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  هاي حركتي قطعات كشت شده نخاع موش بالغ مرگ سلولي در نورون
  

  4 پروا نسيمي، 3محمد حسين آبنوسيدكتر ، 2حميدرضا مؤمنيدكتر ، *1رنجانيملك سليماني مهدكتر

  

  

  ، اراك، ايرانگروه زيست شناسي، دانشگاه اراكدكترا بافت و جنين شناسي،   دانشيار، -1

  دانشگاه اراك، اراك، ايرانگروه زيست شناسي، دكترا فيزيولوژي جانوري،استاديار،  -2

  ، گروه زيست شناسي، دانشگاه اراك، اراك، ايران استاديار، دكترا بيوشيمي-3

  ، اراك، ايران، دانشگاه اراك تكويني زيست شناسي  دانش آموخته كارشناسي ارشد -4

  

  8/7/88 ، تاريخ پذيرش8/6/88تاريخ دريافت 

  چكيده

مناسب جهـت ارزيـابي    آزمايشگاهيتواند به عنوان يك مدل   كشت قطعات نخاع گرفته شده از پستانداران بالغ مي  :مقدمه

در پـژوهش   . هاي دخيل در مرگ سـلولي در نظـر گرفتـه شـود             هاي نخاعي و مكانيسم    قابليت حيات سلولي، بررسي آسيب    

هاي حركتي در قطعات كـشت شـده    حاضر قطعات نخاع موش بالغ مورد استفاده قرار گرفت تا به بررسي نحوه مرگ نورون            

  .بپردازد

 توسط دستگاه قطعـه  Balb/cبالغ   موش 4اي نخاع  ناحيه سينه  حاضر آزمايشگاهي-طي يك مطالعه تجربي :روش كار

هــاي زمــاني متفــاوت كــشت و در انكوبــاتور   ميكرونــي بريــده و ايــن قطعــات بــراي دوره400كننــده بافــت بــه قطعــات 

و ) حظـه زمـاني صـفر     ل(سپس قطعات تازه تهيه شـده       . گراد انكوبه شد    درجه سانتي  37در درجه حرارت    دار  اكسيدكربن   دي

هـاي مورفولـوژيكي و بيوشـيميايي مـرگ      براي مطالعه جنبه. گيري شد قطعات كشت شده فيكس و توسط كرايوستت برش    

  .هاي رنگ آميزي فلئورسنت، تكنيك تانل و الكتروفورز ژل آگارز استفاده شد سلولي، از روش

 24 و 12 ، 6پوپتـوزيس مـشاهده نـشد، در حـالي كـه            آر  هاي حركتي قطعات تازه تهيه شده هيچ گونه آثا         در نورون : نتايج

پوپتوزيس شامل چروكيدگي سلول، متراكم شـدن هـسته و كرومـاتين را بـه       آهاي   ها نشانه  ساعت پس از كشت، اين نورون     

 اسـتخراج شـده از قطعـات        DNAعلاوه بـر آن     . ند ساعت پس از كشت تانل مثبت بود       12 و   6چنين   هم. ندنمايش گذاشت 

  . را برروي ژل آگارز نشان دادDNAهاي نوكلئوزومي   ساعت فراگمنت24براي كشت شده 

  .مي باشدهاي حركتي قطعات كشت شده نخاع موش بالغ  پوپتوزيس در نورونآ وقوع نتايج مويد :نتيجه گيري

   Balb/cپوپتوزيس، قطعات نخاع، نورون حركتي، موش آ :واژگان كليدي
  

  

  

  

  
  گاه اراك، گروه زيست شناسياراك، دانش : نويسنده مسئول*

Email: m-soleimani@araku.ac.ir 
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  مقدمه

