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چکیده
.باشدمیپارکینسونیسمیتبرابردرسازدوپامینهايسلوليبقاافزایشبرDJ-1تاثیربررسیمطالعهاینازهدف:هدف

هـا  تولید شـده و بـراي آلـوده سـازي سـلول     Jredگر و گزارشDJ-1هايم ژناهاي نوترکیب ناقل تولنتی ویروسابتدا :هامواد و روش
HEK-293Tهـاي  هاي ناقل، بسته بنـدي و غشـا بـراي ترانسفکشـن سـلول     نامهلنتی ویروسی ببدین منظور سه پلاسمید. نددشاستفاده 

تـا ذخیـرة   ساعت جمع آوري و تغلیظ شـد 48و 24هاي ترانسفکت شده محیط سلول. ندکار برده شدهعنوان رده سلولی مولد ویروس بهب
افزایش بیان هاي مزبور با این ذخیرة غلیظ ویروسی، سلولPC12هاي دوپامین ساز دنبال ترانسدوکشن سلولبه.دست آیدلنتی ویروسی به

DJ-16ها با توکسین پس از تیمار این سلول. را آغاز کردند-OHDA،گیري شداندازهدر مقایسه با شاهد ها آنيمیزان بقا.
طور موفقیت آمیز به انجام رسید، زیرا با ذخیرة ویروسی بهPC12هاي آلودگی سلولو HEK-293Tهاي مراحل ترانسفکشن سلول:نتایج

-RTبـا تکنیـک   DJ-1افـزایش بیـان   سپس. مشاهده شددر هر دو مرحله میکروسکوپ فلورسنس با استفاده از Jredگرگزارشبیان ژن

PCR نشان داد که افزایش بیان هاي بعديآزمایش.شداثباتDJ-1 هاي سلولدر بقاي گیريچشمباعث افزایشPC12 سـمیت در برابر
درصـد بقـاي   درصـد بیشـتر از   30در حـدود  داشـتند،  DJ-1افزایش بیان کهPC12هاي ي سلولدرصد بقا. شودمیOHDA-6ناشی از 

.دار بودو این افزایش از نظر آماري معنیدشبرآورد هاي کنترلسلول
OHDA-6سمیت نورونیها را در برابر مقاومت و بقاي این سلولPC12هاي دوپامین ساز در سلولDJ-1ژن افزایش بیان:گیرينتیجه

.دهدگیري افزایش میدار و چشمطور معنیبه
، حفاظت نورونیدوپامین سازسلول، DJ-1پارکینسون، :واژگان کلیدي
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مقدمه
هـاي  هاي عصبی ویژگی بـارز بیمـاري  آسیب پذیر شدن سیستم

هـا  از جمله این بیمـاري .باشددژنراتیو مغزي وابسته به سن می
Parkinson’s disease(PD) ،Huntington’s disease(HD)

توان نام بردرا میAmyotrophic lateral sclerosis(ALS)و 
بخــش وســیعی از تحقیقــات بــر روي اســترس اکســیداتیو . )1(

هـا در ایـن   متمرکز شده است کـه عامـل تبـاهی و زوال نـورون    
ماننـد آنیـون   گر اکسـیژن  هاي واکنشگونه. باشندها میبیماري

سوپراکســید، رادیکــال هیدروکســیل و هیــدروژن پروکســید در 
عنـوان محصـولات فرعـی در    جریان متابولیزه شدن اکسیژن بـه 

عوامـل آسـیب   تـرین  مهـم شوند که از جملـه  ها تولید میسلول
.)1(باشندها میرسان به نورون

یک بیماري وابسته به سن است کـه  (PD)بیماري پارکینسون 
ي دوپامین سـاز رخ داده و  هاسلولزوال با پیشرفت سن، در آن
هاي درصد کل نورون90تقریبا . کندهاي بیماري بروز مینشانه

. )2(انددوپامین ساز مغز در بخش شکمی مزنسفالون قرار گرفته
-Mes)هـاي دوپـامین سـاز مزونسـفالیک     در پستانداران نورون

