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چکیده
امـا  . هـاي نورودژنراتیـو دارد  هاي بنیادي عصبی و درمـان بیمـاري  اثرات مفیدي بر عملکرد سلول) LIF(فاکتور مهارکننده لوسمی :هدف

در ایـن پـژوهش   . هاي بنیادي عصـبی بـر تغییـرات بافـت مغـز وجـود دارد      در سلولLIFاطلاعات محدودي در خصوص تأثیر بیان بالاي 
.ها مطالعه شدتحت پروموتور نستین تولید و ساختار بافتی هیپوکامپ در آنLIFدار هاي ترانسژن با بیان بالاي هدفموش

با پروموتور دوم اینترون نستین و توالی pIRES2-EGFPهاي ترانسژن، نواحی پروموتوري پلاسمید منظور تولید موشبه: هاروشمواد و
گیـري بـا   پـس از جفـت  . موش صحرایی نـر تزریـق شـد   10به ) میکروگرم25(اي صورت درون بیضهجایگزین و بهHsp68کننده تشدید
هـاي  از مغـز مـوش  . و میکروسکوپ فلوئورسنت انجام شـد Real time PCRمعمولی، PCRا استفاده از هاي ماده، تأیید ترانسژنی بموش

. ها بررسی شدساختار بافتی هیپوکامپ در آنH&Eگیري و پس از تهیه مقاطع بافتی و رنگ آمیزي نمونه) ماهه4(صحرایی ترانسژن بالغ 
همـراه مشـاهده   این یافته بـه ). >05/0P(هاي کنترل بیان بیشتري داشت به گروههاي بنیادي هیپوکامپ نسبت در سلولLIFژن :نتایج

هـاي الیگودندروسـیت در   تعداد سلول. ها بوددهندة بروز ترانسژنی در زادههاي بنیادي نشاندر نواحی تجمع سلولEGFPحضور پروتئین 
05/0P(ي بیشتر بود طور معنی دارهاي کنترل بههاي ترانسژن نسبت به گروههیپوکامپ موش <.(

هاي الیگودندروسـیت  هاي صحرایی ترانسژن منجر به افزایش جمعیت سلولهاي بنیادي مغز موشدر سلولLIFبیان بالاي :گیرينتیجه
هاي الیگودندروسیت در پیشرفت ضایعات نورودژنراتیو داراي نقش مهمـی اسـت ممکـن اسـت     از آنجا که تخریب سلول. در هیپوکامپ شد

.هاي الیگودندروسیت استفاده نمودمنظور احیاي تودة سلولبه مغز از این روش به LIFبتوان درصورت انتقال موفقیت آمیز 
امپ، تغییرات بافتیهاي صحرایی ترانسژن، هیپوکفاکتور مهارکنندة لوسمی، موش:واژگان کلیدي



محمدرضا تابنده و همکاران...هاي بنیادي و تأثیر بیان بالاي فاکتور مهارکننده لوسمی در سلول

1395تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت  160

مقدمه
هاي بنیادي پیشرفت روز هاي درمانی بر پایه سلولکاربرد روش

هاي حال درمان بسیاري از بیماريبا این. داشته استافزونی 
دلیل هاي بنیادي بهعصبی نورودژنراتیو بر پایه کاربرد سلول

هاي بنیادي از هایی چون ناکارآمد بودن عبور سلولمحدودیت
هاي بنیادي عصبی در سد خونی مغزي، توزیع نامتجانس سلول

و احتمال بروز ها دنبال تزریق درون بطنهاي غیرهدف بهبخش
هاي بنیادي تغییر یافته تومورهاي مغزي در زمان کاربرد سلول

وجود .باشدرو میها، با تردیدهایی روبهژنتیکی با ویروس
حفاظت عصبی و يهاتوجه به روش،فوقيهاتیمحدود

منظور بنیادي بهيهاجاي پیوند مستقیم سلولهبی، درمانژن
بازآرایی جمعیت . استدادهافزایش ارترمیم ضایعات عصبی

زاد مستقر در نواحی مختلف مغز مانند هاي بنیادي درونسلول
کمک القاي به) SVZ(هیپوکامپ و ناحیه تحت بطنی 
. باشدهاي مورد توجه میفاکتورهاي نوروتروفیک یکی از روش

کمک م با انتقال ژن بهاادغام این روش تورسدینظر مبه
در درمان اختلالات عصبی يارآمدبنیادي روش کيهاسلول

حال در بسیاري موارد اثرات با این. )1(باشددر آینده انسان 
بیان بالاي فاکتورهاي نوروتروفیک بر خصوصیات ساختاري و 

هایی در خصوص تاثیر باشد و نگرانیعملکردي مغز ناشناخته می
هاي عصبی غیر از هاي سلولاین فاکتورها بر سایر جمعیت

.هاي پیش ساز وجود دارداي بنیادي یا سلولهسلول
Leukemia inhibitory factor(مهارکننده لوسمیفاکتور

(LIF) ( 62تا 37آمینه، وزن مولکولی اسید180پروتئینی با
بسیاري از انواع این پروتئین در ). 2(باشد کیلودالتون می

طحال و یا ، شدهفعالTهايسلول،مانند فیبروبلاستهاسلول
هاي استرومایی مغز ، سلولهاکندروسیتهاي ماکروفاژ، سلول

هاي اندوتلیال، سلول، بنیادي مزانشیمیي هااستخوان، سلول
در ). 3(شود ي بیان میهاي تومورها و سلولآستروسیت

دلیل کاربرد درمانی هاي اخیر دو عملکرد این پروتئین بهسال
نخست تسهیل فرآیند لانه . بیشتر مورد توجه قرارگرفته است

هاي مختلف حیوانات و دوم نقش ویژه گزینی در رحم گونه
هاي بنیادي زایی سلولدر حفظ خاصیت چند قوهLIFپروتئین 

هاي تمایز هاي بنیادي به سلولتمایز سلول). 4(موش مزانشیمی
دهنده نقش این شود که نشانمیLIFیافته سبب کاهش بیان 

هاي بنیادي است زایی سلولخاصیت چند قوهپروتئین در حفظ 

زایی بر حفظ چند قوهLIFحال مکانیسم دقیق تاثیر با این). 5(
نشده طور کامل شناخته هاي بنیادي در سطح مولکولی بهسلول
هاي داراي یا موشLIFهاي فاقد مطالعات اخیر در موش. است

اهمیت دهنده اگزوژن نشانLIFضایعات مغزي تحت درمان با 
LIF در مراحل مختلف نوروژنز و ترمیم ضایعات نخاعی و مغزي

خارجی بر تکثیر و LIFاخیرا تاثیر تزریق ). 7و 6(می باشد 
ساز رده اولیگودندروسیت و افزایش سنتز هاي پیشتزاید سلول

هاي آسیب سلول). 7(میلین به اثبات رسیده است 
کشت، پس از اولیگودندروسیت در شرایط هیپوکسی در محیط

). 8(یابد کاهش میLIFمواجه با 
هاي متعدد هیپوکامپ هاي بنیادي عصبی در بخشتجمع سلول

شامل شاخ آمون، شکنج دندانه دار و ناحیه سابیکولوم و نیز در 
چنین هم. هاي چهارگانه ناحیه تحت بطنی تایید شده استلایه

