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نامنويسندگان مجلهعلميپژوهشيدانشگاهعلومپزشكيارتشجمهورياسلاميايران

پاييز1391 صفحات198تا206 شماره3 سالدهم

مقاله
تحقيقاتي

نقش مولکول ليپوکالين2 در مراحل آسيب و ترميم عصب سياتيک
فاطمه آقانصير1، حسن آقايي1، *محمدرضا نوراني2

چكيده
سابقه و هدف: امروزه آسيب هاي وارده به سيستم عصبي محيطي يکي از معضلات تهديد کننده سلامت جامعه بوده و در تروما ها 
مانند جنگ، بلاياي طبيعي وغيره مشاهده مي شود. پس از اعمال تروما، راديکال هاي آزاد افزايش مي يابند. نقش مخرب راديکال هاي 
آزاد توسط آنتي اکسيدان ها مهار مي شود. در اين مطالعه نقش آنتي اکسيداني مولکول ليپوکالين2 (NGAL) پس از آسيب له شدگي 

عصب سياتيک رت بررسي شده است.
مواد و روش ها: در مطالعه حاضر عصب سياتيک 40 رت، دچار آسيب له شدگي گرديد و سپس 1 ، 3 روز و 1، 3 ، 5 هفته پس 
 NGAL ساخته شد و بيان ژن cDNA کامل از نمونه ها استخراج و سپس mRNA از آسيب عصب سياتيک آسيب ديده خارج شد. ابتدا
 با استفاده از آناليز RT-PCR نيمه کمي تاييد شد. به منظور آزمايش های ايمونوهيستوشيمي نمونه ها در پارافورمالدئيد فيکس شدند 
و با استفاده از کرايو استات برش هاي طولي به ضخامت 20 ميکرون زده شد. اين مطالعه برگرفته از پايان نامه دانشجويی می باشد.
يافته ها: با توجه به مشاهدات به دست آمده از نتايج RT-PCR در نمونه هاي دچار آسيب، بيان ژن NGAL در روزهاي اول و سوم و 
در هفته اول نسبت به نمونه هاي نرمال به صورت معني داري (p<0/0001) افزايش نشان داد. نتايج ايمونوهيستوشيمي نيز در مورد 

اين پروتئين تاييد کننده بيان ژني بود.
بحث و نتيجه گيري: آسيب هاي وارده به عصب سياتيک باعث توليد استرس اکسيداتيو مي شود. با توجه به نقش آنتي اکسيداني 
NGAL انتظار داشتيم تا افزايش بيان اين ژن را در مراحل آسيب، زماني که استرس اکسيداتيو بيشترين افزايش را دارد، شاهد باشيم. 

در اين پروژه براي اولين بار به نقش مولکول فوق در مراحل آسيب و ترميم عصب محيطي پرداخته شده است و با آزمايش های 
تکميلي ممکن است به عنوان مکمل در درمان مورد استفاده قرار گيرد.

NGAL ،کلمات کليدي: آسيب له شدگی، استرس اکسيداتيو، آنتي اکسيدان
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مقدمه
آسيب هاي وارده به اعصاب محيطي يکي از شايع ترين آسيب ها 
در جوامع امروز است. عوارض اين آسيب های، شامل: ناتواني، 
هزينه ي بالاي درمان، از دست دادن شغل و اختلال های اجتماعي 
است )1(. در بسياري ازموارد اين آسيب ديدگان براي تمام طول 

