتيك در سرم بيماران مبتلا بـه آسـم 

 يزيـست   اعمـال  نقش مهمـي در  IL-20].11[شود  فراتنظيم مي
تراريخــت هــاي   در مــوشIL-20افــزايش بيــان . ردپوســت دا

)Transgenic(             منجر به مـرگ نـوزادان بـا اخـتلالات پوسـتي 
 توقـف رشـد      سـبب  IL-24 .]20[د  شـو  مشابه پسوريازيس مي  

ــا    ــط الق ــا توس ــشت توموره ــل بازگ ــلولي   يغيرقاب ــرگ س م
  .]13 [دشو  يا تمايز مي)Apoptosis (ريزي شده برنامه
 توسـط   IL-20R2 و   IL-20R1هـاي    كنون بيـان گيرنـده     تا

  و IL-19،IL-20ها بـه   گويي آن ها و بنابراين پاسخ آستروسيت
IL-24   هـاي   در ايـن مطالعـه آستروسـيت      .  اسـت  نشده بررسي

 و رده سـلولي    C57BL/6هاي نـوزاد      مغز موش  قشرحاصل از   
 )1321N1 )1321N1 Astrocytoma Cell Lineآستروسيتوما 
مورد حملـه   هاي ميلين كه     ژن يكي از آنتي   (MOGتوسط پپتيد   

، ) نقـش دارد   MS بيمـاريزايي گيـرد و در       قرار مي  Tهاي   سلول
 LPSبه عنوان پپتيد كنتـرل،  ) Ovalbumin: OVA (اوالبومين

ير آن بـر    أث به صورت جداگانه تحريك شدند و ت       GM-CSFو  
 بــــه روش IL-20R2 و IL-20R1هــــاي  توليــــد گيرنــــده

 ـ ؛بـه عـلاوه   . دش ـفلوسيتومتري بررسـي     ليـد   بـر تو   LPSثير  أ ت
mRNAــده ــاي  و گيرن ــايتوكيني  ه  IL-20R2 و IL-20R1س

  .شد مطالعه RT-PCR هاي به روش توسط آستروسيت
  

  ها مواد و روش
  C57BL/6هاي  ها از مغز موش كشت آستروسيت

بـا تغييـرات   C57BL/6 هـاي   مـوش هاي آسـتروگليال   سلول
. ]21[دسـت آمدنـد       بـه  )McCarthy(كـارتي    اندكي از روش مك   

يك تـا پـنح روزه و   C57BL/6 هاي نوزاد  مغز موشكورتكس از 
. دش ـبه طور كامل جـدا   ميكروسكوپ مننژ با استفاده از يك استريو

 ليتـر   ميلي 5/1ها به قطعات كوچك بريده شد و همراه با           كورتكس
DMEM) Dulbecco's Modified Eagle's Minimum  

Essential Medium( 5/13ليتـري حـاوي    ميلـي 50 به فالكون 
 -HBSS-HEPES] Hanks' Balanced Salt Solutionليتر  يميل

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid[، 
 و  شـد  منتقل   DNAase ميكروليتر   75ليتر تريپسين و      ميلي 5/1

قطعـات  .  انكوبـه شـد    گراد  درجه سانتي  37 دقيقه در    5به مدت   
ستور بـه    به طور مكانيكي توسط يك پيپت پا       قشركوچك بافت   

ــا    ــلولي ب ــديل شــد و ذرات س ــلولي تب ــك س ــسيون ت سوسپان
. شـد  ميكرومتـري خـارج      75فيلتراسيون از يك فيلتـر سـلولي        

دور در دقيقه    800با سرعت    دقيقه   8سوسپانسيون سلولي به مدت     
 DMEMكـشت اوليـه سـلول گليـال در محـيط            . سانتريفوژ شـد  

  واحــد درFSC) Fetal Calf Serum(، 100  درصــد10حــاوي
 ليتـر   ميكروگـرم بـر ميلـي    100  و )Penicillin (سيلين پني ليتر ميلي

هاي  سوسپانسيون شد و در پليت) Streptomycin (استرپتومايسين
 اورنيتـين  -ال -متري پوشيده شـده بـا پلـي         ميلي 90كشت سلولي   