ین نواحی هاي بنیادي عصبی در انقش آسیب و باز آرایی سلول
در . هاي حسی و حرکتی به اثبات رسیده استدر آسیب

ویژه آلزایمر، مولتیپل هاي نورودژنراتیو بهبسیاري از بیماري
هاي بنیادي مستقر در هیپوکامپ اسکلروز و پیري کاهش سلول

اي، حرکتی فضایی و حواسی متعدد سبب بروز اختلالات حافظه
ها و ریقی درون بطنهاي تزاستفاده از روش). 9(شود می

مشکلات مربوط به عبور پپتیدهاي درمانی از سد خونی مغز، 
- ها را با محدودیتشناسایی تاثیرات ساختاري و مولکولی آن

ها که منجر به بیان استفاده از سایر روش. سازدرو میهایی روبه
هاي درمانی در بافت عصبی شود، امکان مستقیم پروتئین
. تاثیرات این ترکیبات را فراهم خواهد آوردبررسی مکانیسم 

هاي مختلف و منظور ارزیابی بیان ژنتولید حیوانات ترانسژن به
هاي اخیر توسعه ها در بافت در سالدرك مکانیسم تاثیرات آن

تولید این حیوانات با استفاده از دو روش اصلی . یافته است
ادي هاي بنیشامل ریز تزریق پیش هسته یا الحاق سلول

ها پر باشد که هر دو این روشترانسژن در بلاستوسیت می
توسعه . هاي ویژه داردهزینه و نیازمند دسترسی به دستگاه

Sperm(واسطه اسپرم هاي ارزان قیمت مانند انتقال ژن بهروش

mediated gene transfer (SMGTیا بیضهTMGT

)Testes mediated gene transfer (امکان با کارایی بالا
تولید حیوانات ترانسژن با هزینه کمتر و کارایی بهتر را فراهم 

).10(نموده است 
در عملکرد LIFبا توجه به نقش پروتئین نوروتروفیک 
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اي که به بررسی اثرات ي بنیادي عصبی و فقدان مطالعههاسلول
هاي بنیادي عصبی و در سلولLIFبیان بالا و اختصاصی 
. بپردازد مطالعه حاضر طراحی گردیدتغییرات ساختاري مغز

تحت پروموتور نستین LIFهدف از این مطالعه القا بیان بالاي 
هاي بنیادي عصبی مغز و تاثیر آن بر بافت شناسی در سلول

.باشدهیپوکامپ می

هامواد و روش
pIRES2-EGFPاصلاح ناحیه پروموتوري پلاسمید 

pIRES2-EGFPدر این مطالعه از وکتور بیانی یوکاریوتی 

که ناحیه پروموتوري ) آمریکا(Invitrogenمحصول شرکت
. آن اصلاح شده بود، استفاده شد)CMV(سایتومگالو ویروس 

که ژن نستین در سیستم عصبی مرکزي تنها در با توجه به این
شود، لذا استفاده از هاي عصبی بنیادي مغز بیان میسلول

پروموتور آن در ناحیه پایین دست پروموتوري پلاسمیدهاي  
هاي بنیادي بیانی سبب القا بیان اختصاصی ژن هدف در سلول

رو در توالی ناحیه پروموتوري پلاسمید از این. شودمغز می
pIRES2-EGFPتوالی اینترون دوم ژن نستین جایگزین شد  .

در باکتري pIRES2-EGFPبدین ترتیب که ابتدا پلاسمید 
E.coli سویهDH5α در محیط کشتTSB حاوي کانامایسین

تکثیر و سپس با استفاده از کیت ) لیترمیلی/ میکروگرم50(
. خالص سازي شد) بیونیر، کره جنوبی(AccuPrepتجاري

جفت637صحرایی باموشنیدوم از ژن نستاینترونپروموتور
با RT-PCRتوسط ) 11(، )پروموتور1162- 1798قطعه (باز

ي مرهایاز پرااستفاده
GGCAATGGGTTGTGTGCAGCTCCACA و

CCCATACTCTGGAGTGATATCCTC و تکثیر شد
محل پروموتوردرNheIو AseIهاي برشی با استفاده از آنزیم

ECMV در پلاسمیدpIRES2-EGFP)7-591توالی بین (
تنهایی فاقد اینترون دوم نستین بهروپروموت. جایگزین شد

کننده تقویتتوالیکینکهیمگر اباشد عملکرد پروموتوري می
همین دلیل توالی به.)13و 12(ردیدر مجاورت آن قرار گ

-hsp68پس از برش از پلاسمید موشی hsp68کننده تقویت

LacZ-pA)هاي برشیبا استفاده از آنزیم)  تاکارا، ژاپنNheI

ر وپروموتپس ازpIRES2-EGFPدیپلاسمدر XhoIو 
-hsp68بدین ترتیب که ابتدا پلاسمید .قرار داده شدنینست

LacZ-pA در باکتريE.coli سویهDH5α در محیط کشت
TSB تکثیر و ) لیترمیلی/ میکروگرم50(حاوي کانامایسین

بیونیر، کره (AccuPrepسپس با استفاده از کیت تجاري
سپس برش نواحی دوطرف قطعه . خالص سازي شد) جنوبی
hsp68 با طولbp340 هاي برشیاستفاده از آنزیمباXho1 و
NheIاستفاده از کیت استخرج انجام و قطعه برش داده شده با
خالص ) بیونیر، کره(AccuPrep Gel Purification Kitاز ژل 

-pIRES2قطعه مورد نظر پس از برش وکتور . سازي شد

EGFPوکتور با استفاده از 591-613هاي در محدوده با آنزیم
نقشه ژنتیکی پلاسمید اصلاح . لیگاز جایگزین شدT4آنزیم 
.نشان داده شده است1در شکل pIRES2-EGFPشده 

و ) آبی رنگ(در آن با توالی پروموتوري اینترون دوم نستین CMVکه ناحیه پروموتوري pIRES2-EGFPنقشه ژنتیکی پلاسمید اصلاح شده : 1شکل 
امکان بیان مجزاي دو ژن را فراهم EGFPو پروتئین فلئورسنت ) LIF(بین ژن هدف IRESناحیه . جایگزین شد) Hsp68(کننده توالی تقویت

.منظور جایگزین نمودن قطعات پروموتوري نشان داده شده استبهpIRES2-EGFPهاي برشی در وکتورمحل برش آنزیم. نمایدمی
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ECMV در پلاسمیدpIRES2-EGFP)7-591توالی بین (
تنهایی فاقد اینترون دوم نستین بهروپروموت. جایگزین شد

کننده تقویتتوالیکینکهیمگر اباشد عملکرد پروموتوري می
همین دلیل توالی به.)13و 12(ردیدر مجاورت آن قرار گ

-hsp68پس از برش از پلاسمید موشی hsp68کننده تقویت

LacZ-pA)هاي برشیبا استفاده از آنزیم)  تاکارا، ژاپنNheI

ر وپروموتپس ازpIRES2-EGFPدیپلاسمدر XhoIو 
-hsp68بدین ترتیب که ابتدا پلاسمید .قرار داده شدنینست

LacZ-pA در باکتريE.coli سویهDH5α در محیط کشت
TSB تکثیر و ) لیترمیلی/ میکروگرم50(حاوي کانامایسین