عمر خود از ناتواني هاي جسمي رنج مي برند )2(. همچنين %5 
رانندگي و  مانند سوانح  از جراحاتي  ناشي  باز  موارد زخم هاي 
محيطي  مصدوميت هاي ورزشي با آسيب هاي سيستم عصبي _  
همراه مي باشند )3(. اختلال های آناتوميکي و عملکردي شديدي 
مي تواند پس از آسيب عصب محيطي ديده شود. در جوامع صنعتي 
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اين نوع آسيب ها همراه با پيشرفت تکنولوژي افزايش مي يابند )4(. 
آسيب يک عصب محيطي واکنشي به نام دژنراسيون والريان را بر 
مي انگيزد که محيط سلولي و مولکولي مناسب براي رشد متعاقب 
آکسون در حال ترميم را در قطعه ديستال عصب فراهم مي آورد 
)5(. سيگنال هايي از آکسون هاي در حال تخريب و سلول هاي 
شوان، به فعال شدن و فراخواني ماکروفاژها مي انجامد که به نوبه 
خود فاکتورهايي را توليد مي کنند که به نظر مي رسد تکثير و تمايز 
يافتن سلول هاي شوان را تسريع مي بخشند )6،7(. اين وقايع باعث 
مي شوند تا خرده هاي سلولي پاک شوند، ماتريکس خارج سلولي 
دوباره مدل سازي شود و باند هاي بونگنر تشکيل شده و آماده دريافت 
آکسون هايي گردند که از قطعه ي بالايي با ايجاد جوانه هاي جانبي و 
انتهايي به طرف پايين کشيده مي شوند )6(. در حالي که ويژگي هاي 
بافت شناسي دژنراسيون والريان به صورت گسترده اي توصيف شده 
است، مکانيسم هاي سلولي و مولکولي مربوط به آن به طور زيادي 
ناشناخته مانده است. مکانيسم آسيب هاي له شدگي عصب بسيار 
مشابه با مکانيسم هاي آسيب ايسکميک است. علاوه بر آن اين آسيب 
بافت عصبي مي تواند باعث تجمع پلاکتي، توليد زياد راديکال هاي 
آزاد، مداخلات لوکوسيتي –اندوتليالي منجر به آسيب اندوتليوم 
شود، و بنابراين تامين اکسيژن براي بافت عصبي را معيوب مي سازد 
)8(. راديکال هاي آزاد از مولکول هاي اکسيژن، نيتروژن، و سولفور 
در سيستم هاي بيولوژيکي مشتق مي شوند و به دليل الکترون هاي 
جفت نشده شان به شدت براي واکنش با مولکول هاي ديگر فعال 
هستند. اين راديکال ها بخش مهمي از گروهي از مولکول ها هستند 
 (ROS/RNA: Reactive oxygen که گونه هاي اکسيژن/نيتروژن واکنشي
در حين  و  مي شوند  ناميده   species/Reactive nitrogen species)

متابوليسم سلولي و فعاليت هاي عملکردي توليد شده و نقش هاي 
مهمي در سيگنالينگ سلولي، بيان ژن و انتقال يوني دارند )9(. عمده 
راديکال هاي آزاد موجود در بدن داراي اکسيژن مي باشند. استرس 
 (ROS) اکسيداتيو به عنوان عدم تعادل بين راديکال هاي آزاد اکسيژن
و سيستم دفاع آنتي اکسيدان تعريف مي شود. استرس اکسيداتيو در 
بسياري از حالت هاي پاتولوژيک و بيماري ها دخالت دارد. استرس 
اکسيداتيو نقش مهمي در پاتوژنز آسيب عصب محيطي تروما ديده 
بازي مي کند )ROS .)10 و ديگر اکسيدان ها مي توانند اکسيداسيون 
ليپيد ها، پروتئين ها و DNA را به دنبال آسيب بافتي ايجاد نمايند. چون 

راديکال هاي آزاد عمر کوتاهي دارند و اغلب در غلظت هاي پايين 
وجود دارند، اندازه گيري آنها در نمونه هاي بيولوژيکي دشوار است 
)11(. وضعيت پايدار سلول توسط آنزيم هاي آنتي اکسيدان از قبيل: 
سوپراکسيددسموتاز، کاتالاز، گلوتاتيون s ترانسفراز، ليپوکالين 2، 
 ،E مواد ديگر غير آنزيمي، از قبيل:  متالوتيونين ها، گلوتاتيون، ويتامين
A ،C که حذف ROS را ايجاد مي کنند، حفظ مي شود )12(. ليپوکالين 2 
با نام Neutrophil Gelatinase- Associated Lipocaline (NGAL) ترکيبي 
گليکو پروتئيني بوده و اولين بار به عنوان يک پروتئين ذخيره اي در 
گرانول هاي اختصاصي نوتروفيل انساني شناخته شد )13،14( و در 
انواع بافت هاي نرمال و پاتولوژيک انسان بيان مي شود )15،16(. 
براي ليپوکالين 2 عملکرد هاي مختلفي تعريف شده است: از جمله 
انتقال چربي ها و آهن، القا آپوپتوز و مهار رشد باکتري ها در نظر 
(MMP- Bليپوکالين 2همچنين، با ژلاتيناز .)گرفته شده است )17،18
(9، يا کلاژناز تيپ 4 ارتباط نزديکي دارد و با آن اتصال برقرار مي کند 