Daergic)  شـوند مسـتقر مـی  در سه زیرناحیه ي متمایز مغـز :
Substantia nigra pars compacta(SNpc) ،Ventral

tegmental area(VTA) وRetrorubral field (RRF))3 .(
-تقسیم بندي مسیرهاي دوپامین ساز، مسیر نیگروترینشاخص

منشــا گرفتــه و بــه SNpcاســت کــه از (SN-ST)اســتریاتال 
Caudateو Putamenاستریاتوم پشتی که شامل بخـش هـاي   

).4(یابد است ادامه می
. باشـد مـی DJ-1، ژنPDهاي مهم دخیـل در بـروز   یکی از ژن

DJ-1سـیزده  ). 5(عنوان یک انکوژن شناسـایی شـد   در آغاز به
PDدر DJ-1اي و حذفی در ژن هاي نقطهجهش شامل جهش

عملکردهاي متفـاوتی دارد از  DJ-1).9-6(شناسایی شده است
هـاي ضـد   هاي پایین دست و فعالیتجمله تنظیم رونویسی ژن

هـاي  فرض بر این است که نقص در فعالیـت . استرس اکسیداتیو
).12-10(شـود مـی PDضد استرس اکسیداتیو منجر به بـروز  

هایی که در معرض استرس اکسیداتیو قرار در سلولDJ-1بیان 
در هنگام افزایش استرس اکسـیداتیو  .یابدمیگرفته اند افزایش 

C)106در موقعیـت  DJ-1ین ئآمینو اسید سیستئین در پروت

گر اکسیژن هاي واکنشاکسیده شده و به این ترتیب گونه(106
(ROS)   15-13(کنـد را از محیط جمـع آوري و خنثـی مـی.(

ي ی در مـوارد جهـش یافتـه   تهاي آنتی اکسـیدان کاهش فعالیت
DJ-1 در بیمــاران مبــتلا بــهPD 17(گــزارش شــده اســت( .

DJ-1هاي ساختاري و بیوشیمیایی نشـان داده انـد کـه    بررسی

یی را در فـرم  آآیـد و بیشـترین کـار   صورت همـودایمر درمـی  به
ایـن آنالیزهـا   ).17و16، 14(دهـد همودایمر از خود نشـان مـی  

رونو چـاپ )18و16(عنوان پروتئـاز بهDJ-1دهند که نشان می
هـاي  مطالعاتی که بـر روي مـوش  . کندنیز فعالیت می)20و19(

این ژن منجر بـه  فقدانانجام شد نشان داد که DJ-1فاقد ژن 
ها در از بین رفتن فعالیت گیرنده دوپامین و حساس شدن سلول

کننـد  ها پیشنهاد میشود، این یافتهبرابر استرس اکسیداتیو می
در ). 23-21(تبط اســتمــرPDبــاDJ-1کــه نقــص عملکــرد 

هاي مدل پارکینسونی انجام Ratکه بر روي In vivoمطالعات 
OHDA-6پـس از تزریـق   DJ-1ین ئشد نشـان داد کـه پـروت   

مهـار  Substantia nigraهاي دوپـامین سـاز را در   مرگ نورون
ــا  ه،کــرد را بهبــود OHDA-6اخــتلالات رفتــاري القــا شــده ب

).24(دهد میها کاهش را در سلولROSبخشیده و سطح 
هاي ناقل ژن در مطالعه جاري، بر آن شدیم که اولا لنتی ویروس

DJ-1طور موفقیت آمیز تولید نمائیم، دوما بـا انتقـال ایـن    را به
را در بیـان آن PC12هاي دوپامین ساز داخل سلولها بهویروس
ایش بیان را بر و ثالثا تاثیر این افزهاي مزبور افزایش دهیمسلول