بیونیر، کره (AccuPrepسپس با استفاده از کیت تجاري
سپس برش نواحی دوطرف قطعه . خالص سازي شد) جنوبی
hsp68 با طولbp340 هاي برشیاستفاده از آنزیمباXho1 و
NheIاستفاده از کیت استخرج انجام و قطعه برش داده شده با
خالص ) بیونیر، کره(AccuPrep Gel Purification Kitاز ژل 

-pIRES2قطعه مورد نظر پس از برش وکتور . سازي شد

EGFPوکتور با استفاده از 591-613هاي در محدوده با آنزیم
نقشه ژنتیکی پلاسمید اصلاح . لیگاز جایگزین شدT4آنزیم 
.نشان داده شده است1در شکل pIRES2-EGFPشده 

و ) آبی رنگ(در آن با توالی پروموتوري اینترون دوم نستین CMVکه ناحیه پروموتوري pIRES2-EGFPنقشه ژنتیکی پلاسمید اصلاح شده : 1شکل 
امکان بیان مجزاي دو ژن را فراهم EGFPو پروتئین فلئورسنت ) LIF(بین ژن هدف IRESناحیه . جایگزین شد) Hsp68(کننده توالی تقویت

.منظور جایگزین نمودن قطعات پروموتوري نشان داده شده استبهpIRES2-EGFPهاي برشی در وکتورمحل برش آنزیم. نمایدمی
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محمدرضا تابنده و همکاران...هاي بنیادي و تأثیر بیان بالاي فاکتور مهارکننده لوسمی در سلول

1395تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت  162

LIFتکثیر ژن 

bp612طول موش صحرایی بهLIFمنظور کلون سازي ژن به
RT-PCRاز روش ) NM_022196.2:دسترسی بانک ژنعدد (

REFهاي فیبروبلاست جنینی موشی صحرایی و سلول

)rat embryonic fibroblast (بدین ترتیب که پس . استفاده شد
از مرکز ذخایر ژنتیک و زیستی ایران، REFهاي از تهیه سلول

سیناژن، (RNXplusبا استفاده از کیت تجاري RNAاستخراج 
Accupowerبا استفاده از کیت cDNAسنتز . انجام شد) انایر

Rocketscript)و ) بیونیر کرهPCR با استفاده از کیت
pfuپلیمراز DNAحاوي آنزیمAccuPower PreMixتجاري

LIFی پرایمرهاي مورد استفاده جهت تکثیر ژن توال. انجام شد

-'5ترتیب شامل شاملبه

AGTAAGGATCCATGAAGGTCTTGGCGGCAGG -3'

-'5و CTAGAAGGCCTGGACCACCAGGATCTTCG -3'

Vector NTIطراحی پرایمر با استفاده از نرم افزار . بودند

Advance)Thermo Fisher Scientificانجام شد) ، آمریکا .
هاي هاي برشپرایمرهاي جلویی و عقبی بترتیب داراي  محل

.بودندBamHIوEcoRIهاي آنزیم
چرخه 35شامل PCRچرخه دمایی مورد استفاده در 

58(، اتصال پرایمر )دقیقه1گراد، درجه سانتی94(واسرشتگی 
1گراد، درجه سانتی72(و تکثیر ) ثانیه45گراد، درجه سانتی

و ) دقیقه5گراد، درجه سانتی95(واسرشتگی اولیه . بود) دقیقه
هرکدام یک ) دقیقه5گراد، درجه سانتی72(تکثیر نهایی 

پس از خالص سازي از ژل با PCRمحصول . مرحله انجام شد
بیونیر، کره (AccuPrep Gel Purificationاستفاده از کیت 

.تعیین توالی شد) جنوبی

در پلاسمید اصلاح شدهLIFکلون سازي ژن
-pIRES2، پلاسمید اصلاح شده LIFمنظور کلونینگ ژن به

EGFP پس از کشت و تخلیص با استفاده از کیتAccuPrep

مورد EcoRIو BamHIهاي با آنزیم) بیونیر، کره جنوبی(
منظور نیز بهLIFژن PCRمحصول . هضم آنزیمی قرار گرفت

EcoRIو BamHIهاي ایجاد انتهاي چسبان با استفاده از آنزیم

سپس پلاسمید پس از الحاق . مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند
Ecoliهاي مستعد به سلولT4کمک آنزیم لیگاز بهLIFژن 

که با استفاده از روش کلرید کلسیم سرد و شوك DH5αسویه 
هاي ترانسفورم سلول. قال یافتندحرارتی تهیه شده بودند، انت

هاي مثبت بر روي پلیت حاوي گري کلونمنظور غربالشده به
کشت داده شدند و ) لیترمیلی/ میکرو گرم50(کانامایسین 

CMVهاي مثبت با استفاده از پرایمرهاي عقبی و جلویی کلون

.شناسایی شدند

TMGTروش هاي ترانس ژن بهتولید موش

استفاده شد TMGTهاي ترانسژن از روش منظور تولید موشبه
pIRES2-EGFPگرم پلاسمید اصلاح شدهمیکرو50). 10(

AccuPrepپس از تکثیر و خالص سازي با استفاده از کیت 

با معرف ترانسفکشن 1:1به نسبت ) بیونیر، کره جنوبی(
DOTAP)Life Scienceآماده سازي و در محلول ) ، آمریکا

HBS یدکلرمولار میلی150مولار هیپس و میلی20(استریل
30مخلوط و با استفاده از سرنگ همیلتون شماره ) یمسد
.اي تزریق شدصورت درون بیضهبه

منظور جایگزینی با نواحی پروموتوري بهNheIو AseIهاي با استفاده از آنزیمpIRES2-EGFPاز وکتورECMVبرش قطعه پروموتوري : A: 2شکل 
PCRالکتروفورز محصول : B) پلاسمید کامل-3، شدهدادهپلاسمید برش - HMW ،2مارکر-1. (ایجاد نمودbp600جدید، باندي با طول تقریبی 

-pIRES2پس از برش از وکتور ECMVده پروموتور الکتروفورز ناحیه پروموتوري جایگزین ش: bp637 .Cنستین با طول 2قطعه پروموتوري اینترون 
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محمدرضا تابنده و همکاران...هاي بنیادي و لوسمی در سلولتأثیر بیان بالاي فاکتور مهارکننده 

1395163تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

EGFPهاي با استفاده از آنزیمAseI وXhoI محصولی با طولKb1/1مارکر -1. (تولید نمودHMW ،2- ،شدهدادهوکتور برش -3وکتور کامل.(

گروه بندي حیوانات
سر موش 18صحرایی نر بالغ و سر موش 9در این مطالعه از 

. گرم استفاده شد200صحرایی ماده بالغ با وزن تقریبی 
:گروه تقسیم شدند3حیوانات به 

LIF)25یتر پلاسمید حاوي لیکروم250تزریق : 1گروه 
و ) حیوان3(هاي صحرایی نر به موش) میکروگرم در هر بیضه

ساعت 24) حیوان6(هاي صحرایی ماده گیري با موشجفت
).ترانسژنگروه (پس از تزریق 

میکروگرم در 25(یتر پلاسمید فاقد لیکروم250تزریق : 2گروه 
گیري با و جفت) حیوان3(هاي نر به موشLIF) هر بیضه