 از جملـه  (Organ culture) امروزه كشت ارگان

ــك  ــ تكني ــاي مهم ــه ه ــت ك ــافتي،   ج ي اس ــات ب ــت مطالع ه

در . گيـرد  ورد توجه قرار ميملكولي م -سلولي بيوشيميائي و

كشت قطعات گرفتـه    اين خصوص مطالعات مختلف بر روي       

اي را فراسـوي علـوم     مركـزي پنجـره   اعـصاب   تم  شده از سيس  

 ارائـه   نيز اعصاب باز نموده و در ايـن ارتباط نتايج ارزنده ايي         

 Spinal cord slices) شت قطعـات نخـاع  ك ـ. شـده اسـت  

culture)    عنـوان يـك   ه  بهايي است كه   يكي از چنين سيستم

هــاي   آســيبه بــراي مطالعــ(In Vitro) زمايــشگاهيآ مــدل

هـاي   و مكانيـسم   )2(ت حيات سـلولي   يبي قابل ارزيا ،)1(ينخاع

با اين وجود چنـين   .رود  به كار مي)3(دخيل در مرگ سلولي

قطعاتي كه از جانوران بالغ گرفتـه شـده اسـت بـه سـختي در                

 ــ   ــده و ب ــده مان ــشت زن ــيط ك ــمحلال  ه مح ــار اض زودي دچ

خـوبي معلـوم نيـست و مطالعـات         ه  دليل اين امر ب   . )4(شود مي

 در آنها به بررسي نحوه مـرگ سـلولي      اندكي وجود دارد كه   

 ــ و مكانيــسم جــز ه هــاي دخيــل در ايــن امــر پرداختــه باشــد، ب

ــأثير        ــت ت ــدا تح ــاتي ابت ــين قطع ــا چن ــه در آنه ــاتي ك مطالع

هـاي مكـانيكي و عوامـل شـيميائي القـا كننـده مـرگ                آسيب

ــه   ــرار گرفت ــلولي ق ــدس ــال  .  ان ــوان مث ــه عن ــيوكوو ب و  كراس

قطعات نخـاع   در آن ند كهدنمومدلي را طراحي  )1(همكاران

 Weight)   ويـت دراپ ي تكنيـك  هاي بالغ به وسـيله  موش

Drop)    در معرض آسيب مكـانيكي     آزمايشگاهي  در شرايط

 قطعـات كـشت   )3(چنـين پيـزي و همكـاران    هـم  .قرار گرفت

  (Kainate) هـاي بـالغ را در معـرض كاينـت          شده نخـاع رت   

داده و   قـرار     اسـت  آگونيست رسپتورهاي گلوتاميت  كه يك   

هاي حركتـي در اثـر سـميت         نحوه مرگ سلولي را در نورون     

در چنـين مطالعـات     . اين آگونيست مورد بررسي قـرار دادنـد       

كه بر روي قطعات نخاع جانوران بـالغ صـورت    آزمايشگاهي  

هـا معرفـي شـده       پوپتوزيس عامل مرگ نورون   آگرفته است،   

 In) داخــل بــدندر شــرايط  چنــين در مطالعــات هــم. اســت

Vivo)  ــانتيوژن ــق كـ ــاع از طريـ ــه نخـ  و (Contusion)  كـ

ــرار  (Compression) كــامپرژن  تحــت آســيب مكــانيكي ق

هـاي   هـا و سـلول   پوپتوزيس مسئول مرگ نورون آگرفته بود،   

دهــد كــه  تحقيقــات نــشان مــي. )5(گليــا گــزارش شــده اســت

هـاي مـرگ نـوروني در        چنـين يكـي از روش      پوپتوزيس هم آ

  هـــا ن نـــورون هـــاي ناشـــي از دژنـــره شـــد    بيمـــاري

(Neurodegenerative Diseases)  ــل پاركينـــسون  مثـ

(Parkinson)،ــر ــم)6( (Alzheimer)  آلزايمـ ــين   و هـ چنـ

  .شود  قلمداد مي)7(هاي نخاعي آسيب

ــرگ    ــاتي در خــصوص بررســي م اگــر چــه مطالع

نوروني پس از اعمال عوامل القا كننده مرگ سلولي بر روي           

جام گرفتـه اسـت، بـا    قطعات كشت شده نخاع جانوران بالغ ان   

ــه بررســي نحــوه مــرگ   ايــن وجــود مطالعــه  اي كــه در آن ب

هاي حركتي در قطعات كشت شـده نخـاع در شـرايط             نورون

طبيعي و بدون تـأثير هرگونـه عامـل خـارجي پرداختـه باشـد               

بنابراين پژوهش حاضر با هـدف بررسـي نحـوه          . وجود ندارد 