)Poly-L-ornithine(    كـشت   گـراد   درجه سانتي  37در انكوباتور 
 روز بعـد و سـپس       6 روز بعد،    محيط كشت . سلولي رشد داده شد   

هـا    كشت Confluence درصد   90 .دشدو مرتبه در هفته تعويض      
  . دست آمد  روز پس از كشت اوليه به18 تا 14

هـاي غيـر چـسبنده        جداسـازي سـلول    برايها   پليت سپس
 از ] و ميكروگليــا)Oligodendrocytes (هــا اليگودندروســيت[

بـا   سـاعت    2 بـه مـدت      )Shaker (هـا روي شـيكر     آستروسيت
 تكـان داده    گـراد   درجه سـانتي   37 در   دور در دقيقه   150سرعت

مـايع رويـي محـيط كـشت بـه      . )Shaking off method (شد
. ها توسط پيپت پاستور برداشـته شـد        منظور جداسازي اين سلول   

 دســت آمدنــد و در هــا توســط تريپــسينه كــردن بــه آستروســيت
در اورنيتـين    -ال -پوشـيده شـده بـا پلـي       هاي كشت بافتي     پليت

 سـاعت رشـد داده      48 بـه مـدت      گـراد   درجه سانتي  37انكوباتور  
  مرتبـه  2ها،   دست آوردن كشت خالص آستروسيت      به براي. شدند

  . دشتريپسينه كردن تكرار فوق و مراحل روش 
  

بـه روش    هـا  تعيين خلوص كشت آستروسـيت    
  GFAP  اختصاصينشانگرايمونوسيتوشيمي با 

ــلول  ــشت س ــوص ك ــترو خل ــاي آس گليال توســط روش ه
 غير مستقيم بـا      )Immunocytochemistry (ايمونوسيتوشيمي
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) anti-GFAP )Glial Fibrillary Acidic Proteinبادي  آنتي
 تـسهيل اتـصال،     براي. دش تعيين   )، آمريكا Dakopatts(موشي  

 - ال -هاي پوشانده شده با پلي     Coverslip ها روي  آستروسيت
 گـراد   درجه سانتي  37 كوباتور ساعت در ان   24اورنيتين به مدت    

  ها توسـط پارافرمالدهيـد      سلول. كشت سلولي كشت داده شدند    
بادي   با آنتيپس از آن. شدند  تثبيت دقيقه30 درصد به مدت 4

 ساعت در يخچال انكوبـه      16 موشي به مدت     anti-GFAPاوليه  
  PBS) Phosphate Bufferedسپس سه بار توسط بـافر  . ندشد

Saline(بادي ثانويه  ند و با آنتي شستشو شدAlexa Fluor 488 

dye-labeled goat anti-rabbit IgG )Invitrogen آلمـان ،( 
پـس  . دشـدن  ساعت در دماي اتاق در تاريكي انكوبه        1به مدت   

-DAPI )4',6ها توسط  ، هسته سلولPBSاز سه بار شستشو با     

diamidino-2-phenylindole( شد آميزي  رنگ . Coverslip  ها 
  بــه مــدت ) ، آلمــانMowiol )Merkاي توســط   لام شيــشهروي

 و توسط ميكروسكوپ    تثبيت ساعت در دماي اتاق در تاريكي        24
  . شدتجزيه و تحليلشمارش و فلورسنت و كانفوكال 

  
 حاصل از پوسـت     A375 هاي سلولي  كشت رده 

  Malignant (انسان مبتلا به ملانومـاي بـدخيم      
Melanoma( هـاي  ل سلو شبه شناسي ريخت ، با 

  1321N1  و آستروسيتومايتليال اپي
رشـد   FCSدرصد   10  حاوي RPMI  در محيط  A-375سلول  

 ـ     . داده شد   و  IL-20R1خـود گيرنـده      هاين رده سلولي به طور خودب
IL-20R21321  آستروسـيتوما سـلولي  رده. نمايد بيان مي  راN1  در

  . كشت داده شدFCSدرصد  15حاوي  DMEMمحيط 
  

 بر سطح   IL-20R2 و   IL-20R1 بررسي بيان گيرنده  
 آستروسيتوما  هاي سلولي  هاي موش، رده   آستروسيت

1321N1 و A375به روش فلوسيتومتري   
 در 1321N1 هــا و رده ســلولي آستروســيتوما آستروســيت