ساعت پس از تزریق 24، )حیوان6(هاي صحرایی ماده موش
).گروه کنترل پلاسمید(

همراهبهیل استرHBSیتر بافر لیکروم250تزریق : 3گروه 
DOTAPهاي گیري با موشو جفت) حیوان3(هاي نر به موش

گروه کنترل (ساعت پس از تزریق 24، )حیوان6(صحرایی ماده 
). منفی

هوشی با استفاده از ترکیب قبل از انجام تزریقات، بی
ها با استفاده از سطح خارجی بیضه. زایلازین انجام شد/کتامین

روز پس از زایمان، 20.استریل شداسکراپ جراحی و الکل 
.داري شدندنگه60نوزادان از مادرها جدا و تا روز 

-pIRES2هاي ترانس ژن شده با استفاده از پلاسمید هیپوکامپ موش) B(فلورسنتو ) H&E)Aتصویر میکروسکوپ نوري رنگ آمیزي : 3شکل 

EGFPدهنده بیان پروتئین روموتور نستین که نشانتحت القا پEGFPدار در نواحی شکنج دندانه)DG ( و برخی نواحی شاخ آمون)CA1-CA4 (
).4×(باشد هیپوکامپ می

هاي ترانسژنگیري از حیوانات و تایید زادهنمونه
گیري از پس از خونهاي ترانسژن،منظور تایید مقدماتی زادهبه 

AccuPrepبا استفاده از کیت DNAدم و استخراج 
GenomicDNA Extraction)واکنش )بیونیر، کره ،

PCRجفت بازي از بخشی از 110ایید حضور قطعه تمنظورهب
با استفاده از پرایمرهاي LIFناحیه پروموتوري وکتور و ژن 

و 'CATCCAAACTGAGCAGCCGG-3-'5جلویی 
انجام 'CCAACAGCAGGGGCACAACT-3-'5عقبی 

بودن حیوانات و وجود وکتور محصول ترانس ژندر صورت . شد
PCR شودیمجفت بازي تولید 110با طول .

روزگی با 60هاي کنترل در سن هاي ترانسژن و گروهزاده
کشی شده و پس از برداشت جمجمه استفاده از کلروفرم آسان

نیمی از هر نیم کره . اقدام به خارج کردن کل بافت مغز گردید
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محمدرضا تابنده و همکاران...هاي بنیادي و تأثیر بیان بالاي فاکتور مهارکننده لوسمی در سلول

1395تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت  164

منظور ارزیابی سطح جهت تهیه مقاطع بافتی و نیمی دیگر به
مورد استفاده قرار Real time PCRبا استفاده از LIFبیان 

کلیه اقدامات انجام شده در ارتباط با حیوانات . گرفتند
داري و ی در این مطالعه بر اساس دستورالعمل نگهآزمایشگاه

به شماره NIHتحقیق با حیوانات آزمایشگاهی مصوب 
. انجام شد86-23دسترسی

در مقاطع بافتی با روش EGFPارزیابی بیان 
انسفلورسمیکروسکوپ 

منظور ارزیابی عملکرد سیستم پروموتور نستین، بیان به
هاي مختلف مغز در بخشEGFPپروتئین مارکر فلئورسنت 

نر انتخاب ترانس ژنو غیر ترانس ژنزاده 10حداقل. بررسی شد
و Motheکشی مطابق روش توصیف شده توسط و پس از آسان

، اقدام به تهیه مقاطع بافتی از دو نیمکره مغز شد و )14(همکاران 
Olympusانس فلورسمقاطع بافتی با استفاده از میکروسکوپ 

.مورد ارزیابی قرار گرفت) ژاپن(IBX57مدل 

حروف . ژنترانسو گروه دیپلاسمدر سه گروه کنترل منفی، کنترل مثبت بدون GAPDHدر مقایسه با ژن LIFاي بیان ژن مقادیر مقایسه: 4شکل 
.باشدمی>05/0Pدار در سطح دهنده اختلاف معنینامتشابه نشان

cDNAو سنتز RNAاستخراج 

موش در هر گروه ترانسژن، 5هاي بافت هیپوکامپ از نمونه
و کنترل منفی فاقد پلاسمید دریافت LIFکنترل وکتور فاقد 

TriPureبا استفاده از کیت RNAاستخراج . شد

)Invitrogenو مطابق دستورالعمل کیت انجام شد) ، آمریکا .
با DNAمنظور حذف آلودگی با بهRNAهاي تمام نمونه

تیمار و پس از ) سیناکلون، ایران(DNaseاستفاده از آنزیم 

با 280و 260در طول موج RNAهاي قرائت جذب نمونه
هایی که نمونه) ، آلمانEpendorf(استفاده از دستگاه نانو دراپ 

منظور ساخت بود به8/1ها بالاي آن280/260میزان جذب 
cDNAساخت  . استفاده شدندcDNA با یک میکروگرم

RNA و با استفاده از کیتAccupower Rocketscript

)Bioneerو پرایمر اولیگو ) ، کرهdTانجام شد.

دار گروه ناحیه مولکولار شکنج دندانه: B. ی شاخ آمون گروه ترانسژنچندشکلناحیه : 100H&E, .(A×(مقطع بافتی هیپوکامپ موش صحرایی : 5شکل 
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و کنترل منفی فاقد پلاسمید دریافت LIFکنترل وکتور فاقد 

TriPureبا استفاده از کیت RNAاستخراج . شد

)Invitrogenو مطابق دستورالعمل کیت انجام شد) ، آمریکا .
با DNAمنظور حذف آلودگی با بهRNAهاي تمام نمونه

تیمار و پس از ) سیناکلون، ایران(DNaseاستفاده از آنزیم 

با 280و 260در طول موج RNAهاي قرائت جذب نمونه
هایی که نمونه) ، آلمانEpendorf(استفاده از دستگاه نانو دراپ 

منظور ساخت بود به8/1ها بالاي آن280/260میزان جذب 
cDNAساخت  . استفاده شدندcDNA با یک میکروگرم

RNA و با استفاده از کیتAccupower Rocketscript

)Bioneerو پرایمر اولیگو ) ، کرهdTانجام شد.