 در هاي حركتي در قطعات نخاع موش بـالغ كـه         مرگ نورون 

ــيب    ــرض آس ــدون مع ــي و ب ــرايط طبيع ــانيكي و   ش ــاي مك ه

  .شيميايي كشت شده بودند طراحي شده است

  روش كار

هـاي    موش  حاضر  آزمايشگاهي - تجربي در تحقيق 

 گـرم كـه از    22±3 بـا ميـانگين وزنـي        Balb/cژاد    بالغ ن  ماده  

انستيتو پاستور ايران خريداري شده بـود مـورد اسـتفاده قـرار             

هاي پلاستيكي در اتاق حيوانات بـا      در قفس حيوانات  . گرفت

گـراد و نـور كنتـرل شـده بـا             درجـه سـانتي    20درجه حرارت   

 ساعت روشـنايي نگهـداري و       12- ساعت تاريكي  12شرايط  

توسط غذاي استاندارد حيوانـات آزمايـشگاهي تغذيـه و آب           

در ايـن پـژوهش كليـه       . ده شـد  كافي در اختيـار آنهـا قـرار دا        

حيوانـات آزمايـشگاهي رعايـت شـده     اصول اخلاقي كـار بـا      

  .است

 ميلي 60( توسط تزريق سديم پنتوباربيتال  حيوان4

هوش و سرانجام توسط  كاملاً بي) گرم به ازاي هر كيلوگرم

 توسط )1(اي نخاع ناحيه سينه. شكافتگي قلب كشته شدند

استولتينگ،  (Tissue choppesدستگاه قطعه كننده بافت 

 ميكروني بريده شد و 400قطعات طور عرضي به ه ب) آمريكا

هاي پلاستيكي استريل  سپس اين قطعات در درون پليت

 50:  ميكروليتر محيط كشت شامل450چهارخانه محتوي 
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 MEM ،25 (Minimum Essential Medium) درصد

 Hanks Balanced Salt)درصد محلول نمكي هنك

Solution-HBSS) ،25 ،مولار   ميلي25 درصد سرم اسب
HEPES(N-2-hydroxyethyl piperazine ethanesulfonic 

acid)   ،6گرم در ليتر گلوكز و يك درصد پني سيلين  - 

سپس اين قطعات در يك . استرپتومايسين قرار گرفت

 درجه 37 دار در درجه حرارت دي اكسيد كربنانكوباتور 

  .هاي مختلف انكوبه شد گراد براي زمان سانتي

ــه شــده   ــازه تهي و ) زمــاني صــفرلحظــه (قطعــات ت

براي هر لحظه   ( ساعت   24و  12،  6قطعات كشت شده پس از      

 (Stefanini’s Fixative) در ثابت كننده اسـتفانيني ) زماني

 1/0 درصد اسيدپيكريك در   2/0 درصد پارافرمالدئيد،  2شامل

 سـاعت   2 بـراي حـداقل      2/7 برابـر    pHمولار بافر فـسفات بـا       

 PBS (Phosphateقطعــات ثابــت شــده توســط . ثابــت شــد

Bulfer Saline)   و سـپس  )  دقيقـه 5 بـار و هـر بـار    3(شستشو

 درصــد در 20بــراي مــدت يــك شــب در محلــول ســاكاروز 

PBS     گراد نگهـداري شـد      درجه سانتي  4، در درجه حرارت .

بـا  ) لايكـا، آلمـان   (قطعات با استفاده از دسـتگاه كرايوسـتت         

هـا سـپس بـر روي      ميكرون برش گيـري و بـرش   10ضخامت  

 در  1:9 (Poly-L-lysine)لايـزين -ال-ي آغشته به پلي   ها لام

گـراد تـا     درجـه سـانتي  -20آوري و در فريـزر  آب مقطر جمع  

 .هنگام استفاده نگهداري شد

ــورون  ــرگ در ن ــي،  جهــت بررســي م ــاي حركت ه

هاي مورفولـوژيكي و بيوشـيميايي مـرگ سـلولي مـورد             جنبه

 هـاي مورفولـوژيكي از طريـق    بررسي جنبه. توجه قرار گرفت  

هـاي   بـدين منظـور بـرش     . رنگ آميزي فلئورسنت انجام شـد     

ــديوم    ــا تركيبــي از دو رنــگ فلئورســنت يعنــي پروپي نخــاع ب

ميلـي گـرم در    10 به ميزان (Propidium iodide)آيودايد 

 33342و هوكـست    )  دقيقـه    15 بـه مـدت      PBSدر  ميلي ليتر   

(Hoechst 33342)
 