)17( که دليل آن حفاظت از فعاليت آنزيمي ژلاتيناز B و جلوگيري 
از تخريب اين پروتئين است )19( و به دليل ارتباط محکم اين 
پروتئين با ژلاتينازB، مي توان نقش تنظيم کنندگي مسيرهاي ايمني 
را براي ليپوکالين 2 در نظر گرفت )20(. به طور طبيعي، پروتئين 
ليپوکالين 2 اغلب در غلظت هاي کم در چندين بافت انساني از 
قبيل، مغز استخوان )14(، توبول هاي کليه، ناي، ريه ها، معده و رودۀ 
بزرگ بيان مي شود ولي در اثر آسيب و التهاب پوستي )21( و برخي 
سرطان ها )20( مقدار آن افزايش مي يابد. همچنين ميزان بيان آن، 
به دنبال تحريکات آسيب رسان توبولي بيشتر مي شود )21،22(. 
بيان ليپوکالين 2 توسط گونه هاي واکنشي اکسيژن ايجاد مي شود و 
نقش حفاظتي بر عليه سميت H2O2 ايفا مي کند )23،24(. بنابراين 
Lcn2/NGAL مي تواند يک نشانگر زيستي مفيد براي تعيين استرس 

اکسيداتيو در شرايط in vitro وin vivo باشد )17(.
از  که پس  اکسيدان  آنتي  مولکول هاي   mRNA بيان  در  تغييرات 
آسيب و ترميم عصب محيطي بوقوع مي پيوندد هنوز به طور کامل 
شناخته نشده است. با توجه به نقش مؤثر آنتي اکسيدان ها در سم 
زدايي محصولات توليد شده ناشي از استرس هاي اکسيداتيوي و 
همچنين توليد راديکال هاي آزاد ناشي از آسيب عصب محيطي، 
انتظار مي رود تا بيان بعضي از ژن هاي آنتي اکسيدان در قطعه ديستال 
عصب محيطي آسيب ديده تغيير نمايند. بر همين اساس در اين 
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مطالعه بيان ژن و پروتئين NGAL پس از آسيب له شدگي عصب 
سياتيک موش بزرگ آزمايشگاهي ارزيابي شده است تا نقش اين 
مولکول در مراحل آسيب و ترميم ضايعات اعصاب محيطي، بيشتر 

آشکار گردد.

روش تحقيق
اين مطالعه از نوع تجربي مي باشد. در اين مطالعه از موش هاي 
صحرايي نر نژاد ويستار با ميانگين وزني 250-200 گرم استفاده 
شد. حيوانات از انستيتو پاستور ايران تهيه شدند. سيکل روشنايي 
/ تاريکي 12 ساعته، دماي 2±22 درجه سانتي گراد، رطوبت 55 
درصد و دسترسي آزاد به آب و غذا تامين گرديد. 40 سر رت را به 
5 گروه 8 راسي تقسيم کرديم. گروه ها شامل 1 ، 3 روز، 1 ،3 ، 5 
هفته پس از جراحي بودند. عصب سياتيک سالم 5 رت به صورت 
تصادفي انتخاب شده و به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شد.در 
هر گروه 5 رت به منظور آزمايش های مولکولي و 3 رت به منظور 
آزمايش های ايمونوهيستوشيمي به صورت تصادفي انتخاب شدند.

روش جراحي
و   90  mg/kg مقدار  به  کتامين  بيهوشي  ماده ي  توسط  را  رت ها 
زايلازين به مقدار 10mg/kg به صورت داخل صفاقي بيهوش نموديم. 
پس از تراشيدن موي پاي راست حيوان، پوست ناحيه را توسط 
بتادين و الکل تميز نموديم. پس از ثابت نگه داشتن دست و پاي 
حيوان توسط مکان هاي مشخص شده بر روي تخت عمل جراحي، 
برشي در پوست خلفي خارجي ران ايجاد نموديم. عضله و فاسيا 
را به آ رامي کنار زده و عصب سياتيک را در فاصله ي بين بريدگي 
سياتيک تا محل دو شاخه  شدن اعصاب تيبيا و پروتئال مشترک 
نمايان نموديم. 5 ميلي متر پايين تر از بريدگي سياتيک را با استفاده 
از فورسپس به مدت 60 ثانيه تحت فشار قرار داده، محل آسيب 
را با بخيه زدن نزديک ترين عضله به محل له شدگي با استفاده از 
نخ بخيه 5-0 سيلک غير قابل جذب نشانه گذاري کرده و سپس 
عضلات را کنار هم گذاشته و پوست را بخيه زديم.1 ، 3 روز و 
1، 3 ، 5 هفته پس از آسيب 5 ميلي متر از عصب سياتيک پايين تر 
از محل آسيب را خارج کرده تا شروع آزمايش های مولکولي در 

80- نگهداري نموديم.