 )MOG )MOG 35-55  خانه با پپتيدهاي نوتركيب24هاي  پليت
موشـي  ) OVA323-339(و اوالبومين   ) ، آمريكا Alexis (موشي

)ANASPECT(      ليتـر    ميكروگرم در ميلـي   30 هر كدام به غلظت
ــب  و ــايتوكين نوتركي ــين س ــي GM-CSF همچن ، R&D( موش

 ـ از اشر  LPS و   ليتـر   نـانوگرم در ميلـي     10 به غلظت    )آمريكا  شياي
 )، آمريكاSigma( B8:0127 سروتيپ )Escherichia coli( كلي

جــه  در37 در انكوبــاتور ليتــر  ميكروگــرم در ميلــي10 بــه غلظــت
.  سـاعت رشـد داده شـدند   24 كشت سلولي بـه مـدت       گراد سانتي
، MOGهـاي    ها بدون محرك   هاي كنترل كشت آستروسيت    چاهك

GM-CSF   و LPS از پپتيد اوالبومين به عنوان كنترل پپتيد       .  بود
MOG  رده سلولي . دش استفادهA375خودي  ه به صورت خودب
د و در ايـن     نماي  را بيان مي   IL-20R2 و   IL-20R1هاي   گيرنده

  .كار رفت هاي فوق به مطالعه به عنوان كنترل مثبت بيان گيرنده
 Goat، )، آمريكاIL-20RA )Abnovaبادي ضد موشي  آنتي

Anti-Rabbit IgG Rhodamine )Abnovaو)، آمريكــا  IgG 
 در سـنجش    )R&D(  به عنوان ايزوتيپ كنتـرل     خرگوشطبيعي  

IL-20R1شد  به روش فلوسيتومتري استفاده. 

 IL-20RB) R&D(،NorthernLightبادي ضد موشي  آنتي

Anti-sheep IgG-NL557) R&D (و IgG گوسـفند  طبيعي 
 بـه   IL-20R2 در سـنجش     )R&D (به عنوان ايزوتيـپ كنتـرل     

 .كار رفت روش فلوسيتومتري به

 تيمار شده   1321N1ها و سلول آستروسيتوماي      آستروسيت
 EDTA /پـسين  توسط انكوباسيون بـا تري     A375و رده سلولي    

)Ethylenediaminetetraacetic Acid ( گراد  درجه سانتي37در 
بـه  تها دو مر   سلول.  دقيقه جداسازي و برداشته شدند     5به مدت   

 سـديم   درصـد  01/0 و   FBS  درصد PBS  ،3( در بافر شستشو  
  .شسته شدند) آزيد

  ، PBS(آميـزي     بـافر رنـگ     ميكروليتـر  50ها در    آستروسيت
سوسپانـسيون و بـا     )  سديم آزيد  درصد 01/0 و   FBS  درصد 3

 و  IL-20RA ضـد موشـي      هـاي  بـادي  آنتي(هاي اوليه    بادي آنتي
IL-20RB ( ند ساعت روي يخ انكوبه شد1به مدت.  
 و  FBS  درصـد  PBS  ،1(ها دو بار با بـافر شستـشو          سلول
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 هاي بادي ها با آنتي   سلول. ندشسته شد )  سديم آزيد  درصد 01/0
 NorthernLight Anti-sheep IgG-NL557( ثانويه كونژوگه

 دقيقه 45 به مدت )Goat Anti-Rabbit IgG Rhodamine و
هـا   سلولسپس  . دشدن در تاريكي انكوبه     گراد درجه سانتي  4 در

ــشو شــد  ــافر شست ــا ب ــار ب ــه .نددو ب ــه در لول  50 هــاي جداگان
ــر ــرل ميكروليت ــپ كنت ــا ايزوتاي ــلولي ب ــسيون س ــا   از سوسپان ه

ــگ ــزي شــد رن ــن . آمي ــگدر اي ــتفاده از   رن ــه جــاي اس ــزي ب آمي
  طبيعــيIgG و خرگــوش طبيعــي IgG هــاي اوليــه از بــادي آنتــي

 IL-20R1 بررسي بيان پروتئين     برايها   سلول. دشگوسفند استفاده   
 FACSCallibur flow cytometer )BD توسط IL-20R2و 

Bioscienceشدندتجزيه و تحليل )، آمريكا .  
  