در ميلي گرم در ميلي ليتر  5به ميزان    

PBS   ها بـا    سپس برش .  دقيقه رنگ آميزي شد     يك   به مدت

PBS ــار 3 شستــشو ــار و هــر ب ــا اضــافه نمــودن  5 ب  دقيقــه و ب

. توسط لامـل پوشـيده شـدند      ) 1:1(گليسرول  –PBSمخلوط  

هـاي حركتـي توسـط مشخـصات         هاي نخاع، نـورون    در برش 

جـسم سـلولي و هـسته       (هـا    مورفولوژيكي خاص ايـن نـورون     

مـورد شناسـائي قـرار    ) اي شـكمي  ه ـ شاخ(و موقعيت   ) بزرگ

پوپتوتيك، چروكيدگي سلولي   آهاي حركتي    نورون. گرفت

چنــين متــراكم شــدن هــسته و كرومــاتين را بــه نمــايش  و هــم

  .گذاشت

ي مـرگ سـلولي در   يجهت بررسي جنبـه بيوشـيميا     

. هاي حركتي، تست تانـل مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت            نورون

ــه ك     ــوط بـ ــتورالعمل مربـ ــاس دسـ ــست براسـ ــن تـ ــت ايـ يـ

هـاي ديجيتـالي بـا       عكـس  .انجام شد ) كميكون، آمريكا (تانل

) المپيوس، ژاپـن  (دوربين متصل به ميكروسكوپ فلئورسنس      

  .  گرفته شد�400با بزرگنمائي 

ــور     ــائي ظه ــت شناس ــارز جه ــورز ژل آگ الكتروف

ــت ــوزومي   فراگمن ــاي نوكلئ ــرار   DNAه ــتفاده ق ــورد اس  م

) اني صـفر لحظه زم( از قطعات تازه تهيه شده  DNA.گرفت

 DNA ساعت، توسط كيت استخراج      24و كشت شده براي     

و براساس دستورالعمل ايـن كيـت اسـتخراج         ) سيناژن، ايران (

 استخراج شده از هر نمونـه در ژل         DNAمقادير مساوي   . شد

 درصد كه توسط اتيديوم برومايد رنگ آميزي شده         2آگارز  

بود الكتروفـورز و سـپس تحـت اشـعه مـاوراء بـنفش توسـط                

عكس گرفته  ) سين جين، انگلستان  (ستگاه ژل داكيومنتيشن    د

 .شد

  نتايج
، )ي زماني صفر لحظه(در قطعات تازه تهيه شده 

هاي حركتي واجد اجسام سلولي بزرگ، توزيع طبيعي  نورون

اي، هستك مشخص و بدون هيچ گونه علامت  مواد هسته

  ). A 1شكل(پوپتوزيس بودآ

 اكثر  ساعت در محيط كشت،6پس از گذشت 

پوپتوزيس آهاي حركتي تغييرات مورفولوژيكي  نورون

شامل چروكيدگي سلول، متراكم شدن هسته و تجمع 

در قطعات كشت شده ). B1شكل (كروماتين را نشان داد

ساعت  24و ) C1شكل (ساعت  12ي زماني  مربوط به لحظه

، اين تغييرات شديدتر و علاوه بر آن تعداد )D1شكل (

هاي شكمي محدود و اكثر آنها  در شاخهاي حركتي  نورون

 ساعت در محيط كشت، 24پس از گذشت . از بين رفته بود
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هاي واسطه و  هاي حركتي اكثر نورون علاوه بر نورون

ها  داده(پوپتوزيس شده بود آهاي گليا نيز دستخوش  سلول

  ). استنشان داده نشده

  
و ) قرمز(رنگ آميزي فلئورسنت شامل پروپيديوم آيودايد  . حركتي قطعات كشت شده نخاعهاي پوپتوزيس در نورونآخصوصيات مورفولوژيكي  .1شكل 

هاي حركتي طبيعي با جسم سلولي و هسته  نورون) A: (دهد هاي حركتي نشان مي پوپتوزيس را در نورونآتغييرات مورفولوژيكي ) آبي (33342هوكست 

، ) D( ساعت 24و ) C( ساعت 12، )B( ساعت 6هاي حركتي از قطعات كشت شده پس از  نورون). ي زماني صفر لحظه(بزرگ از قطعات تازه تهيه شده 