واکنش  معكوس  برداري  نسخه  روش  به  ژن ها  بيان  بررسي 
زنجيره اي پليمراز

  Trepure Isolation از محلول  استفاده  با   RNA استخراج  در ابتدا 
Reagent (Roch, Germany) طبق دستور العمل انجام شد. نمونه هاي 

بافت عصب که در زمان هاي اشاره شده خارج شده اند را با استفاده 
از دستگاه هوموژنايزر يا اولتراسونيک، هوموژن مي کنيم. سپس 
نمونه ها را به مدت 5 دقيقه در دماي محيط قرار داده و سپس 200 
ماکروليتر کلروفرم به تيوب هاي محتوي نمونه اضافه کرده و به 
خوبي هم زديم تا فاز بي رنگ بر روي فاز رنگي قرار بگيرد. پس از 
قرار دادن به مدت 5 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد، به مدت 
15 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد و با دور 12000 در دقيقه 
(rpm) سانتريفيوژ شدند. پس از سانتريفيوژ، فاز رويي توسط سمپلر 

عاري از RNA (RNase free) به آزامي جدا و به ميکروتيوپ هاي 
استريل منتقل و هم حجم آن ايزوپروپانول به آرامي مخلوط شد 
و به مدت 15 دقيقه بر روي يخ قرار گرفت. سپس به مدت 15 
دقيقه در دماي 4 درجه سانتيگراددر دور rpm 12000 سانتريفيوژ 
گرديد. رسوب، جداسازي و به آن 1 ميلي ليتر اتانول 75 درصد 
اضافه گرديد و به مدت 8 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد 
در دور rpm 7500 سانتريفيوژ شد. در نهايت RNA در آب تيمار 
شده با DEPC حل شد.پس از استخراج RNA به منظور ارزيابي 
کميت RNA استخراج شده و تعيين غلظت و درجه خلوص آن، از 
دستگاه اسپکتروفوتومتر نانو دراپ (NanoDrop,USA) استفاده شد. 
اين دستگاه به طور اتوماتيک غلظت RNA را با استفاده از جذب 
نوري در طول موج 260 نانومتر، محاسبه مي کند. پس از آماده سازي 
نمونه و گذاردن آن در مکان قرار گيري نمونه، دستگاه غلظت نمونه 
مورد نظر را در طول موج مربوطه، بر حسب نانوگرم بر ميکروليتر، 
محاسبه مي نمايد. از طرفي نمونه ي RNA داراي کيفيت استاندارد 
مي باشد که الگوي باند ويژه اي را روي ژل آگاروز نشان مي دهد. 

حضور باند هاي RNA ريبوزومي 
S 18 و S 28 نشان دهنده سالم و دست نخورده بودن RNA است. 
در اين مطالعه براي ارزيابي کيفيت RNA استخراج شده الکتروفورز 

نمونه هاي RNA بر روي ژل آگاروز 1 درصد انجام شد.
500 نانو گرم از RNA استخراج شده از نمونه هاي عصب سياتيک، 
  cDNA مطابق با کيت ساخت ،cDNA به عنوان الگو جهت سنتز
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(Bioneer, Korea) استفاده شد. سپس برنامه زماني- دمايي به صورت 

25 درجه سانتي گراد به مدت 30 ثانيه، 43 درحه سانتي گراد به مدت 
4 دقيقه، 55 درجه سانتي گراد به مدت 30 ثانيه )12 سيکل( و 95 
درجه سانتي گراد به مدت 5 دقيقه )دماي غير فعال سازي( انجام 
شد. پس از اتمام سنتز cDNA، ميکروتيوپ ها به فريزر 20- درجه 
سانتي گراد منتقل شد. سپس از cDNA سنتز شده به عنوان الگو 
براي PCR استفاده شد. براي پي بردن به ميزان بيان ژن NGAL از 
پرايمر هاي جدول 1 استفاده شد و به منظور نرمال سازي بيان اين 
 (House keeping gene) به عنوان يک ژن خانه دار β-actinژن، بيان
استفاده شد. برنامه زماني- دمايي PCR شامل مراحل زير بود: 94 
درجه سانتي گراد به مدت 3 دقيقه، 33 سيکل با دماي 94 درجه 
سانتي گراد به مدت 45 ثانيه، 56 درجه سانتي گراد به مدت 30 
ثانيه، 72 درجه سانتي گراد به مدت 40 ثانيه، در نهايت 72 درجه 
سانتي گراد به مدت 5 دقيقه. محصولات PCR روي ژل آگارز 1/5 
درصد جدا و با اتيديوم برومايد قابل مشاهده شدند؛ سپس با دستگاه 

