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  3/7/86: پذيرش       21/4/86 :دريافت

  مقدمه
 ـ يميبر خـلاف بـاور قـد        بـر حالـت سـكون در        يمبن

 يها د سلول ي و عدم تول   CNS(1 (ي مركز يستم عصب يس
خص شده اسـت    ستم، امروزه كاملاً مش   ين س ي در ا  يعصب

 ـ پ يعني  بالغ ه از مغز پستانداران   يكه حداقل در دو ناح     از ي
                                                 
1 Central Nervous System 

، نورون يپوكامپيلات هيو تشك) Olfactory bulb (ييايبو
ــيزا ــي ــاق م ــدي اتف ــتول. ]5،1[ افت      د مــستمر و مــداوم ي

 يهـا   از وجـود سـلول     ي حاك CNSد در   ي جد يها سلول
ر، يــت تكثيــ كــه قابلييهــا  ســلوليعنــي، ي عــصبياديــبن
 يم ـ،  افتـه را دارنـد    يز  ي تمـا  يها جاد سلول ي و ا  يسازنو

  . ]6[باشد

  چكيده
در سيـستم بطنـي مغـز    )  SVZ) Subventricular Zone حـت بطنـي  امروزه مشخص شده است كه ناحيـه ت  :هد ف زمينه و

بـه دليـل    . هاي گليال را ايجـاد مـي كننـد         ها و سلول   هاي بنيادي عصبي است كه نورون      سلول پستانداران بالغ داراي جمعيتي از    
يط  در محــ)NSA )Neurosphere Assay هــا روش ايجــاد نوروســفر كمبــود ماركرهــاي خــاص بــراي شناســايي ايــن ســلول

هـاي بنيـادي عـصبي رويـاني و بـالغ مـي        آزمايشگاهي روشي متداول و انتخابي براي جداسازي، مطالعه و درك بيولوژي سلول   
هاي طرفـي مغـز وجـود        روش هاي مختلفي براي ايجاد نوروسفر از مناطق مختلف سيستم عصبي مركزي از جمله بطن              . باشد
هاي طرفي مغز    كار آمد براي توليد نوروسفر بيشتر ازناحيه تحت بطني بطن         ه راهكاري جديد و     يهدف از اين مطالعه ارا    . دارد

  . مي باشدNSAموش بالغ با استفاده از روش  
هاي طرفي مغز مـوش بـالغ بـا دو روش متفـاوت تـشريح و جداسـازي شـده  و          ناحيه تحت بطني نيمه سري بطن  :روش كار 

اين ناحيه بصورت يكپارچه جدا شده و پس از )  ريتز و رينولدزروش(در روش اول . براساس روش نوروسفر كشت داده شدند   
هـاي   در روش دوم يا روش برش گيري، پس از برداشـتن بـرش  . ايجاد سوسپانسيون تك سلولي بصورت يكجا كشت داده شد    

 بـا   هاي طرفي جمع آوري شـده و بطـور جداگانـه           هاي نيمه سري بطن     ميكروني مغز، ناحيه تحت بطني از برش       400سريالي  
پس از هفت روز نوروسفرهاي اوليه حاصله از دو روش شمارش شده وميانگين آنها .  كشت داده شدندNSAاستفاده از روش   

   .با همديگر مقايسه گرديد
 توزيـع   .)P >0001/0(ميانگين تعداد نوروسفرهاي بدست آمده در روش برش گيري بسيار بيشتر از روش اول بود                 :يافته ها 

هـاي طرفـي     خلفي نيمـه سـري بطـن   -هاي بنيادي عصبي درطول محور قدامي      هاي نوروسفرساز يا سلول    و پراكندگي سلول  
 .متري سمت سري نقطه برگما مشاهده گرديد  ميلي74/0ها در فاصله  يكسان نبوده و بالاترين تراكم اين سلول

 يـا روش    ت بطنـي نـسبت بـه روش اول        روش دوم يا روش برش گيري بدليل توليد نوروسفرزياد از  ناحيه تح            : نتيجه گيري   
  .، روشي كار آمد و مناسب مي باشدكشت يكجاي اين ناحيه