  µm25= [Scale bar. باشد هاي حركتي مي ها نشان دهنده نورون فلش[. دهد چروكيدگي سلول و متراكم شدن هسته و كروماتين را به خوبي نشان مي

  

يد بيشتر يانجام تـكنيك تانل كه به منظور تأ

هاي حركتي قطعات كشت شده نخاع  وزيس در نورونپوپتآ

هاي حركتي در  انجام شد، نشان داد كه هسته تمام نورون

)  زماني صفر لحظه(هاي مربوط به قطعات تازه تهيه شده  برش

 ساعت در 6پس از گذشت ). A2شكل (تانل منفي بود

و پس از ) B2شكل (ها  برخي از نورون محيط كشت، هسته

شكل (ها   تقريباً هسته تمامي اين نورون ساعت،12گذشت 

C2 (به صورت تانل مثبت ظاهر شد.  

  
هاي مربوط به قطعات تازه  هاي حركتي برش رنگ سبز هسته نورون) A. (هاي قطعات كشت شده نخاع هاي حركتي از برش تست تانل در نورون. 2شكل 

هاي حركتي قطعات كشت شده  ي برخي نورون اي در هسته رنگ قهوه) B. (باشد ها مي ونگر تانل منفي بودن اين نور بيان) لحظه زماني صفر(تهيه شده 

  µm25= [Scale. باشد هاي حركتي مي گر نورون ها بيان فلش[. ها است ي تانل مثبت بودن اين نورون  نشان دهنده(C) ساعت 12و ) B( ساعت 6براي 
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پوپتوزيس در قطعات كشت شده آتاكيد  به منظور

 استخراج شده از اين قطعات بر روي ژل DNAنخاع، 

 استخراج شده از DNA. آگارز مورد ارزيابي قرار گرفت

واجد وزن ) ي زماني صفر لحظه(قطعات تازه تهيه شده 

، )B، ستون 3شكل( كامل بود DNAگر  ملكولي بالا كه بيان

 استخراج شده از قطعات كشت شده DNAدر حالي كه 

 را DNAهاي نوكلئوزومي  نت ساعت، ظهور فراگم24براي 

(DNA Ladder)به صورت طرح نردباني 
بر روي ژل  

  .)C، ستون 3شكل(آگارز نشان داد 
bar   

  

  

  

  

  
 

  

  

  

  

  

  

  

: Aستون .  قطعات نخاع بر روي ژل آگارزDNAالكتروفورز . 3شكل

ستون ).  ارائه شده استbase pairsاعداد بر حسب  (DNAماركر 

B :DNA با وزن ملكولي بالا مربوط به قطعات  كامل و دست نخورده

ظهور : Cستون ). ي زماني صفر لحظه(نخاع تازه تهيه شده 

مربوط به ) DNAطرح نردباني  (DNAهاي نوكلئوزوني  فراگمنت

  . ساعت24قطعات كشت شده نخاع پس از 

  

  بحث

اگرچــه در مطالعــات متعــدد بــا اســتفاده از كــشت  

ــزي گر   ــستم اعــصاب مرك ــات سي ــه شــده ا فقطع ــين و ت ز جن

نوزادان تازه متولد شده پستانداران به بررسي مرگ سـلولي و      

پـردازد، امـا مطالعـاتي در ايـن          هاي دخيل در آن مي     مكانيسم

خصوص كه در آن قطعات كشت شده نخاع پستانداران بـالغ        

كـه   مورد بررسي قرار گرفته باشد بسيار اندك است مگر آن         

و يـا شـيميايي    هـاي مكـانيكي      قطعاتي كه تحت تـاثير آسـيب      

بنابراين در مطالعه حاضر كشت قطعـات نخـاع       . اند قرار گرفته 

ها مـورد    گونه آسيب  موش بالغ در شرايط طبيعي و بدون اين       

هـاي   استفاده قرار گرفت تـا بـه بررسـي نحـوه مـرگ نـورون              

  .حركتي بپردازد

كشت قطعات نخاع گرفته شده از پـستانداران بـالغ       

 بررسي  نحـوه مـرگ سـلولي و         عنوان مدلي براي  ه  تواند ب  مي

ــسم  ــ مكاني ــل در آن ب ــاي دخي ــار روده ه ــه  . )3(ك ــا ك از آنج

هـاي ناشـي از دژنـره        چنـين بيمـاري    هاي نخاعي و هـم     آسيب

افتـد، در ايـن       در افـراد بـالغ اتفـاق مـي         هـا غالبـاً    شدن نـورون  