ترانس لومينوتور UV (uvidoc) ارزيابي شدند.
با استفاده از نرم افزار Scion Image بيان ژن ها از حالت کيفي به 
صورت کمي تبديل مي شود. بيان آن ژن در هر نمونه به بيان ژن بتا 
اکتين در همان نمونه تقسيم مي شود و ميانگين بيان ژن/بتا اکتين 

محاسبه مي گردد.
براي تجزيه و تحليل داده هاي PCR  از نرم افزارSPSS 17 استفاده 
شد. تمام نتايج حاصل، به صورت ميانگين ± خطاي استاندارد 
(Means±SEM) ارائه شده است. از آن جا که داده ها از توزيع نرمال 

 (Two Way ANOVA) برخوردار بودند از آزمون آناليز واريانس يک طرفه 
با Post Hoc توکي (Tukey) براي مقايسه گروه ها استفاده گرديد. 
اختلاف معني دار در سطح p<0/05 براي تمامي موارد در نظر گرفته شد.
آزمايش های  انجام  جهت  ايمونوهيستوشيمي:  مطالعه 

درمحلول  را  شده  جمع آوري  نمونه هاي  ايمونوهيستوشيمي 
به  و سپس  داديم  قرار  4 درصد  فورمالدئيد  پارا  بافر  فيکساتيو 
محلول ساکروز 30 درصد منتقل کرده و تا انجام آزمايش ها در 4 
درجه سانتي گراد نگهداري شدند. برش هاي يخي از عصب ها با 
ميکروتوم کرايو استات به ضخامت 20 ميکرومتر تهيه و بر روي 
اسلايد هاي پوشش داده شده با سيلان قرار گرفتند. اسلايد هاي 
حاوي برش ها را با آنتي بادي اوليه مونوکلونال NGAL )شرکت 
سانتاکروز( با غلظت 1: 200 در دماي 4 درجه سانتيگراد و به مدت 
12 ساعت انکوبه نموده و پس از شستشو با PBS، آنتي بادي ثانويه

 Anti rat IGg Biotinilated را به مدت 1 ساعت انکوبه کرده و سپس 
با سيستم اويدين- بيوتين و DAB محل هاي حضور کمپلکس آنتي 
ژن- آنتي بادي قابل رويت شده و با ميکروسکوپ نوري مورد 

تجزيه و تحليل قرار گرفتند.

يافتهها
آسيب  دچار  سياتيک  عصب  نمونه هاي  در   NGAL ژن  بيان 

شده و نمونه هاي عصب سياتيک نرمال
به منظور نرمال کردن شرايط بيان ژن NGAL در هر نمونه به بيان ژن 

Size (bp)Annealing Tempreture Primer sequences (5-3)GENES 

175 56ºC 
Forward: 5’tgtacagcaccatctatgagc3’ 

Reverse: 5’tgcacatcgtagctctgtatc3’
NGAL(Lcn2) 

190 58ºC 
Forward: 5’tcatgaagatcctcaccgag 3’ 

Reverse:  5’ttgccaatggtgatgacctg3’ 
-actinβ 

 

جدول 1. پرايمرهاي طراحي شده براي بررسي بيان ژن هاي مورد مطالعه.

Mean(NGAL/B-actin)±SEM Group 
/73597±/069 Control 
2/14726±/042 day 1 
1/89715±/123 day 3 
1/70738±/097 week 1 
1/00330±/042 week 3 
/76483±/031 week 5 

 

جدول 2- مقادير ميانگين ± خطاي استاندارد مربوط به بيان ژن NGAL در 
هر نمونه /بيان ژن بتا اکتين همان نمونه به تفكيک گروه ها.
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بتا اکتين همان نمونه تقسيم شده و سپس ميانگين 5 نمونه در هر 
گروه گرفته شده است. )جدول 2( آناليز آماري نمونه ها به صورت 
نمودار آورده شده است. نتايج به دست آمده از تحليل آماري حاکي 
از اين بود اين نتايج نشان داد که هم زمان و هم جراحی در ميزان 
 (p<0/0001، مؤثر بوده اند. به طوری که متغير زمان   NGAL  بيان ژن
(F= 36/10 و متغير جراحی (p<0/0001، F= 233/69)  و زمان جراحی       

 (p<0/0001، F= 36/10)را نشان داد. هم چنين بيان ژن NGAL  در 

گروه هاي دچار آسيب در روز هاي اول و سوم و هفته اول پس از 
آسيب نسبت به گروه نرمال به طور معني داري افزايش داشته است. 