، IL-20R2 و IL-20R1 هاي  ژنmRNAمطالعه بيان 
GFAP بتا اكتين   و  )β-actin(   يـت هـاي    در آستروس

 C57BL/6هـاي نـوزاد       مغـز مـوش    قشرحاصل از   
  RT-PCR به روش LPS تحريك شده توسط

هـاي   ديش  روز قبل از انجام آزمايش در پتري   2ها   آستروسيت
 اسـتخراج   براي (اورنيتين -ال -متري پوشيده شده با پلي      ميلي 90

mRNA   گـراد   سـانتي   درجـه  37در انكوبـاتور    )  توسط تريـزول 
 ميكروگـرم   10  با غلظـت   LPSسپس توسط   . كشت داده شدند  

  چاهـك كنتـرل    .  ساعت تحريك شدند   24 به مدت    ليتر در ميلي 

  . بودLPSها بدون محرك  كشت آستروسيت
  

   RNAاستخراج 
RNA  هاي تيمار شده و كنترل با اسـتفاده از          از آستروسيت 

  . دشلعمل توليد كننده استخراج تريزول بر طبق دستورا
  
 cDNAسنتز  

cDNAبــرداري معكــوس  اي توســط نــسخه  تــك زنجيــره  
  ميكروليتر با اسـتفاده از     20 درحجم واكنش    RNA ميكروگرم از    2

 بر طبق دستورالعمل )، آمريكاRNT) Applied Biosystem كيت
ــده  ــد كنن ــدتولي ــاخته ش ــرايط . س ــنتز ش ــهcDNA: 25س   درج

، بـه   گـراد   درجـه سـانتي    85 و   گراد  درجه سانتي  37،  گراد سانتي
  . دقيقه5 ساعت و 2 دقيقه، 10ترتيب به مدت 

  
  RT-PCRواكنش 

  ميكروليتـر  2 ( ميكروليتـر  25 در حجم    cDNA تكثير الگوي 
ــوي ــرcDNA ،5 الگ ــافر   ميكروليت ــرPCR، 5/0ب از   ميكروليت
dNTPs، 25/0 ــر  DNA Taq polymerase ،5 از ميكروليتـ
 .انجام شـد  ) معكوس و جلويي )Primers (رهايغازگآ ميكروليتر

تـوالي  . شـد اسـتفاده    اكتين به عنوان كنترل داخلـي       بتا ر ژن آغازگ
  . نمايش داده شده است1 در جدول رهاي مورد استفادهآغازگ

  
  هاي مورد استفادهآغازگرتوالي  1 جدول

  
   معكوسآغازگر  آغازگر جلويي  ژن

GFAP GGC GCT CAA TGC TGG CTT CA TCT GCC TCC AGC CTC AGG TT 
IL-20R1 GGCACAAGAGTC TTT GAA CCTACT G GAC AGT ATG CTC CTG ACC CAGG 
IL-20R2 GTC TGG ACA AGT CCG TTC ATG CTA GGT GCA CCG GAA TGTC 
 GGG AAT GGG TCA GAA GGA CT TTTGATGTCACG CAC GATTT بتا اكتين

  
  . نوشته شده است)3´  به نوكلئوتيد5´يد نوكلئوت(سمت چپ به راست  ها از توالي

  
  PCRالكتروفورز محصولات 

    ميكروليتـر  10 درصد حاوي    2 روي ژل آگارز     PCRمحصولات  
  

 
 

 
  
  

ولت بـه    ميلي120 در )Ethidium Bromide (اتيديوم برومايد
ــدت  ــتگاه    20مـ ــط دسـ ــورز و توسـ ــه الكتروفـ   UV دقيقـ
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Transilluminator شد مشاهده و بررسي .  
  