  .موش بالغ استفاده شدنخاع پژوهش از قطعات كشت شده 

ــزي فلئورسـ ـ   ــگ آمي ــتفاده از رن ــسه اس نت و مقاي

مورفولوژيكي از جمله چروكيدگي سلول و متراكم       تغييرات  

 قطعات كشت   هاي حركتي  شدن هسته و كروماتين در نورون     

پيـشنهادي   قطعات تازه تهيه شـده       هاي مشابه در    نورون با شده

 از  . بـود  هـا  نـورون پوپتوزيس در ايـن     آ  وقوع مرگ سلولي   بر

د بــه عنــوان آنجــا كــه چنــين مشخــصاتي در تحقيقــات متعــد

، 8(پوپتوزيس گزارش شده است  آهاي مورفولوژيكي    ويژگي

ــن )9 ــابراين اي ــي  ، بن ــور م ــرگ     ط ــه م ــال داد ك ــوان احتم ت

هـــاي حركتـــي در قطعـــات كـــشت شـــده از نـــوع   نـــورون

گروهـي از  (Caspases)  ها كسپيس. پوپتوزيس بوده استآ

باشد كه فعال شدن آنها در طـي         پروتئازهاي سيتوپلاسمي مي  

، فـرم   ايـن فراينـد   طـي   . )10(يس به اثبات رسيده است    پوپتوزآ

ــزيم   ــن آن ــال اي ــامل     فع ــود ش ــسترهاي خ ــت سوب ــا قادراس ه

 )12(اي هـاي هـسته     و پـروتئين   )11(هاي اسكلت سلولي   پروتئين

را مــورد حملــه قــرار داده و منجــر بــه فروپاشــي ســاختار       

اين امر بـه نوبـه خـود موجـب          . اي گردد  سيتوپلاسمي و هسته  

چنين متراكم شدن     جمله چروكيدگي سلول و هم     تغييراتي از 

ايـن احتمـال وجـود دارد كـه         . )13(شود هسته و كروماتين مي   

هـاي   اي مشاهده شده در نورون     تغييرات سيتوپلاسمي و هسته   

ــن    حركتــي قطعــات كــشت شــده نخــاع ناشــي از فعاليــت اي

 . پروتئازها باشد

هـاي   پوپتوزيس در نـورون آيد بيشتر وقوع   يبراي تأ 

ي، تكنيك تانل كه توانايي تشخيص قطعه قطعـه شـدن           حركت
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DNA  ليبـل شـدن يـا      .  مورد استفاده قرار گرفـت     )14( را دارد