.بسنجیمOHDA-6با سمیتها در برابر سلوليبقا

هامواد و روش
و ناقل بسته غشاهاي ویروسی شامل ناقل انتقال، ناقل ناقل

بندي با استفاده از کیت ماکسی پرپ کیاژن تهیه و تخلیص 
KLاز آزمایشگاه HEK-293Tهاي سلول.شدند

OMALLEY از دانشگاه واشنگتن در سنت لوئیس میسوري
.تهیه شده است
که نقش مولد HECK-293Tهاي سلول:کشت سلول

FBS10حاوي DMEMکنند در محیط ویروس را بازي می
درصد کشت و CO25گراد و  درجه سانتی37درصد، در دماي 

سلول در پتري دو و نیم میلیونحدود . پاساژ داده شدند
متري مخصوص کشت سلول، کشت داده سانتی10هاي دیش

همچنین .درصد پتري دیش را پر کنند60شدند تا در روز بعد 
هاي هدف ویروس، در عنوان سلولبهPC12هاي نورونی سلول
درصد کشت و پاساژ داده CO25گراد و درجه سانتی37دماي 
PC12هزار سلول 50براي آلوده سازي ویروسی تعداد . شدند

ساعت قبل از آلوده سازي کشت داده 24خانه، 24لیت در پ
.شدند

هاي نوترکیب، براي تولید لنتی ویروس:تولید ویروس
زمان با سه ناقل همHEK-293Tهاي مولد ویروس یعنی سلول

15میکروگرم از ناقل ترانسفر و 20لنتی ویروسی به مقدار 
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با روش میکروگرم از هر یک از ناقلین بسته بندي و غشایی، 
این سه ناقل . فسفات کلسیم ترانسفکت شد- DNAرسوب 

میلی مولار، با آب 5/2کرولیتر از کلرید کلسیم یم50همراه با 
کرولیتر رسیدند و هم حجم آن یم500استریل به حجم 

HEPESدقیقه در زیر هود و در 30محلول حاصل . اضافه شد
سپس این . دست آیدهد تا رسوب مورد نظر بشدماي اتاق انکوبه 

. اضافه شدHEK-293Tهاي رسوب قطره قطره به محیط سلول
گراد انکوبه درجه سانتی37ساعت در دماي 8مدت ها بهسلول

این . شدضبا محیط جدید تعویهاآنشدند و سپس محیط 
ها جهت تولید ویروس و رها سازي آن به محیط کشت، سلول

درصد CO25و فشار گراد سانتیدرجه 37در انکوباتور دماي 
.  داري شدندنگه

محیط :هاي هدفتغلیظ ویروس و آلوده سازي سلول
ساعت جمع آوري و از 72و 48، 24هاي ترنسفکت شده، سلول
سپس محیط فیلتر شده . میکرون عبور داده شد45/0فیلتر 

الی 10و مدت منتقلMW 100هاي آمیکون درون ستونبه
محلول حاصل . سانتریفیوژ شدrpm 4000دقیقه در دور 15

باقی مانده پشت فیلتر که سرشار از ذرات ویریونی بود جمع 
هاي مختلف از این محلول براي آلوده سازي حجم. شدآوري 
ي هاسپس سلول.استفاده شدPC12هاي هدف یعنی سلول
در شرایط انکوباتوري ذکر شده قرار داده شدند تا بیان ژن مزبور

J-RED موجود در ناقل انتقالی، توسط میکروسکوپ فلورسنت
.مشاهده و بررسی شود

ساعت نود و شش:RT-PCRو آزمایش RNAاستخراج 
سلولی توسط کیت حاوي RNAپس از ترانسدوکشن، کل 

RNX)استخراج شده و پس از اطمینان از سلامت ) سیناژن
ار کبهcDNAمیکروگرم از آن براي سنتز 2کامل آن روي ژل، 

کمک آنزیم ترانسکریپتاز معکوس از بهcDNAساخت .برده شد
(Fermentas, Lithuania) و در حضور هگزامرهاي رندوم و

260براي تکثیر یک قطعه . صورت گرفتRNaseکننده مهار
انسانی، جفت پرایمر DJ-1ي مربوط به cDNAجفت بازي از 