  يجنتا
  ها خلوص كشت آستروسيت

ها توسط روش ايمونوسيتوشـيمي غيرمـستقيم        خلوص كشت 
هاي  سلول. دش تعيين   )GFAP( اختصاصي آستروسيتي    نشانگر با

اختصاصي با استفاده از ميكروسـكوپ      نشانگر  آميزي شده با     رنگ
  درصـد  95هـا حـدود      خلوص سـلول  . فلورسانت شمارش شدند  

 و  GFAPآميـزي شـده بـا        گهاي رن  آستروسيت. تخمين زده شد  
  . نمايش داده شده است1كنترل منفي در شكل 

  

  
  

  
  

 بـراي  ميكروسكوپ كانفوكال واكـنش ايمونوسيتوشـيمي        تجزيه و تحليل   1 شكل
آميزي شـده بـا      هاي رنگ  آستروسيت؛  هاي آستروگليال  تعيين خلوص كشت سلول   

anti-GFAP  ها توسط هسته و به رنگ سبزموشيDAPI اند  در آمده به رنگ آبي .
 GFAPو   anti-GFAPبراي تأييد واكنش اختـصاصي      آميزي كنترل منفي     در رنگ 

  )×40بزرگنمايي ( . استفاده شده استDAPIبادي ثانويه و  از آنتيفقط 
  

 توسـط   IL-20R2 و   IL-20R1هاي   بيان گيرنده 
 آستروسـيتوما هاي سـلولي     رده وها   آستروسيت

1321N1 و A375  
 توســـط IL-20R2 و IL-20R1 بيـــاندر ايـــن مطالعـــه 

  و C57BL/6هـاي نـوزاد      ي حاصل از مغز موش    ها آستروسيت
ــلولي رده ــاي س ــيتوما ه ــه روش A375و  1321N1 آستروس  ب

ــي   ــايتومتري بررس ــدفلوس ــيت. ش ــا آستروس ــلوليه   و رده س
 و MOG پپتيـدهاي نوتركيــب  توسـط  1321N1 آستروسـيتوما 

OVA     و همچنين سايتوكين نوتركيـب  GM-CSF   و LPS   بـه 
هاي كنترل كشت بدون     چاهك.  ساعت تحريك شدند   24مدت  
هـاي رنـگ      سلول . بود LPS و   MOG  ،GM-CSFهاي   محرك

هـا بـا    ايزوتايـپ كنتـرل  . ندشـد نشده به عنوان كنتـرل اسـتفاده        
   .آميزي شدند هاي ايزوتيپ رنگ بادي آنتي

 و  IL-20R1هاي   خود گيرنده  ه به طور خودب   A375 رده سلولي 
IL-20R2  دش ـنمايد و به عنـوان كنتـرل مثبـت اسـتفاده             يان مي  را ب. 

 تجزيـه و تحليـل     WinMDIافزار   دست آمده توسط نرم    اطلاعات به 
 نمايش 2اي شكل  ها به صورت نمودار نقطه شد و درصد بيان گيرنده  

 توسـط   IL-20R2 و IL-20R1 هـا  در اين آزمايش  . داده شده است  
  .  بيان نشد1321N1 آستروسيتوما و رده سلولي ها آستروسيت

  

ــان  ــاي  ژنmRNAبي و  IL-20R1، IL-20R2 ه
GFAP) بتا و  ) ها  اختصاصي آستروسيت  نشانگر
هاي حاصل   ، در آستروسيت  )كنترل مثبت ( اكتين

 تحريـك   C57/BL6هاي نوزاد     مغز موش  قشراز  
  RT-PCR به روش LPSشده توسط 

، IL-20R1، IL-20R2 هاي ژن mRNA بررسي بيان    براي
GFAP،  در حضور و غيـاب       ها آستروسيت كتين بتا ا LPS )10 

.  سـاعت تحريـك شـدند   24 بـه مـدت      )ليتر ميكروگرم در ميلي  
  .  بودLPSها بدون محرك  چاهك كنترل كشت آستروسيت

هـاي نـوزاد      مغـز مـوش    قـشر هـاي حاصـل از       آستروسيت
C57/BL6 در حــضور و غيــاب LPSهــاي   قــادر بــه بيــان ژن 

IL-20R1و IL-20R2دســـت آمـــده از  ج بـــه نتـــاي. بودنـــد
  . نشان داده شده است3در شكل  PCRالكتروفورز محصولات 
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  MOG  ،OVA،GM-CSF در پاسخ به تحريك1321N1  آستروسيتومارده سلولي  وها آستروسيت، )كنترل مثبت (A375 توسط رده سلولي IL-20R2  وIL-20R1بيان  2 شكل
هـا   مي ايـن گيرنـده    ي كه قادر به بيان ساختاري و دا       A375 توسط رده سلولي     IL-20R2 و   IL-20R1بيان  درصد   )3-1الف  (؛  به روش فلوسايتومتري   ساعت   24 به مدت    LPSو  