(p<0/0001) )نمودار 1(.

 Neutrophil Gelatinase-Associated پروتئين  بيان 
Lipocaline

برش هاي طولي تهيه شده از عصب هاي سياتيک نمونه هاي نرمال و 
1, 3 روز و 1, 3و 5 هفته پس از ايجاد آسيب با آنتي بادي مونوکلونال 
NGAL به روش ايمونوهيستوشيمي رنگ آميزي شدند. دربرش طولي 

نمونه نرمال عصب فقط يک رنگ زمينه اي فيبرهاي عصبي ميليني را 
به صورت دسته هاي منظم و موجي شکل نشان مي دهد و هيچگونه 
عکس العمل به آنتي بادي ديده نمي شود )شکلA-2، شکل A-3( مشابه 
مورفولوژيکي اين الگو در يک روز بعداز آسيب نيز به چشم مي خورد 
و عکس العمل به آنتي بادي به صورت شديد به چشم مي خورد که 
نمايانگر حضور فعال اين مولکول در اين مرحله از آسيب عصب 
مي باشد )شکلB-2، شکل B-3(. سازماندهي منظم فيبرهاي عصبي 
از روز سوم پس از آسيب به صورت تصاعدي دچار بي نظمي شده اند، 
تعداد زيادي سلول به صورت ساختمان دوکي شکل در موازات طولي 
عصب سازماندهي شده اند سيتوپلاسم اين سلول ها واکوئوله و نماي 
کف صابوني دارند و ممکن است ماکروفاژهاي مهاجم باشند. عکس 
العمل ايمني از روز سوم سير نزولي را در پيش مي گيرد و نسبت به 
روز اول کمتر شده است )شکلC -2(. در روزهفتم پس از آسيب اين 
بي نظمي به حداکثر مي رسد و شدت عکس العمل به آنتي بادي کاهش 
دارد. )شکلD -2(در هفته سوم پس از آسيب نماي مورفولوژيکي 
عصب بازسازي شده و شدت واکنش به NGAL نيز کاهش مي يابد 
)شکلE -2(. در هفته پنجم فيبرهاي عصبي به صورت موازي و در 
امتداد طولي عصب کنار يکديگر به صورت منظم قرار مي گيرند و با 

نمودار 1- بررسي کمي بيان ژن NGAL در گروه هاي آزمايش. آناليز هاي آماري 
نشان مي دهند بيان اين ژن در روز هاي اول و سوم و در هفته اول نسبت به 
گروه کنترل به طور معني داري افزايش داشته است. داده ها به صورت ميانگين 
± خطاي استاندارد گزارش شده اند. *** نشان دهنده معني دار بودن گروه ها 

.(p<0/0001) نسبت به گروه کنترل است

شكل 1 - الف( الكتروفورز نتايجRT-PCR ژن NGAL نمونه هاي عصب سياتيک دچار آسيب شده و نمونه هاي عصب سياتيک نرمال: چاهک (M) شاخص اندازه 
مولكولي 100bp )غلظت 50 نانوگرم بر ميكروليتر(، چاهک ها ي پس از M به ترتيب نمونه هاي 1، 2، 3، 4، 5 گروه هاي کنترل، 1 روز، 3 روز، 1 هفته، 3 هفته 

و 5 هفته را نشان مي دهد بيان اين ژن در نمونه هاي عصب سياتيک دچار آسيب شده افزايش يافته است.
ب( الكتروفورز نتايج RT-PCR ژن بتااکتين نمونه هاي مذکور: چاهک (M) شاخص اندازه مولكولي 50bp )غلظت 50 نانوگرم بر ميكروليتر(، چاهک هاي پس 
از M به ترتيب نمونه هاي 1، 2، 3، 4، 5 گروه هاي کنترل، 1 روز، 3 روز، 1 هفته، 3 هفته و 5 هفته را نشان مي دهد. نتايج نشان داد که ميزان بيان ژن NGAL در 

گروه هاي دچار آسيب در روز هاي اول و سوم و هفته اول پس از آسيب نسبت به گروه نرمال افزايش داشته است.