کننده آن طراحی و سنتز شد  زیر بر اساس توالی کد
(Genebank accession no.NG008271)

Forward: 5′-CGGGGTGCAGGCTTGTAAA-3′
Reverse: 5′-ACCACATCACGGCTACACTG-3′

مورد PCRبراي آزمایش cDNAهاي مقادیر یکسان از نمونه
ها در از دناتوراسیون نمونهدقیقه 2پس از . استفاده قرار گرفت

با سیکل PCRگراد، واکنش درجه سانتی95دماي 
یک دقیقه، مدت بهگراددرجه سانتی95دناتوراسیون در 

Annealing یک دقیقه و براي گراددرجه سانتی57در

45مدتبهگراددرجه ي سانتی72در Extensionي مرحله
استفاده از ژل آگاروز باPCRمحصولات . ثانیه به انجام رسید

. درصد آنالیز و عکس برداري شد5/1
آلودههاي سلول:پارکینسونی و سنجش بقاسمیتایجاد 
میکرومولار از 100کنترل در معرض غلظت هايسلولشده و

48قرار گرفتند و پس از LD50عنوان بهOHDA-6توکسین 
-dimethylthiazol-2-4,5]-3ها با روش ساعت میزان بقاي آن

yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide(MTT)

) سیگما(OHDA-6مولار میلی5استوك . گیري شداندازه
،(Phosphate buffered saline)درصد سالین 9/0حاوي 

میلی 10درصد آسکوربات و 1/0
diethylenetriaminepentaacetic acid (DETAPAC) در

درجه -20ه و قبل از ذخیره سازي در دماي نیتروژن حل شد
LD50براي تعیین . دشگراد توسط فیلتراسیون، استریل سانتی

براي OHDA-6هاي سریالی از ها توسط رقتتوکسین، سلول
ساعت تیمار شدند و غلظتی از توکسین که در آن 24مدت 

. انتخاب شدLD50عنوان رفتند بهمیها از بین نیمی از سلول
، با حل کردن استوك این ماده MTTهمچنین براي سنجش 

لیتر از آن تهیه شد و پس گرم در میلیمیلی5در سالین، غلظت 
میکرولیتر از آن به 20از استریل کردن آن توسط فیلتراسیون، 

در هر چاهک FBSفاقد DMEMمیکرولیتر از محیط 180
انکوباتوري ذکر شده ساعت در شرایط 3مدت د و بهشاضافه 

میکرولیتر از 200سپس این محیط با . داري شدنگه
Dimethyl Sulfoxide(DMSO) 5جایگزین شد و پس از

نانومتر 580دقیقه انکوبه شدن، میزان جذب در طول موج 
. گیري شداندازه

نتایج
pLV-DJ1هاي نوترکیب تولید لنتی ویروس

در زیر در فواصل زمانی متوالی ي ترانسفکت شدههاسلول
بیان این مشاهدات آغاز. مشاهده گردیدتمیکروسکوپ فلورسن

ساعت پس از HEK-293T ،9هاي را در سلولJredژن 
د شدر ساعات بعدي بیان این ژن تشدید .ترانسفکشن نشان داد

70ساعت پس از ترانسفکشن این بیان به حدود 48تا نهایتا 
).1شکل(درصد رسید 
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از میکروسکوپ ، با استفاده HEK-293Tهاي ساعت پس از ترانسفکشن سلول48این تصاویر . HEK-293Tهاي در سلولJredبیان ژن :1شکل
.100x: نماییبزرگ). هاي پس از ترانسفکشنسلول= Bهاي طبیعی، سلول= A(تهیه شده است سفلورسن

و بیان ژن گزارشگرPC12ي هاسلولترانسداکشن 
هاي ساعت پس از افزودن استوك ویروسی به سلول48حدود 
PC12هاي بیان اولین نشانهJred با استفاده از میکروسکوپ