آميزي  رنگ بسيار پايين است؛ بنابراينيزي نشده آم هاي رنگ  ايزوتايپ كنترل و سلولها در  همان طور كه در شكل نشان داده شده است درصد بيان گيرنده.درصد است 27/41 است
ايزوتايپ .  بيان نشدOVA و LPS ،GM-CSF ،MOG  تحريكهاي موش، در پاسخ به  توسط آستروسيتIL-20R2 و IL-20R1 هاي گيرنده )7-1ب (. دوگانه اختصاصي است

اي نمايش  همان طور كه در نمودار نقطه )7-1ج (. شد نتيجه آزمايش فلوسايتومتري استفاده تيدرس اطمينان از برايهاي تحريك نشده  آميزي نشده و سلول    هاي رنگ  سلول كنترل،
. بـا روش فلوسـايتومتري تـشخيص داده نـشد          OVA و   LPS  ،GM-CSF  ،MOG در پاسخ به     1321N1  آستروسيتوما رده سلولي  توسط   IL-20R2 و   IL-20R1 داده شده است  

  .شد نتايج فلوسايتومتري استفاده درستي اطمينان از  برايهاي تحريك نشده در هر آزمايش شده و سلولآميزي ن هاي رنگ ايزوتايپ كنترل، سلول
  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  و همكارانفرجام بهاره عبد نيك
  

 44  1391 زمستان، 4، شماره 15، دوره  آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس  44

  
  

 بتـا اكتـين    وIL-20R1 ،IL-20R2  ،GFAPهـاي  ژنmRNA بيـان   3شكل 
در  C57/BL6هـاي نـوزاد       مغـز مـوش    قشرهاي حاصل از     آستروسيت توسط

.  سـاعت  24 بـه مـدت      )ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي     LPS) 10حضور و غياب    
 حـضور و غيـاب      هـا در   شود آستروسـيت   گونه كه در شكل مشاهده مي      همان
LPS     قادر به بيان mRNA هاي    ژنIL-20R1 و IL-20R2  همچنـين  . هـستند
هـاي   ر اختـصاصي سـلول    نـشانگ   بـراي  به ترتيب بتا اكتين     و GFAP هاي ژن

  .كار رفته است آستروگليال و كنترل داخلي به
  

  بحث
 IL-20R1 هاي جام اين مطالعه بررسي بيان گيرنده     هدف از ان  

هاي تنظيمي در كنترل فعاليت   از خانواده سايتوكين  IL-20R2و  
. اســت 1321N1 آستروســيتوما و رده ســلوليهــا  آستروســيت

هـا شـامل پوسـت، بيـضه،       در تعـدادي از بافـت     IL-19 گيرنده
تخمدان، قلب، ريه، عضله، جفت، غده آدرنال، روده كوچـك و           

 )Hepatocytes (ها  هپاتوسيت .]22[ ه بزاق يافت شده است    غد
  ].23[نمايند   را بيان ميIL-20Rنيز يك هترودايمر كارآي 

 بـه ميـزان زيـادي بـر         IL-20R2 و   IL-20R1هاي   گيرنده
، در  )Epidermis (هـاي سراسـر اپيـدرميس      سطح كراتينوسيت 

 بيــان )Endothelial Cells (هــاي ايمنــي و انــدوتليال ســلول
هـاي    و برهمكنش  IL-20Rافزايش بيان گيرنده فعال     . ندشو يم

هـا   هـاي ايمنـي و كراتينوسـيت       هاي اندوتليال، سلول   بين سلول 
. شـود  هـا مـي    منجر به عدم تنظيم تكثيـر و تمـايز كراتينوسـيت          

ــروتئين  ــالاييIL-20R2 و IL-20R1پ ــزان ب ــه مي ــه ب  روش  ب
ر بـازال   هـاي بـازال و سـوپ       ايمونوهيستوشيمي بر كراتينوسـيت   