  هاي حركتي در قطعـات كـشت شـده         تانل مثبت بودن نورون   

توانست حاكي از قطعه قطعه شدن وسـيع كرومـاتين           نخاع مي 

 اگرچـه ايـن  . پوپتوزيس در آنها باشـد آو وقوع مرگ سلولي    

ــ ــك جه ــه بيوشــيميايي  تكني ــوزيسآت بررســي جنب در  پوپت

و  )15،  14،  7(مورد استفاده قرار گرفتـه اسـت      مقالات متعددي   

ايـن  هايي كه در مراحـل ابتـدايي         سلولتوان به كمك آن      مي

، بــا ايــن وجــود برخــي )16( را تــشخيص دادباشــد مــي فراينــد

هـاي   بـين سـلول   تواند    تانل نمي  گر آن است كه    مطالعات بيان 

كــه در آن نيــز قطعــه قطعــه شــدن (ك و نكروتيــك پوپتونيــآ

 بنـابراين . )18، 17(تميز قائـل شـود   )افتد  اتفاق مي DNAوسيع  

هـاي رايـج شناسـايي     اين تكنيك بايد همراه با سـاير تكنيـك        

نظـر از    صـرف . )20،  19(مورد استفاده قرار گيـرد    پوپتوزيس  آ

اين ضـعف، نتـايج حاصـل از كـاربرد ايـن تكنيـك توانـست           

  .ر نتايج حاصل از رنگ آميزي فلئورسنت باشد بييديتأ

طـرح   (DNAهـاي نوكلئـوزومي      ظهور فراگمنـت  

ــاني  ــر از مشخــصه  )DNAنردب ــوان يكــي ديگ ــه عن ــاي  ، ب ه

هـاي    و در مـدل    )21(پوپتوزيس مطرح است  آبيوشيميائي مهم   

اي را   اند چنين مشخصه    شده فرايند اين   مختلفي كه دستخوش  

ــر روي ژل آگــارز ــشان دادهب ــد  ن ــايج حاصــل از  . )22، 8(ان نت

ها در قطعات كشت شده      تحقيق حاضر و ظهور اين فراگمنت     

 بــر وقــوع   ييــد يتوانــست خــود تأ    ســاعت مــي  24بــراي  

  .نخاع باشد  پوپتوزيس در قطعات كشت شدهآ

 كـه فعاليـت نوكلئازهـاي داخلـي     با توجه بـه ايـن  

(Endonucleases)            وابسته بـه كلـسيم و منيـزيم در شكـسته

پوپتوتيــك بــه اثبــات رســيده  آهــاي   ســلول درDNAشــدن 

، اين احتمال وجـود دارد كـه تانـل مثبـت بـودن        )24،  23(است

ــورون ــم   ن ــي و ه ــاي حركت ــت   ه ــور فراگمن ــين ظه ــاي  چن ه

 بــر روي ژل آگــارز در قطعــات كــشت DNAنوكلئــوزومي 

  .ها باشد شده نخاع ناشي از عملكرد اين آنزيم

ــاي    ــا و نوكلئازه ــش پروتئازه ــال نق ــي احتم  بررس

هـاي حركتـي قطعـات كـشت         پوپتوزيس نـورون  آداخلي در   

هـاي دخيـل در مـرگ        شده نخاع با هدف شناسائي مكانيـسم      

توانـد در تحقيقـات آتـي مـورد توجـه قـرار        ها مـي   اين نورون 

گيرد و در حال حاضر توسط اين گروه تحقيق تحت بررسـي          

  .باشد مي

  

  نتيجه گيري

 ــ ــايج ب ــوع   ه نت ــه حاضــر وق ــده از مطالع ــت آم دس

هاي حركتي قطعات كشت شده نخـاع        وپتوزيس در نورون  پآ

  .موش بالغ را نشان داد

  

  تشكر و قدرداني
ــره    ــانم منيـ ــمند خـ ــات ارزشـ ــيله از زحمـ بدينوسـ

محمودي كارشناس ارشد آزمايشگاه تحقيقاتي گروه زيست       

شناسي دانـشگاه اراك و آقـاي محمـد قاسـم حـاجي آبـادي        

. آيـد  مـي عمـل   ه  وهش تـشكر و سپاسـگزاري ب ـ      ژكارشناس پ 

نامه خانم پروا نسيمي دانـش       پژوهش حاضر مستخرج از پايان    

آموخته دوره كارشناسي ارشد رشـته سـلولي تكـويني گـروه          

  .باشد زيست شناسي اين دانشگاه مي
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Abstract 

 

Background: Spinal cord slices culturing from adult mammals could be considered as a 
suitable in-vitro model for evaluating cellular viability, spinal cord injury and cell death mechanisms. 

In present study, determining of cell death in motor neurons of cultured spinal cord slices in adult 

mouse was done. 

Materials and Methods: In a experimental- laboratory study, thoracic regions of spinal cords 

from 4 Balb/c mice were cut into 400-µm slices using tissue chopper and incubated in a Co2 incubator 

at 37˚C for different periods of time. Freshly prepared slices (0h) and cultured slices were fixed and 

sectioned using cryostat. To study morphological and biochemical features of cell death, fluorescent 

staining, TUNEL method and agarose gel electrophoresis were used. 

Results: In freshly prepared slices of motor neurons showed no apoptotic changes. While, 6, 
12 and 24h after culturing, this neurons displayed morphological features of apoptosis including cell 

shrinkage as well as nuclear and chromatin condensation. Also, 6 and 12h after culturing were TUNEL 

positive. In addition, extracted DNA from cultured slices for 24h were indicated the nucleosomal DNA 
fragmentation on agarose gel electrophoresis.  

Conclusion: Results were showed the occurrence of apoptosis in motor neurons of cultured 

adult mouse spinal cord slices.  
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