ساعت به 96در فاصله زمانی Jredبیان . مشاهده شدتفلورسن
).2شکل(حداکثر خود رسید 

که با استفاده از PC12هاي سلول) ترانسدوکشن(ساعت پس از پس از آلوده سازي ویروسی 96این تصاویر . PC12هاي در سلولJredبیان ژن :2شکل
.50x: نماییبزرگ). ها پس از ترانسدوکشنسلول= Bهاي طبیعی سلول= A(تهیه شده است سمیکروسکوپ فلورسن

DJ-1افزایش بیان ژن 

هاي توسط ویروسPC12هاي ده روز پس از آلوده سازي سلول
ها استخراج این سلولRNAژن، هدف و اطمینان از بیان ترانس

قبل DJ-1میزان بیان ژن RT-PCRشد و با استفاده از تکنیک 

نشان هااین آزمایش). 3شکل(د شسدوکشن مشاهده نو بعد از ترا
هاي آلوده شده به ویروس در سلولDJ-1داد که میزان بیان 

PLV-DJ1هاي آلوده شده و سلولهاي طبیعینسبت به سلول
).3شکل (افزایش یافته است (pLV-Jred)با ویروس کنترل 

BA
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از میکروسکوپ ، با استفاده HEK-293Tهاي ساعت پس از ترانسفکشن سلول48این تصاویر . HEK-293Tهاي در سلولJredبیان ژن :1شکل
.100x: نماییبزرگ). هاي پس از ترانسفکشنسلول= Bهاي طبیعی، سلول= A(تهیه شده است سفلورسن

و بیان ژن گزارشگرPC12ي هاسلولترانسداکشن 
هاي ساعت پس از افزودن استوك ویروسی به سلول48حدود 
PC12هاي بیان اولین نشانهJred با استفاده از میکروسکوپ

ساعت به 96در فاصله زمانی Jredبیان . مشاهده شدتفلورسن
).2شکل(حداکثر خود رسید 

که با استفاده از PC12هاي سلول) ترانسدوکشن(ساعت پس از پس از آلوده سازي ویروسی 96این تصاویر . PC12هاي در سلولJredبیان ژن :2شکل
.50x: نماییبزرگ). ها پس از ترانسدوکشنسلول= Bهاي طبیعی سلول= A(تهیه شده است سمیکروسکوپ فلورسن

DJ-1افزایش بیان ژن 

هاي توسط ویروسPC12هاي ده روز پس از آلوده سازي سلول
ها استخراج این سلولRNAژن، هدف و اطمینان از بیان ترانس

قبل DJ-1میزان بیان ژن RT-PCRشد و با استفاده از تکنیک 

نشان هااین آزمایش). 3شکل(د شسدوکشن مشاهده نو بعد از ترا
هاي آلوده شده به ویروس در سلولDJ-1داد که میزان بیان 

PLV-DJ1هاي آلوده شده و سلولهاي طبیعینسبت به سلول
).3شکل (افزایش یافته است (pLV-Jred)با ویروس کنترل 

BA
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از میکروسکوپ ، با استفاده HEK-293Tهاي ساعت پس از ترانسفکشن سلول48این تصاویر . HEK-293Tهاي در سلولJredبیان ژن :1شکل
.100x: نماییبزرگ). هاي پس از ترانسفکشنسلول= Bهاي طبیعی، سلول= A(تهیه شده است سفلورسن

و بیان ژن گزارشگرPC12ي هاسلولترانسداکشن 
هاي ساعت پس از افزودن استوك ویروسی به سلول48حدود 
PC12هاي بیان اولین نشانهJred با استفاده از میکروسکوپ

ساعت به 96در فاصله زمانی Jredبیان . مشاهده شدتفلورسن
).2شکل(حداکثر خود رسید 

که با استفاده از PC12هاي سلول) ترانسدوکشن(ساعت پس از پس از آلوده سازي ویروسی 96این تصاویر . PC12هاي در سلولJredبیان ژن :2شکل
.50x: نماییبزرگ). ها پس از ترانسدوکشنسلول= Bهاي طبیعی سلول= A(تهیه شده است سمیکروسکوپ فلورسن