  پـسورياتيك  در پوسـت   و   سـت ا آميزي شـده   پوست سالم رنگ  
 .]24[شـوند     مـي  فـراتنظيم انسان در مقايـسه بـا پوسـت سـالم           

 ايـن   mRNAدهـد كـه بيـان        هاي مطالعه حاضر نشان مـي      يافته
، بـا   دهد ها رخ مي   ها به صورت ساختاري در آستروسيت      گيرنده

ه آيـا   شـود ك ـ   توجه به مشاهدات فوق اين پرسـش مطـرح مـي          
توانـد سـبب بـروز       ها مـي   اختلال در بيان ساختاري اين گيرنده     

  د؟شوبرخي اختلالات ايمونولوژيك در مغز 
  ، IL-19 منبـع    تليـال  اپـي هـاي    ها و ديگر سـلول     كراتينوسيت

IL-20   و IL-24 ها در پـسوريازيس نقـش       اين سايتوكين . دهستن
تجزيـه و    .ابدي ها با پيشرفت بيماري افزايش مي      دارند زيرا بيان آن   

 IL-24 و   IL-19  ،IL-20هـاي     گيرنده mRNAي بيان    كم تحليل
 يپارانـــشيم/هـــاي اســـتروما نـــشان داده اســـت كـــه ســـلول

)Stromal/Parenchymal Cells(  ــن ــلي ايـ ــداف اصـ  اهـ
بـا توجـه بـه منـابع سـلول ايمنـي، ايـن              . هـا هـستند    سايتوكين
كن  سـا  يهـاي پارانـشيم    ها كانديد ارتباط بـين سـلول       سايتوكين

ــا لكوســيت  انــدام هــاي ارتــشاحي بــه بافــت،  هــاي مختلــف ب
در مقايسه  . استژن   هاي عرضه كننده آنتي    ها و سلول   مونوسيت

 IL-20R1  ،IL-22Rهاي    گيرنده mRNAبا سطوح بالاي بيان     
هاي پارانشيمي نظير پوست، بيـان        در برخي سلول   IL-20R2و  
اي ه ـ هـاي در سـلول      ايـن گيرنـده    mRNAو ساختاري   مي  يدا

 در تحقيق حاضر براي اولين بار بيـان       ]. 25[يد پايين است    يلنفو
هـا و رده      در آستروسـيت   IL-20R2 و   IL-20R1هـاي    گيرنده
  . شدبررسي 1321N1  آستروسيتوما سلولي

IL-19     هـا توليـد      توسط مونوسيت  اغلب، در سيستم ايمني
 GM-CSFو LPS ،IFN-γ ، IL-4 توسط IL-19ژن . شود مي

 را در TNF-α و IL-6 توليــد IL-19]. 14،10 [.شــود القــا مــي
ريـزي شـده     سبب مرگ برنامه  نمايد و    ها فراتنظيم مي   مونوسيت

كه نشان دهنده خصوصيت پـيش التهـابي        ] 26 [شود سلولي مي 
انـد   در مقابل برخي مطالعات گزارش كرده     . استاين سايتوكين   

 IL-10 توليـد    IL-19براي مثـال    . است ضد التهابي    IL-19كه  
دهـد،   اي خون محيطي را افـزايش مـي        هاي تك هسته   ر سلول د

 نقش مهمي در سيستم     IL-19كند كه    اين مشاهدات پيشنهاد مي   
  ]. 16 [دايمني دار

    بــه زنجيــرهIL-20 و IL-19نــشان داده شــده اســت كــه 
IL-20R1    1:1شوند، اما به نسبت مـولار         در محلول متصل نمي 
 هـاي   زنجيـره ؛ عـلاوه بـه . دشون مي متصل  IL-20R2 به زنجيره 
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R1 و  R2 توانند به يكديگر متصل شوند و كمپلكس پايدار          نمي
ايـن مـشاهدات   . دشـو   فقط در حضور ليگاند تشكيل مـي   1:1:1

 IL-20R2كند كه هر دو سايتوكين ابتدا بـه زنجيـره     پيشنهاد مي 
 اين آرايش باعث تغيير ساختار فـضايي پـروتئين          شده و متصل  

هـا را قـادر بـه اتـصال بـه يكـي از                آن شود كـه   ها مي  سايتوكين
. IL-22R1يـا    IL-20R1 زنجيـره : نمايـد   مـي  R1 هاي زنجيره