دار گروه ناحیه مولکولار شکنج دندانه: B. ی شاخ آمون گروه ترانسژنچندشکلناحیه : 100H&E, .(A×(مقطع بافتی هیپوکامپ موش صحرایی : 5شکل 
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منظور ارزیابی سطح جهت تهیه مقاطع بافتی و نیمی دیگر به
مورد استفاده قرار Real time PCRبا استفاده از LIFبیان 

کلیه اقدامات انجام شده در ارتباط با حیوانات . گرفتند
داري و ی در این مطالعه بر اساس دستورالعمل نگهآزمایشگاه

به شماره NIHتحقیق با حیوانات آزمایشگاهی مصوب 
. انجام شد86-23دسترسی

در مقاطع بافتی با روش EGFPارزیابی بیان 
انسفلورسمیکروسکوپ 

منظور ارزیابی عملکرد سیستم پروموتور نستین، بیان به
هاي مختلف مغز در بخشEGFPپروتئین مارکر فلئورسنت 

نر انتخاب ترانس ژنو غیر ترانس ژنزاده 10حداقل. بررسی شد
و Motheکشی مطابق روش توصیف شده توسط و پس از آسان

، اقدام به تهیه مقاطع بافتی از دو نیمکره مغز شد و )14(همکاران 
Olympusانس فلورسمقاطع بافتی با استفاده از میکروسکوپ 

.مورد ارزیابی قرار گرفت) ژاپن(IBX57مدل 

حروف . ژنترانسو گروه دیپلاسمدر سه گروه کنترل منفی، کنترل مثبت بدون GAPDHدر مقایسه با ژن LIFاي بیان ژن مقادیر مقایسه: 4شکل 
.باشدمی>05/0Pدار در سطح دهنده اختلاف معنینامتشابه نشان

cDNAو سنتز RNAاستخراج 

موش در هر گروه ترانسژن، 5هاي بافت هیپوکامپ از نمونه
و کنترل منفی فاقد پلاسمید دریافت LIFکنترل وکتور فاقد 

TriPureبا استفاده از کیت RNAاستخراج . شد

)Invitrogenو مطابق دستورالعمل کیت انجام شد) ، آمریکا .
با DNAمنظور حذف آلودگی با بهRNAهاي تمام نمونه

تیمار و پس از ) سیناکلون، ایران(DNaseاستفاده از آنزیم 

با 280و 260در طول موج RNAهاي قرائت جذب نمونه
هایی که نمونه) ، آلمانEpendorf(استفاده از دستگاه نانو دراپ 

منظور ساخت بود به8/1ها بالاي آن280/260میزان جذب 
cDNAساخت  . استفاده شدندcDNA با یک میکروگرم

RNA و با استفاده از کیتAccupower Rocketscript

)Bioneerو پرایمر اولیگو ) ، کرهdTانجام شد.

دار گروه ناحیه مولکولار شکنج دندانه: B. ی شاخ آمون گروه ترانسژنچندشکلناحیه : 100H&E, .(A×(مقطع بافتی هیپوکامپ موش صحرایی : 5شکل 
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تعداد . LIFدار گروه گروه کنترل پلاسمید فاقد ناحیه مولکولار شکنج دندانه: LIF.Dی شاخ آمون گروه کنترل منفی فاقد چندشکلناحیه : C. ترانسژن
هاي پیکان. داري بیشتر بودطور معنیهاي ترانسژن نسبت به گروه کنترل پلاسمید بههیپوکامپ موشدر ) هاي سفیدپیکان(هاي اولیگودندروسیت سلول

).,100H&E×(باشد  هاي آستروسیت میدهنده سلولمشکی نشان
زمان حقیقی PCRبا آزمون LIFارزیابی بیان ژن 

در PCRآزمون درهیپوکامپ از LIFمنظور ارزیابی بیان ژن به
Lightcyclerدستگاه و CtΔΔايیسهزمان حقیقی، روش مقا

Detection System)Rocheروش . استفاده شد)، امریکا
qPCRTMیت کاربرد رنگ سایبرگرین کيآزمون بر پایه

Green Master)Jena Bioscienseدر .استوار بود)، آلمان
.دشاستفاده کالیبراتورعنوان بهGAPDHاین مطالعه از ژن 

-'5شاملLIFپرایمرهاي جلویی و عقبی جهت تکثیر ژن 

CATCCAAACTGAGCAGCCGG -'5و '3-

CCAACAGCAGGGGCACAACT و جهت تکثیر '3-
-'5شامل جلوییGAPDHژن 

AGTTCAACGGCACAGTCAAG -'5و عقبی '3-

TACTCAGCACCAGCATCACC طراحی . بودند'3-

Beacon desigsner TMافزارنرمپرایمرها با استفاده از 

V:7.01 (PREMIER Biosoft international,USA) انجام
میکرولیتر 25/6میکرولیتر شامل 5/12ها درحجم واکنش. شد

ایمرها با میکرولیتر از هر یک از پرX2 ،25/0مخلوط واکنش 
cDNA)100میکرولیتر 3نانومول، 200غلظت نهایی 

چرخه دمایی شامل . میکرولیتر آب تهیه شدند75/2و ) نانوگرم
94سیکل شامل 45دقیقه، 5مدت گراد بهدرجه سانتی95

مدت گراد بهدرجه سانتی60ثانیه، 15مدت گراد بهدرجه سانتی
و نمونه cDNAفاقد هاي کنترل منفینمونه. ثانیه بود30

RNA تکرار 3ها در واکنش. شددر هر واکنش در نظر گرفته
Lightcyclerها با استفاده از نرم افزار آنالیز داده. انجام شدند

.)15(گزارش شد بر اساس فرمولو ارزیابی 

و گروه LIFهاي ترانس ژن، کنترل منفی هیپوکامپ در موشهاي مختلف هاي اولیگودندروسیت در لایهمیانگین و انحراف معیار تعداد سلول: 1جدول 
.باشدمی) p>05/0(دار در سطح دهنده اختلاف آماري معنیحروف نامتشابه در هر ردیف نشان. کنترل منفی فاقد پلاسمید

گروه کنترل منفی گروه منفی شدهترانسژنگروه  هالایه
3/2±6/6b 5/2±8/6b 6/3±3/14a هرمی–ی چندشکل

)CA1(1شاخ آمون 
5/1±7/4b 8/1±8/4b 4/2±1/9a مولکولار
1/3±5/7b 7/3±6/7b 7/3±8/15a هرمی–ی چندشکل

)CA2(2شاخ آمون 
0/2±1/5b 8/1±0/5b 2/2±3/8a مولکولار
6/2±1/6b 2/3±3/6b 8/1±6/8b هرمی–ی چندشکل

)CA3(3شاخ آمون 
1/1±4/4b 2/1±1/5b 9/1±3/6b مولکولار
9/1±3/6b 4/1±3/5b 6/2±6/9a هاي شاخ آمونهاي لایهمیانگین کل تعداد سلول
0/1±7/3b 8/1±4/3b 3/1±1/7a هیلوس
5/1±5/4b 9/1±6/4b 5/1±0/9a هرمی–ی چندشکل دارشکنج دندانه
1/2±6/4b 1/2±5/4b 4/1±3/7a مولکولار
6/1±4/4b 7/1±3/4b 3/1±1/8a هاي شکنج دندانه دارهاي لایهمیانگین کل تعداد سلول
6/1±6/4b 3/1±5/4b 8/1±6/7a هامیانگین تعداد سلول مجموع لایه

.ترانس ژن، گروه گروه کنترل پلاسمید و گروه کنترل منفیهاي هیپوکامپ در بین گروهمیانگین و انحراف معیار ضخامت لایه: 2جدول 
گروه کنترل منفی کنترل پلاسمیدگروه  شدهترانسژنگروه  هالایه )میکرومتر(هاهیلاضخامت 

7/14±9/91 6/14±5/92 9/25±0/108 یچندشکل
CA1(0/6±7/35(1شاخ آمون  0/6±7/34 4/11±2/35 هرمی

7/62±7/248 7/61±2/249 3/40±9/242 مولکولار
3/47±2/179 0/49±7/178 3/28±7/195 یچندشکل

CA3(4/7±8/54(3شاخ آمون  7/6±0/55 2/10±8/55 هرمی
3/38±6/533 3/38±6/533 8/40±6/601 مولکولار