DJ-1افزایش بیان ژن 

هاي توسط ویروسPC12هاي ده روز پس از آلوده سازي سلول
ها استخراج این سلولRNAژن، هدف و اطمینان از بیان ترانس

قبل DJ-1میزان بیان ژن RT-PCRشد و با استفاده از تکنیک 

نشان هااین آزمایش). 3شکل(د شسدوکشن مشاهده نو بعد از ترا
هاي آلوده شده به ویروس در سلولDJ-1داد که میزان بیان 

PLV-DJ1هاي آلوده شده و سلولهاي طبیعینسبت به سلول
).3شکل (افزایش یافته است (pLV-Jred)با ویروس کنترل 

BA
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جفت بازي در ناحیه 260ي واکنش مزبور بر روي قطعه ي این تصویر ژل الکتروفورز، از نمونه. PC12هاي در سلولDJ-1افزایش بیان : 3شکل 
RNA( ،WT)Wild-typeجفت بازي 1000مارکر (M. اندازه باندها بر اساس جفت باز مشخص شده است. تهیه شده استDJ-1کننده ژن کد

آلوده شده با ویروسPC12سلول Jred( ،PLV-DJ1)حاوي ژن کنترلآلوده شده با ویروس PC12سلول PC12( ،PLV-Jred)هاي طبیعی سلول
).DJ-1حاوي ژن 

DJ-1با افزایش بیان PC12هاي سلولافزایش بقاي 

را به DJ-1افزایش بیان PC12هاي پس از اینکه سلول
هاي مختلف به گروهOHDA-6روشنی نشان دادند، توکسین 

سمیتها در برابر د تا میزان مقاومت آنشسلولی اضافه 
24ها را تصویري از سلول4شکل . پارکینسونی تعیین شود

.دهدنشان میOHDA-6افزودن ساعت پس از 

ه شده یتهOHDA-6ها با توکسین ساعت پس از تیمار سلول24این تصاویر میکروسکوپی . پارکینسونیسمیتدر برابر PC12ي هاسلولبقاي :4شکل
.200x= نماییبزرگ. تنها گروه تیمار نشده است-WTهاي گروه سلول. است

WT+

pLV-Jred pLV-DJ1

WT-

M WT pLV-
Jred

pLV-
DJ11000

800

600
500
400
300
200
100

260 bp
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DJ-1ها در حضور بقا نورونکمیافزایش

نشان داده شده 5در شکل MTTهاي حاصل از سنجش داده
پس از PLV-Jredگروه هايطبیعی و سلولهايسلول. است

درصد زنده 52±4درصد و 51±2میزان ترتیب بهتیمار به
هاي هم گروه ماندند که این میزان نسبت به درصد بقاي سلول

در ). >01/0p(دار بود بسیار معنیOHDA-6قبل از تیمار با 

هاي طبیعی و عین حال پس از تیمار با توکسین، بین سلول
. داري مشاهده نشداختلاف معنیpLV-Jredهاي گروه سلول

-6پس از تیمار با pLV-DJ1هاي این در حالی است که سلول

OHDAاین میزان بقا . درصد زنده ماندند78±3میزان به
-pLVچه طبیعی و چه (هاي کنترل میزان بقاي سلولنسبت به

Jred (دار بود بسیار معنی)01/0p<.(

نشان DJ-1را پس از افزایش بیان ژن PC12هاي این نمودار درصد بقاي سلول. DJ-1پس از افزایش بیان PC12ي هابقاي سلولافزایش:5شکل
اختلاف آماري . تریپلیکیت انجام شده استصورت آزمایش مستقل است که به3هر ستون نماینده . دست آمده استهبMTTدهد که از سنجش می