   سلول بنيادي عصبي، ناحيه تحت بطني، روش ايجاد نوروسفر: كلمات كليدي
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 بنـام   يس با ابداع روش   يوا ودز  نولي، ر 1992در سال   
 ـ با استفاده از     NSA1 روش نوروسفر  ط كـشت   يك مح ـ ي

 ـ بن يهـا   وجود سلول  ،فاقد سرم   را هـم در     ي عـصب  يادي
 ان موش نـشان دادنـد     يمغز موش بالغ و هم در مغز رو       

افتـه  يز  ي تما يها  سلول ،اقد سرم ط كشت ف  يدر مح . ]7[
CNS     در   رونـد ين م ـي قادر به رشد و بقاء نبوده و از ب

 ـ ي عـصب  يادي بن يها كه سلول يحال ار ي در تـراكم بـس     ي حت
 ـز وارد فاز تكث   ي ن ين سلول يپائ  يهـا  ي شـده و كلـون     يري

          كننــد كــهيجــاد مــيا نوروســفرها را ايــ يتــيچنــد ظرف
 ـ يهـا   سـلول   و كشت مجـدد    ي توان با جدا ساز    يم ك ي

جاد نمـود و    ي را ا  يشتريه ب ي ثانو ينوروسفر، نوروسفرها 
 قـرار   يزيط كـشت تمـا    يهـا در مح ـ    ن سـلول  يچنانچه ا 

 ـي CNS ي اصـل  يهـا  رند به انواع سـلول    يگ  نـورون،   يعن
ن يبـد .  شوند يل م يت تبد يندروسدگويت و ال  يسآسترو

 كه جدا   ييها  سلول دس نشان دادن  يوا ودز  نوليب ر يترت
 ـ بن يهـا   سـلول  ي اصل يها يگژياند و  نموده  ـي يادي  يعن

 را  يعملكـرد  بالغ و    يها ز به سلول  ي و تما  ير، نوساز يتكث
  . ]8،6[ دارا مي باشند

 ي بعنـوان روش ـ   NSA  تا كنون  1992اگر چه از سال     
، مطالعـه و درك     ي جـدا سـاز    ي و استاندارد بـرا    يانتخاب

 ، رود ي بـه شـمار م ـ     ي عـصب  يادي بن يها  سلول يژولويب
ج حاصـله   يسه نتا ي مقا براي يتكل استاندارد چ پرو ي ه يول

نـد،  ي نما ين روش استفاده م   يقات مختلف كه از ا    ياز تحق 
 روش  ،ط كـشت  ير مح ـ يينكه با تغ  يوجود ندارد و احتمال ا    

 ـ  ي عـصب  ي بافـت هـا    ي جدا سـاز   ح و يتشر  نحـوه   ي و حت
       اد يــار زي بــس،ديــ بدســت آيج متفــاوتيكــشت آنهــا نتــا

 يه شــده بــرايــ ارايهــااز جملــه روش . ]9[  باشــديمــ
 ـ  ي ناح  از ي عصب يادي بن ي سلول ها  يجداساز  يه تحت بطن

  NSAبـا اسـتفاده از        مغـز مـوش بـالغ      ي طرف يها بطن
 روشن يــدر ا. ]10[ باشــديمــ 2زنولــديتــز و ريرروش 

پارچه از   كي بصورت   ي طرف يها  بطن يه تحت بطن  يناح
 ز جدا گـشته و بـا اسـتفاده ا         ي طرف يها  بطن يمه سر ين

NSA  و پس از هفت دو ش ي م كجا كشت داده  يرت    بصو 
ــفرها ــمارش يروز نوروس ــله ش ــده  حاص ــورد و ش   م

                                                 
1 Neurosphere Assay 
2 Rits & Rinolds 

 ـري گ يمطالعه قرار م ـ    ـ ا  .دن ن اسـت بـا     آن مطالعـه بـر    ي
، بـا  )يريروش برش گ(تر   قيدق د و   ي جد ي روش يمعرف