Ct2
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0/21±5/140 1/21±9/139 9/33±7/153 یچندشکل
3/40±8/2دارشکنج دندانه 8/2±6/40 0/10±7/41 هرمی

4/2±4/140 0/3±7/141 0/23±8/163 مولکولار

ی هیپوکامپ با روش میکروسکوپ نوريشناسبافتبررسی 
60سر موش صحرایی نر 10در این مرحله از هر گروه تعداد 

. ها صورت گرفتگیري از مغز آنروزه انتخاب شده و نمونه
روش سپس به. درصد انتقال داده شدند10ها به فرمالین نمونه

هاي تهیه گیري انجام و برشمعمول تهیه مقاطع بافتی قالب
ائوزین - ماتوکسیلینمیکرومتر با روش ه6تا 5شده با ضخامت 

)H&E (آمیزي شدند رنگ)ي میکروسکوپی در مطالعه). 16
ضخامت طبقات چندشکلی، هرمی و مولکولار در بزرگنمایی 

x10براي هر (100×ها در بزرگنمایی و تعداد الیگودندروسیت
میدان 10اسلاید میکروسکوپی و در هر  اسلاید5نمونه 

دار و ، شکنج دندانههاي شاخ آموندر بخش) میکروسکوپی
افزار در این مرحله از  نرم. گیري و شمارش شدندهیلوس اندازه

Dinocapture و عدسیDino-Eye Microscope AM-

423X)ANMOاستفاده شد) ، تایوان.

آنالیز آماري
SPSSافزارنرمي شانزدهم نسخهها ازمنظور آنالیز آماري دادهبه

نتایج بر اساس میانگین . ستفاده شداstudent tآماري آزمونو 
ها داري تستسطح معنی. انحراف معیار گزارش شدند±

05/0p<در نظر گرفته شد.

نتایج
Hsp68ارزیابی جایگزینی قطعات پروموتوري نستین و 

pIRES2-EGFPدر پلاسمید 

ECMVمنظور جایگزینی قطعه پروموتوري هدر این مطالعه ب

مربوط به bp600قطعه ابتدا pIRES2-EGFPوکتور 
از NheIو AseIهاي با استفاده از آنزیمECMVپروموتور 

قطعه پروموتوري سپس ). A2–شکل (پلاسمید برش داده شد 
و PCRبا استفاده ازbp637با طول نستین2اینترون 

–شکل (تکثیر NheIو AseIپرایمرهاي داراي ناحیه برش 

B2 ( هاي با آنزیمافتهیدر پلاسمید برش وAseI وNheI

، این hsp68کننده منظور الحاق ناحیه تشدیدبه. شدالحاق 
hsp68-LacZ-pAپس از برش وکتور bp340ناحیه به طول 

در ناحیه پایین دست قطعه NheIو Xho1هاي با آنزیم
که با همین pIRES2-EGFPاز وکتور 2پروموتوري نستین 

طول قطعه پروموتوري . ها برش داده شده بود الحاق شدآنزیم
منظور تایید بود که بهbp977جایگزین شده در وکتور 

هاي جایگزینی این قطعه نواحی دو طرف پروموتور با آنزیم
AseI وXhoIدر الکتروفورز باند تقریبی . برش داده شدkb1

دهنده صحت طول پروموتورکه نشان) C2-شکل (مشاهده شد 
.الحاقی بود

در وکتور اصلاح شدهLIFنتایج کلونینگ 
در پلاسمید اصلاح شده، اقدام به LIFمنظور کلونینگ ژن به

پلیمراز از Pfuو آنزیم PCRبا استفاده از LIFتکثیر ژن 
طول بهPCRسپس قطعه تکثیر شده با . شدMEFهاي سلول

bp612هاي پذیرایی در  پلاسمید اصلاح شده الحاق و به سلول
E.coli سویهBL21(DE3)هاي از مجموع کلون. منتقل شد

رشد یافته بر روي محیط کشت حاوي کانامایسین داراي 
کلون 3درمجموع، LIFحاوي ژن pIRES2-EGFPپلاسمید 

با PCRانجام بر اساسهاي مذکور انتخاب کلون. انتخاب شد
هاي رشد نبر روي کلوLIFاستفاده از پرایمرهاي اختصاصی 

بر این اساس . یافته بر روي محیط حاوي کانامایسین بود
قطعات حاوي محل لیدلبهبود LIFbp612طول ژن ازآنجاکه

bp650یک قطعه با طول تقریبی PCRها در زمان برش آنزیم
پس از تعیین توالی آمدهدستبههاي صحت توالی. تولید شد

nBLASTده از نرم افزار صورت خوانش از دو طرف، با استفابه

موجود در بانک ژن با عدد دسترسی LIFو مقایسه با توالی 
NM_022196.2شددیتائ.

ترانس ژنهاي ایید زادهت
از جداشدههاي ، نمونهترانس ژنهاي زادهداییتمنظور به

و PCRروزه با استفاده از 40هاي صحرایی هیپوکامپ موش
دهندهنشاننتایج حاصل . انس ارزیابی شدندفلورسمیکروسکوپ 

بر PCR. ي نسل اول بودهازادهی در ترانس ژندرصد 60
، LIFي بافتی گروه مثبت حاوي پلاسمید و ژن هانمونه

به LIFي از ژن اقطعهمربوط به bp180محصولی با طول 
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را نشان هازادهدرصد 60در Hsp68بخشی از پروموتور همراه
ي گروه منفی و  هانمونهو ترانس ژني غیر هانمونهدر . داد

.نمونه گروه کنترل منفی محصولی تولید نشد
انس نشان فلورسارزیابی مقاطع بافتی با استفاده از میکروسکوپ 

ی و شکنج تحت بطندر نواحی EGFPداد که پروتئین 
باشد ي بنیادي میهاسلولهیپوکامپ که محل تجمع داردندانه

در سایر EGFPبا توجه به عدم بیان ). 3شکل (شود بیان می
و نیز با توجه به ساختار وکتور که حاوي پروموتور هابخش

در این نواحی و فعال EGFPژن، القا بیان باشدیمنستین 
. ي بنیادي تایید شدهاسلولبودن پروموتور نستین در 

LIFتغییرات بیان ژن 

در مقایسه با بیان ژن LIFتغییرات بیان نسبی ژن 4شکل 
GAPDH میزان بیان ژن . دهدیمي مختلف را نشان هاگروهدر

LIF هاي کنترل منفی بودبرابر گروه8در گروه ترانسژنیک.