الف(

ب(

www.SID.ir


Arch
ive

 of
 SID

www.SID.ir

فاطمهآقانصيروهمكاران 203نقشمولكولليپوکالين2درمراحلآسيبوترميمعصبسياتيک

شكل3- برش هاي طولي از نمونه هاي عصب سياتيک )بزرگنماييA  .)× 1000( يک روز پس از آسيب. B( سه روز پس از آسيب.
رنگ قهوه اي نشان دهنده عكس العمل به آنتي بادي NGAL مي باشد.

شكل2- برش هاي طولي از نمونه هاي عصب سياتيک )بزرگنماييA .)× 100( نرمال. B( يک روز پس از آسيب. C( سه روز پس از آسيب. D( يک هفته پس 
از آسيب. E( سه هفته پس از آسيب. F( پنج هفته پس از آسيب. رنگ قهوه اي نشان دهنده عكس العمل به آنتي بادي NGAL مي باشد.
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توجه به مورفولوژي به نظر مي رسد که عصب ترميم يافته است و 
فقط يک رنگ زمينه اي فيبرهاي عصبي ميليني را به صورت دسته هاي 
منظم و موجي شکل نشان مي دهد و هيچ گونه عکس العمل به آنتي 

)F -2بادي ديده نمي شود. )شکل

بحث
پس از آسيب ناشي از تخريب بافت عصب محيطي، راديکال هاي آزاد 
اکسيژن افزايش مي يابند و آسيب بافتي ايجاد مي کنند )25،26(. آنتي 
اکسيدان ها مي توانند به طور مستقيم  از طريق واکنش با راديکال هاي 
آزاد يا غير مستقيم با مهار فعاليت يا بيان آنزيم هاي توليد کننده 
راديکال آزاد و همچنين افزايش فعاليت يا بيان آنزيم هاي آنتي 
اکسيدان درون سلولي، آسيب اکسيداتيو را کاهش دهند )9(. نتايج
Lanza و همکاران در 2012 نشان داد پس از آسيب عصب محيطي 

آنزيم هاي آنتي اکسيدان در قطعه ديستال افزايش بيان دارند که 
اين حالت به افزايش استرس اکسيداتيو در اين ناحيه اشاره مي کند 
)1(. يکي از اين آنزيم ها ليپوکالين 2 يا NGAL مي باشد. در بسياري 
از بيماري ها از قبيل: سرطان، صدمات کليوي و بيماري هاي ريوي 
که توليد راديکال هاي آزاد افزايش مي يابد، افزايش ليپوکالين 2 
نيزقابل توجه است، بنابراين احتمال دارد که اين مولکول نقش 
به سزايي را در برابر استرس اکسيداتيو ناشي از ROS داشته باشد 
)27(. بيان بالاي ليپوکالين 2 در کبد و ريۀ موش بعد از مواجهه با 
فشارهاي اکسيداتيو گزارش شده است. به دنبال تحقيقي که در سال 
2006 بر روي ليپوکالين صورت گرفت، اين مطلب که ليپوکالين 
در شرايط اکسيداتيو به ميزان بالايي بيان مي شود تأئيد شد )28، 
17(. نتايج بررسي حاضر نشان داد ميزان بيان ژن و بيان پروتئين 
NGAL در روز هاي اول و سوم و هفته اول پس از آسيب نسبت به 

گروه کنترل به طور معني داري (P<0/0001) اقزايش مي يابد که در 
روز اول بيشترين بيان را دارد و سپس به صورت تدريجي تا هفته 

پنجم بيان آن به حالت نرمال نزديک مي گردد.
افزايش سطوح مس خارج سلولي با افزايش دادن توليد راديکال هاي 
اکسيژن در روندآسيب زايي نورون ها شرکت مي کند. در تحقيقي 
نورون هاي GN11 هيپوتالاموس کشت داده شدند و مس به محيط 
اضافه شد و مشاهده شد مس ترشح مولکول هاي درگير در حفاظت 
نورون ها عليه استرس اکسيداتيو که NGAL هم شامل آن هاست 