شـود    مـي  پيـام سپس تجمع دو زنجيره گيرنده منجر بـه انتقـال           
 و IL-19 نشان داده اسـت كـه    )Pletnev(  پلتنو  به علاوه  .]27[

IL-20 هاي محلول   با گيرنده  1:1:1گانه پايدار    هاي سه   كمپلكس 
sIL-20R1   و sIL20R2 هـاي دوگانـه بـا      و همچنين كمپلكس

 جالب است كـه   . دهد  تشكيل مي  sIL-20R2ميل تركيبي بالا با     
sIL-20R1 تواند بـه تنهـايي بـه          نميIL-19   و IL-20   متـصل 

هـاي ترتيبـي ممكـن تـشكيل         بنابراين يكـي از مكانيـسم     . شود
 :توانـد شـامل دو مرحلـه باشـد         گانه مي  كمپلكس انتقال پيام سه   
 اتصال بـا    جايگاهشود و يك      متصل مي  IIابتدا ليگاند به گيرنده     

آورد و سپس گيرنده  به وجود ميI ميل تركيبي بالا براي گيرنده 
I28[كند   كمپلكس را كامل مي .[  

بـه   IL-20R2و   IL-20R1 در اين تحقيـق بيـان پـروتئين       
 و رده ســلوليهــا  روش فلوســايتومتري بــر ســطح آستروســيت

هاي استفاده   بر مبناي روش  . دش مطالعه   1321N1 آستروسيتوما
 فلوسايتومتري بـا توجـه بـه    روش شامل بررسي حاضرشده در   

هـا بيـان     هاي اسـتفاده شـده و روش تحريـك سـلول           بادي آنتي
و رده  هـا     بر سطح آستروسيت   IL-20R2 و   IL-20R1پروتئين  
البتـه بيـان    .  تشخيص داده نـشد    1321N1 آستروسيتوما   سلولي

هاي كنترل مثبت    ها در مطالعه حاضر در سطح سلول       ندهاين گير 
  .يافت شد )A375رده سلولي (

-IL و   mRNA IL-20R1همچنين در ايـن مطالعـه بيـان         

20R2  ها پس از تحريك با       در آستروسيتLPS    ارزيـابي شـد .
هاي حاصـل از     آستروسيتدهد كه    دست آمده نشان مي    نتايج به 

 LPSدر حضور و غيـاب   C57/BL6هاي نوزاد   مغز موش  قشر
ــن ژن  ــان اي ــه بي ــادر ب ــا  ق ــستنده ــه   .ه ــن ك ــه اي ــا توجــه ب ب

 سـاكن   قـشر هايي كه در ايمني مغز نقش دارنـد در           آستروسيت
  . است اهميت دارايها  ، اين يافتههستند

هاي به   هاي بيشتر در سطح بيان پروتئين اين گيرنده        آزمايش
ــلات  ــترن ب ــان  )Western Blot (روش وس ــز بي ــ و ني ي كم

mRNA  هـاي گونـاگون     در شرايط مختلف با استفاده از محرك
ــه روش  ــه نقــش  Real-Time PCRب ــشتر ك ــات بي  و تحقيق

 را در ايمنــي مغــز و IL-20R2  وIL-20R1هــا و  آستروســيت
در بيـشتر فرآينـدهاي     . اسـت التهاب مشخص نمايند ضـروري      

، دارنـد هـا نقـش    ها و سـايتوكين  آستروسيت نوروپاتولوژيك كه 
تـر علـل و فرآينـد        ي عوامل التهـاب در شـناخت كامـل        شناساي
  .زايي در مغز اهميت دارد بيماري
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله نتيجـه طـرح تحقيقـاتي مـصوب دانـشگاه علـوم              

-04-88 پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهـران بـه شـماره          

از معاونـت محتـرم پژوهـشي داننـشگاه         . باشـد  مي 40-10239
 تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلرژي كـه        تربيت مدرس و مركز   

 .ددگـر  مين نمودند سپاسگزاري مـي    أهاي اين پژوهش را ت     هزينه
از اين مطالعـه در پژوهـشگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و              خشي  ب

  .فناوري انجام گرفته است زيست
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