هانتایج هیستومتري نمونه
شاخ CA4وCA1 ،CA2 ،CA3در ارزیابی هیستومتري نواحی 

اولیگودندروسیتی و هاي دار از نظر تعداد سلولآمون و شکنج دندانه
نیز ضخامت لایه هاي چندشکلی، هرمی و مولکولار مورد ارزیابی 

بررسی آماري نتایج حاصل از شمارش .قرار گرفتند
دار الیگودندروسیت در نواحی مختلف هیپوکامپ افزایش معنی

شاخ آمون در گروه CA2و CA1ها در نواحی تعداد این سلول
و گروه LIFژن شده را نسبت به گروه کنترل منفی فاقد ترانس

در ). 1جدول) (p>05/0(کنترل منفی فاقد پلاسمید نشان داد 
هاي داري در تعداد سلولشاخ آمون اختلاف معنیCA3ناحیه 

جدول ) (<05/0p(اولیگودندروسیت بین سه گروه مشاهده نشد 
هاي ولهاي هیپوکامپ، مجموع سلصرفنظر از نوع لایه). 2

طور شمارش شده در شاخ آمون هیپوکامپ در گروه ترانسژن به
).5شکل (داري بیشتر از دو گروه کنترل منفی بود معنی

- یچندشکلهاي هاي اولیگودندروسیتی در لایهتعداد سلول
دار هیپوکامپ در گروه ترانس ژن هرمی ومولکولار شکنج دندانه

) p>05/0(کنترل بود هاي داري بیشتر از گروهطور معنیبه
هاي اولیگودندروسیتی در در مجموع تعداد سلول). 1جدول(

هاي ترانس ژن بطور هاي مختلف هیپوکامپ موشلایه
هاي هاي هیپوکامپ در موشداري بالاتر از تعداد سلولمعنی
).2جدول) (p>05/0(هاي کنترل بود گروه

هاي مختلف هیپوکامپ نتایج ارزیابی ضخامت لایه
- گیري ضخامت هر کدام از لایهدر بررسی نتایج حاصل از اندازه

هاي هیپوکامپ در بین داري بین ضخامت لایهها اختلاف معنی
هاي مثبت ترانسژن شده، گروه منفی و گروه کنترل منفی گروه

).2جدول (مشاهده نشد 

بحث
بیان بالاي فاکتور ریثاتارزیابی بمنظوردر مطالعه حاضر 

ي اولیگودندروسیت در هاسلولبر جمعیت لوسمی مهارکننده
با روش دشدهیتولترانس ژنهیپوکامپ از مدل موش صحرایی 

TMGTبالاي فاکتور مهارکننده انیبدر این مدل . استفاده شد
کننده و عامل تشدیدپروموتور نستینعملکردلوسمی تحت 

hsp68در مطالعه حاضر بیان ژن . القا شدLIF در بافت
ي کنترل فاقد هاگروهنسبت به ترانس ژني هاموشوکامپ هیپ

در مطالعات محدود . افزایش یافتLIFوکتور و کنترل فاقد 
آن بر ریثاتدر مغز و LIFارزیابی بیان بالاي منظوربهشدهانجام

ي بنیادي، هاسلولي مولکولی هاشاخصجمعیت و 
در هشدیطراحیی وجود داشته است که در مدل هاتیمحدود

نخست اینکه در مطالعه . مطالعه حاضر رفع شده است
Deverman وPatterson)7( از تزریق مستقیم ،LIF در

ي سریع سازپاكلیدلبهاست که شدهاستفادههابطن
در مغز پس از هاآني خارجی، توزیع نامتناجس هانیپروتئ

و نیز عدم امکان تعیین میزان جذب، ارزیابی هابطنورود به 
توسعه کاربرد بالینی منظوربهLIFاثرات تزریق درون مغزي 

همچنین روش تزریق درون بطنی و . سازدینمریپذامکانآن را 
ي غیر هدف هاسلولاگزوژن توسط LIFامکان برداشت 

. باشدیممحدودیت مهمی در کاربرد این روش در شرایط بالینی 
از وکتور آدنوویروسی تحت ) Patterson)6و Bauerدر مطالعه 

نیترمهم. کنترل پروموتور آنسفالومیوکاردیت استفاده شده است
ي هاسلولدر تمام LIFي این روش القا بیان ژن هاتیمحدود

در ECMVپروموتور کهچراآلوده با وکتور آدنوویروسی است 
که در دیگر این. قا را داردي پستانداران قابلیت الهاسلولتمام 

هابطني اپاندیمال در حاشیه خارجی هاسلولا عموماین روش 
خاصیت بنیادي ندارند لذا بروز هاآنکه همه شوندیمآلوده 

متغیر صورتبهي بنیادي هاسلولدر LIFاثرات بیان بالاي 
در مطالعه حاضر با الحاق پروموتور اینترون ). 6(ظاهر شده است 

هاي فوق در محدودیتhsp68نستین و ناحیه تشدیدگر 
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خصوص کنترل بیان وکتور درسلول هاي بنیادي عصبی رفع 
.شد

ها نیایی و یا پیوند آنيهاعصبی یا سلوليهاالقا تکثیر سلول
دستازهايماریصدمات یا بکه در ییهابراي جایگزینی سلول

منظور درمان اختلالات عصبی ایجاد بهياامید تازه،اندرفته
تزریق مستقیم یا بیان بالاي فاکتورهاي رشد . )17(کرده است

تزریق . باشدکارها مییکی از بهترین این راه) نوروتروف(عصبی 
رشد مانند فاکتور پایه رشد فیبروبلاستی ويمستقیم فاکتورها

ها در حیوانات آزمایشگاهی به درون بطنعامل رشد اپیدرمی
پیش ساز ناحیه زیر بطنی يهامنجر به گسترش جمعیت سلول

همچنین تزریق . ها شده استتیها و آستروستولید نورون
کننده آلفا در حیواناتی که سیستم فاکتور رشد ترانسفورم

بنیادي يهابود منجر به تکثیر سلولدهیدبیها آسدوپامین آن
دنبال آن مهاجرت مغز و بهدر بخش جلویی حفره قدامی

در حالنیابا. پیش ساز عصبی و گلیال شده استيهاسلول
مانع از بازشوندهدیها ترمیم موقت و غیر تجدتمام این روش

. شده استدهیدبییافت عملکرد کامل سیستم عصبی آس
انجام تزریقات پیاپی انجام بالینی چنین روش همچنین نیاز به 

).18و 17(سازدیرو مهدرمانی را با  محدودیت روب
داردندانهدر ناحیه شیار EGFPدر مطالعه حاضر بیان پروتئین 

در کهیدرحالشد دیتائانس فلورسبا استفاده از میکروسکوپ 
مطالعات موجود . بیان نشدEGFPي کنترل، پروتئین هاگروه

ي بنیادي نیایی عصبی در سه هاسلولنشان داده است که 
- هاي جانبی، شکنج دندانهناحیه شامل ناحیه تحت بطنی بطن

تلیوم دوره جنینی مانده بخش نورواپیدار هیپوکامپ، باقی
ي پیش ساز هاسلولبه هاسلولتمایز این ). 19(متمرکز هستند 

با خاموش شدن ماتوهاآنزایی د قوهسبب کاهش خاصیت چن
به تمایز به یک نوع هاآنزایی و تعهد ي شاخص چند قوههاژن

ها و آستروسیت(ي گلیال هاسلولرده سلولی شامل نورون و 
تحقیقات اخیر نشان ). 20(شوندیم) هااولیگودندروسیت

ي موجود در نواحی تحت بطنی داراي توان هاسلولکه دهدیم
هانورونا پس از تکثیر به عمومو ) Cنوع (سریع بوده تکثیر 

کهیدرحالکنندیمو به ناحیه لوب بویایی مهاجرت افتهیزیتما
ا داراي توان تکثیر عمومي بنیادي موجود در هیپوکامپ هاسلول