افزايش مي دهد )29(. در آسيب هاي عصب به دليل وجود مقادير 
زياد ليپيد در بافت عصبي غلظت مالون دي آلدئيد افزايش مي يابد 
که در مدل له شدگي عصب سياتيک در روز اول پس از آسيب 
غلظت آن بيشترين افزايش را دارد و به تدريج تا پايان هفته اول به 
ميزان نرمال بر مي گردد )25(. پس مي توان نتيجه گرفت بيشترين 
مقدار راديکال آزاد يا استرس اکسيداتيو را در روز اول داريم که 
اين استرس به تدريج تا پايان هفته اول کاهش مي يابد. همانطور که 
تحقيق ما نشان داد ميزان افزايش بيان ژن NGAL نيز به دقت از همين 
الگو پيروي کرده و از آن جا که ليپوکالين 2 توسط گونه هاي واکنشي 
اکسيژن بيان مي شود در نتيجه اين مولکول مي تواند نقش موثري 
در مقابله با راديکال هاي آزاد يا استرس اکسيداتيو در آسيب هاي 

وارده به اعصاب محيطي دارا باشد.
Fleur و همکاران در تحقيق خود عصب سياتيک موش را سه بار، 

 gelatin هر بار 20 ثانيه دچار له شدگي کردند و آناليز پروتئيني
,zymography انجام دادند. در قطعه ديستال يک پاسخ مونوفازيک 

براي ژلاتيناز B مشاهده شد، که با تجمع ماکروفاژهاي مهاجم، 4-2 
روز پس از آسيب ارتباط دارد. از بين ژلاتيناز هاي موجود در بافت 
استخراج شده ي عصب آسيب ديده، فعاليت ژلاتيناز B در هر دو 
روزهاي 1 ، 4 پس از له شدگي در قطعات crush و ديستال عصب 
افزايش داشت که در هر دو قطعه بيشتر از عصب نرمال مي باشد. 
فعاليت بيشتر در 1 روز پس از له شدگي در مقايسه با روز 4 ديده 
شد. سطوح بالاي فعاليت ژلاتيناز B در روزهاي 1 ، 4 با تجمع 
نوتروفيل و ماکروفاژ ارتباط دارد )30(. همچنين پيشنهاد شده است 
سلول هاي شوان مربوط به عصب قطع شده، يک منبع مهم ژلاتيناز 
B هستند )31(. باند هاي پروتئين ژلاتينوليتيک که در اندازه 135 
کيلودالتون قرار مي گيرند احتمالا کمپلکس هاي تشکيل شده بين 
ژلاتيناز B و NGAL مي باشند )32( و باند ها در اندازه بزرگتر از 135 
کيلودالتون احتمالا تجمعات ژلاتيناز B مي باشند )33، 30(. از آنجايي 
که NGAL تمايل به اتصال با ژلاتيناز B را دارد و با توجه به افزايش 
ژلاتيناز B در مطالعه بالا در روز هاي 1 و 4 پس از آسيب له شدگي 
نتيجه گيري مي شود که يافته هاي ما تاييد کننده نتايج آنها مي باشد.

نتيجهگيري
به طور کلي و با توجه به نتايج حاصل از اين بررسي، افزايش بيان 
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Abstract

Background: Trauma is one of the causes of peripheral nerve injuries. Free radicals increase after tissue 

damages. Usually free radicals are scavenged and detoxified by antioxidants. In this study we assessed 

antioxidative role of NGAL (Neutrophil gelatinase associated lipocalin= Lipocalin2) molecule on crushed 

sciatic nerves of rats.

Materials and Methods: In this study 40 rat’s sciatic nerves were crushed and then at day 1 and 3 and 

week 1, 3, 5 after injury the sciatic nerve of rats which suffering crushed were extracted. First of all total mRNA 

of samples was extracted and then cDNA was synthesized. The expression of NGAL gene was confirmed 

by using semiquantitative RT-PCR analysis. For immunohistochemistry analysis, the samples were fixed in 

praformaldehyde and cut in 20 micrometer slices by cryostat.

Results: The results showed that the expression of lipocalin 2 was significantly higher in day 1, day 

3 and week 1 in crushed sciatic nerves in compare with the intact(non-injured) nerves (p<0.0001). 

Immunohistochemistry results also confirmed the protein expression of these genes.

Conclusion: The sciatic nerve injuries cause oxidative stress which followed by crush injury. In this 

research NGAL molecule showed maximum up-regulation in degeneration process after injury when oxidative 

stress have maximum peak. In this project for the first time we demonstrated the role of this molecule in 

degeneration and regeneration process of peripheral nerves and with more studies it may suggest as new 

complemental treatment.
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