این اختلاف بین . نشان داده شده است** ها با علامت با کنترل تیمار نشده آن(WT)و گروه طبیعیPLV-DJ1هاي تیمار شدههها بین گروداده
.نشان داده شده است##با علامت  pLV-Jredو WTو دو گروه تیمار شده pLV-DJ1گروه تیمار شده 

بحث
بر حفظ DJ-1در این مطالعه، تاثیرافزایش بیان پروتئین 

-6ناشی از سمیتدر برابر PC12هاي دوپامین ساز سلول

OHDAهاي در بدو امر لنتی ویروس. مورد بررسی قرار گرفت
کردندرا با خود حمل میDJ-1نوترکیب ساخته شد که ژن 

ها آلوده شده و شروع به با این ویروسPC12هاي سلول). 25(
در سازه لنتی DJ-1کردند که توام با Jredبیان ژن گزارشگر 

در نیزDJ-1متعاقبا افزایش بیان . ویروسی گنجانده شده بود
هاي سلول. اثبات رسیدبهRT-PCRهاي مزبور با تکنیک سلول

OHDA-6مهندسی شده فوق در معرض توکسین پارکینسونی 

هاي سلولی نشان داد که سلوليبررسی میزان بقا. قرار گرفت
دار بیشتري هاي کنترل مقاومت معنیفوق در مقایسه با سلول

متعاقبا آنالیز . دهندنشان میOHDA-6سمیتنسبت به 
MTTهاي نشان داد که سلولPC12 با بیان فزایندهDJ-1

هاي کنترل در برابر داري نسبت به سلولمقاومت بیشتر و معنی

.دهندتوکسین پارکینسونی از خود بروز می
هاي مرگ یکی ي دوپامین ساز در برابر سیگنالهاسلولحفاظت 

هاي وابسته و بیماريPDهاي مهم براي مقابله با از استراتژي
هاي مرگ در اثر افزایش استرس گنالسی). 26(رودشمار میهب

نیز از التهاب عصبی در مغز بیماران فوق منشا اکسیداتیو و
هاي ها حکایت از افزایش رادیکالدر این زمینه گزارش. گیردمی

آزاد در جسم سیاه مغز پارکینسونی دارد و این تغییرات با 
PDاختلالات نوروبیولوژیکی مشاهده شده در مبتلایان به 

ها براي به حداقل به این دلیل، تلاش. )27(خوانی داردهم
. تواند ارزش درمانی زیادي داشته باشدرساندن می

چندین مکانیسم دفاعی در برابر استرس اکسیداتیو وجود دارد 
آسکوربیک  : هاي غیر آنزیمی از جملهکه شامل آنتی اکسیدانت

. )30-28(باشدو غیره میEاسید، گلوتاتیون، ویتامین 
هاي آنتی اکسیدانت آنزیمی از قبیل همچنین مکانیسم

سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و پروکسی 

6-OHDA - - + + +
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توان نام برد که جزو دفاع ضد اکسیدانی سلول ردوکسین را می
علاوه بر این، مکانیسم سوم دفاع آنتی . روندشمار میهب

ب دیده و یا تجزیه هاي آسیاکسیدانتی شامل تعمیر پروتئین
ها وسیستم پروتئازومی در ها وجود دارد که تیو رودوکسینآن

).31(باشندآن دخیل می
اینک با مسجل شدن نقش استرس اکسیداتیو در آسیب 

هاي حفاظت نورونی در هاي حیاتی استراتژيرساندن به مولکول
شوند که از طریق مقابله با استرساین راستا تدوین و تنظیم می

هاي گیري یا پیشرفت بیماريو شکلهاسلولاکسیداتیو از مرگ 
هایی چنین شیوهگیريشکل. نورودژنراتیو جلوگیري نماید

در بدو امر مستلزم آن است که منابع باز PDحداقل در مورد 
تولید و یا افزایش استرس اکسیداتیو در مغز میانی شناسایی 

ي هاسلولهاي وارده از آن به شوند تا سپس مکانیسم آسیب
توان با داشتن این اطلاعات می. دوپامین ساز بررسی شود