ژهیوبهي گلیال هاسلولو پس از تمایز به ) Bنوع (آهسته بوده 
جسم ژهیوبهها تبدیل و به نواحی مجاور مغز اولیگودندروسیت

باشدیمزایی در مغز ي که حاوي بیشترین فعالیت میلینانهیپ
پروتئین انیبباماتوLIFافزایش بیان ژن . کنندیممهاجرت 

EGFP هیپوکامپ در این مطالعه با نتایج داردندانهدر شیار
Kawaguchi ي هاسلول، مبنی بر تمرکز )12(و همکاران

بیان پروتئین . بنیادي نیایی در این ناحیه همخوانی دارد
EGFP یی از هیپوکامپ ونیز بیان بالاي هابخشدرLIF در

بیان دهندهنشانتواندیمهاي ترانس ژن، هیپوکامپ موش
ي بنیادي پیش ساز باشد هاسلولنستین و القا پروموتور آن در 

. اندشدهي هیپوکامپ توزیع هابخشکه در برخی 
ي هاسلولنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که تعداد 

ی چندشکلي هرمی، مولکولار و هانوروناولیگودندروسیت در 
داردندانهشاخ آمون و شیار CA2و CA1ي  هابخش

نسبت به LIFبا بیان بالاي ترانس ژني هاموشهیپوکامپ در 
ي هاهیلامت ضخاکهیدرحال. ي کنترل افزایش یافتهاموش

و ترانس ژني هاموشي مختلف هیپوکامپ هابخشنورونی در 
این یافته افزایش تمایز . تفاوت نداشتندترانس ژنغیر 
ي پیش ساز در مدل هاسلولي نیایی بنیادي به هاسلول
نتایج مطالعات . دینمایمدیتائدر این مطالعه را شدهیطراح

ي حیوانی تجربی هامدلموجود در شرایط آزمایشگاهی و 
بر تکثیر و تمایز LIFریثاتاطلاعات متناقضی در خصوص 

مربوط به احتمالاکه دهدیمي بنیادي نشان هاسلول
ي هدف هاسلول، نوع LIFمتغیرهایی چون نحوه تجویز و دوز 

ي انتقال رهایمسو یا فعال شدن شودیمبیان هاآندر LIFکه 
.)5و 7، 6(باشدیمسیگنال متفاوت 

Zhao تشدید تکثیر رغمیاند که علدادهنشان) 5(و همکاران
ي هاسلولبه هاتمایز آني بنیادي عصبی و نیز هاسلولمتقارن 

، میزان تمایز این LIFبنیادي پیش ساز گلیال در حضور 
خارج رویانی مهار و اندودرمیي مزودرمیهابافتبه هاسلول

ي هاسلولدر مطالعه حاضر افزایش تکثیر .شودیم
یی رهایمسکارکرد دهندهنشاناولیگودندروسیت در هیپوکامپ 

ي بنیادي نیایی، هاسلولاست که ضمن افزایش توان خودنوزایی 
این یافته با . ي گلیال را تشدید نموده استهاردهبه هاآنتمایز 
نتایج این مطابق با. مطابقت دارد) 5(و همکاران Zhaoنتایج 

LIFکه کاربرد انددادهنشان ) 20(و همکاران Mayerمطالعه، 

نوترکیب در محیط کشت عصاره بافتی هیپوکامپ سبب افزایش 
با ماتوکه این تغییرات شودیمهاي بالغ تعداد اولیگودندروسیت



محمدرضا تابنده و همکاران...هاي بنیادي و لوسمی در سلولتأثیر بیان بالاي فاکتور مهارکننده 

1395169تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

). 21(افزایش میزان تولید میلین در محیط کشت بوده است 
Deverman هفته پس 5تا 3که انددادهشان ن) 7(و همکاران

ي هاسلولتعداد LIFاز تزریق پلاسمید آدنوویروسی حاوي 
پیش ساز اولیگودندروسیتی در نواحی اطراف بطن افزایش یافته 

) 7(و همکاران Devermanبا توجه به این که در مطالعه . است
جدار بطن پس از تزریق پلاسمید مالیاپاندي هاسلولا عموم

ي پیش ساز  تنها در هاسلولتغییرات جمعیت انددهشآلوده 
نتایج حاصل از مطالعه . مشاهده استهابطننواحی مجاور 

اختصاصی صورتبهLIFالقاي بیان بالاي داد کهحاضر نشان 
ي هاسلولي نستین مثبت سبب گسترش جمعیت هاسلولدر 

). 7(شودیموکامپ پیهي مختلف هابخشاولیگودندروسیت در 

گیرينتیجه
توان از وکتورهاي درمجموع نتایج این تحقیق نشان داد که می

طور موفقیت آمیزي در تولید القایی تحت پروموتور نستین به
حیوانات ترانسژن با بیان اختصاصی فاکتورهاي نوروتروف در 

هاي در موشLIFبیان بالاي . هاي بنیادي استفاده نمودسلول
هاي کامپ که محل تجمع سلولترانسژن در نواحی از هیپو

هاي مختلف سلولی هاي پیش ساز ردهبنیادي نیایی و سلول
هاي میلین ساز باشد سبب افزایش تعداد سلولمی

نتایج این تحقیق .  شوداولیگودندروسیت در هیپوکامپ می
در درمان ضایعات حاصل LIFتاییدي بر امکان کاربرد پروتئین 

با . باشداولیگودندروسیت میهاي از کاهش یا آسیب سلول
.باشدحال مطالعات بیشتري در این زمینه ضروري میاین

تشکر و قدر دانی
نویسندگان این مقاله از معاونت پژوهشی دانشگاه شهید چمران 

.نماینددلیل تامین هزینه هاي طرح تقدیر و تشکر میاهواز به
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Abstract

Aim: Leukemia inhibitory factor (LIF) has beneficial effects on neural stem cell function and
neurodegenerative disease treatment. However limited data is available about the effects of LIF over-
expression in neural stem cells on brain tissue changes. In this study transgenic rats (TR) with over
expression of LIF under the control of nestin gene promoter were produced and histological changes
of their hippocampus were studied.

Material and methods: To produce transgenic rats, promoter regions of pIRES2-EGFP vector were
replaced with 2nd intron nestin promoter and Hsp68 enhancer sequence, and injected into testes (10
μg) of 10 male rats. After mating with female rats, trangenesis confirmation was done using
conventional PCR, real time PCR and fluorescent microscopy. Brain of mature transgenic and control
rats (4 months of age) were obtained, sectioned and stained with H & E and then their hippocampus
structure were studied.

Results: LIF gene was significantly expressed in higher levels in hippocampus stem cells of TR
comparing to control (P<0.05). This finding in concomitant with presence of EGFP signal in neural
stem cells of hippocampus confirmed the transgenesis in offspring. Oligodendrocytes number was
significantly higher in hippocampus of transgenic rats in comparison with control groups (P<0.05).

Conclusion: Over expression of LIF in neural stem cells resulted in elevation of oligodendrocytes in
hippocampus of rat brain. Because oligodendrocytes destruction are importance in neurodegenerative
diseases progression, it is possible that successful LIF transmission into the brain can be used in the
future to restore the oligodendrocyte mass.

Key words: Luekemia inhibitory factor, transgenic rats, hippocampus, histological changes
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