ها را مختل ها و ابزاري رفت که این مکانیسمدنبال یافتن راههب
.ي مزبور مقابله نمایدهاسلولکرده  و با آسیب اکسیداتیو به 
هاي کننده رادیکالکننده و تشدیددر این مطالعه مکانیسم ایجاد

: هاي مرگ آفرین مغز میانی مد نظر قرار گرفتآزاد و سیگنال
OHDA-6پارکینسونی که سمیتاسترس اکسیداتیو در اثر 

فرضیه کانونی این مطالعه بر این . کندرا شبیه سازي میآن
علت دارا بودن هبDJ-1اساس استوار شد که پروتئین 

و ضد سفرد خود از نظر ضدآپوپتوزیههاي منحصر بویژگی
را در برابر توکسین محافظت هاسلولتواندمیالتهاب عصبی 

. نماید
نتایج این مطالعه بر آن است که سازه لنتی ویروسی که به 

طور موفقیت منتقل شده است در بدو امر بهPC12هاي سلول
در گام بعدي . ه استشدDJ-1آمیز منجر به افزایش بیان ژن 

ها توانسته است مقاومت سلولDJ-1این تغییر در میزان بیان 
داري افزایش طور معنیرا بهOHDA-6ناشی از سمیتدر برابر 

که در DJ-1این نتایج نشانگر آن است که مقدار پروتئین . دهد
بیان شده است براي مقابله با PC12هاي مهندسی شده سلول

ها هاي آزاد و یا خنثی سازي اثر مخرب آنافزایش رادیکال
از نظر آماري محسوس بوده DJ-1بوده و این تاثیر رگذارتاثی

DJ-1بدین ترتیب، ما در طی مطالعه حاضر لنتی ویروس .است

تواند ابزار مفیدي در را تولید کرده و با موفقیت آزمودیم که می
مطالعات حفاظت نورونی در برابر استرس اکسیداتیو و التهاب 

.  شمار آیدعصبی به

گیرينتیجه
:توان در موارد زیر خلاصه کردطور خلاصه نتایج این مطالعه را میبه
با انتقال ژن آن PC12هاي در سلولDJ-1افزایش بیان -1

.هاي نوترکیب امکانپذیر استتوسط لنتی ویروس
استرس باتواند میPC12هاي در سلولDJ-1افزایش بیان -2

ها را حفظ سلولکرده و مقابله OHDA-6اکسیداتیو ناشی از 
.نماید

قدردانیوتشکر
ها و همکاري از کمک آقاي عمران اسماعیل زاده در تهیه کلون

.شودتکنیکی سپاسگزاري می
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Abstract

Aim: The purpose of this study is to examine DJ-1effect on increasing survival of dopaminergic
(DAergic) cells against parkinsonian toxicity.

Material and Methods: First recombinant lenti-viruses transporters were produced with both DJ-1
and reporter Jred genes and were used to cells infection. To this end, three lentiviruses vectors namely
transporter, packaging and envelope were applied for co-transfection of HEK-293T cells as virus-
producing cell line. 24 and 48 hours transfected cell media were collected and concentrated till
lentivirus stock generation. Following transduction of DAergic PC12 cells with this concentrated virus
stock, the infected cells overexpressed DJ-1. After treatment of these transduced cells with the 6-
OHDA toxin, their survival rate was measured in comparison with control.

Results: Transfection HEK-293T cells steps and PC12 cells transduction with the virus stock were
done successful, because reporter Jred gene expression was observed using fluorescence microscope
in both steps. Then DJ-1 overexpression was proofed using RT-PCR method. Next experiments
indicated that DJ-1 overexpression causes significant increase in PC12 cells survival against produced
toxicity of 6-OHDA. PC12 cell survival percentage that had DJ-1-overexpressing was 30% more than
control cells survival percentage and this increasing was statistically significant.

Conclusion: increasing of DJ-1 expression in DAergic PC12 cells significantly increased their
resistance and perpetuity against 6-OHDA neurotoxicity.
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