ز نولـد يتـز و ر يرط كشت مشابه با روش    ياستفاده از مح  
و كـشت    ي جـدا سـاز    ،حير در نحـوه تـشر     ييجاد تغ يبا ا و  
  NSA  با اسـتفاده از      ي طرف يها  بطن ،يه تحت بطن  يناح

ــبــه مطالعــه و مقا ج حاصــله از دو روش فــوق يسه نتــاي
 ي روش هـا   ري تاث يگر ضمن بررس  ي د يبه عبارت . بپردازد
ج ي بر نتـا    و نحوه كشت آنها    ي عصب ي بافت ها  يجدا ساز 
 كارآمـد و مـوثر جهـت    ي، روشاز دو روش فوق  حاصله  

 ـ   ي ناح شتر از يد نوروسفر ب  يتول  يهـا   بطـن  يه تحـت بطن
 ـتوز ي الگو ن مطالعه ي ا  در نيهمچن. ديه نما ي ارا يطرف ع ي

 ـ نوروسـفر سـاز      يها  سلول يو پراكندگ   يهـا  ا سـلول  ي
 يمه سـر  ين يخلف -ي در طول محور قدام    ي عصب ياديبن

 . مي شودز مشخص ين ي طرفيها بطن

  
  روش كار

 ـ   ي ناح يح و جدا ساز   يتشر  يهـا   بطـن  ،يه تحـت بطن
   :يطرف

 ـوه ارا ين روش كه بر اساس ش     يدر ا : روش اول  ه شـده   ي
 مـوش   ،رفتي صـورت پـذ    ]10[نولـدز   يتز و ر  يتوسط ر 

 ـ بـا تزر   CBAنـژاد    يا  هفتـه  8 تـا    6  نـر  يها ق داخـل   ي
 ي مهره هـا ييجابجا و   )mg/kg120 ( التي پنتوبارب يصفاق
نها از جمجمه خـارج     آده و بلافاصله مغز     ش كشته   يگردن
ك برش كرونال در پشت     ي لسكالپبا استفاده از ا   . ديگرد

گــر در محــل يك بــرش كرونــال ديــ و ييايــ بويازهــايپ
بخـشي از مغـز      . )A.1شـكل   (  جاد شد ي ا ييناي ب ياسمايك

 محتـوي   وكه در بين دو برش كرونال فوق واقـع شـده       
هاي طرفي بود براي كشت ناحيه تحت        نيمه سري بطن  

. اسـتفاده گرديـد    NSA  روش هاي طرفي با   بطني بطن 
 ايـن   ، منظور تشريح و جداسـازي ناحيـه تحـت بطنـي           به

ــه ســطح     ــت ك ــرار گرف ــعيتي ق ــز در وض بخــش از مغ
ن رو بـه    آن به سمت پايين و سـطح كـودال          آروسترال  
  .  )B.1شكل  ( بالا باشد

نگاه با استفاده از يك فورسپس سر خميـده نـوك تيـز             آ
 و كنـار    گرديـده سپتوم موجود در بين دو بطـن خـارج          

هـاي   حيه تحت بطني نيمه سـري بطـن       گذاشته شد و نا   
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 ـ       س كـالوزوم و تقـاطع   وطرفي در حد فاصـل بـين كورپ
بـصورت  )   C.1شـكل   (هاي قدامي و خلفـي مغـز    رابط

 ميلـي متـر   2 تقريبي لايه اي نازك و يكپارچه به ضخامت      
  . جدا گرديد  NSA بمنظور كشت با روش

  
 دوم بـر   نماي شكمي مغز موش بالغ كه محل برش كرونال A).1  شكل

سـطح   B) .روي كياسماي بينايي با خـط چـين مـشخص شـده اسـت     
روسترال نيمه قدامي مغز پس از ايجاد برش كرونال از محل كياسماي            

 ناحيه تحت بطني بطن طرفي كه بـراي جداسـازي سـلول   C)  . بينايي
  اسـتفاده مـي شـود بـا خـط چـين        NSAهاي بنيادي عصبي با روش

  .مشخص شده است
     

  : يري روش برش گايروش دوم 
از داخـل   ن روش پـس از خـارج نمـودن مغـز            يدر ا 
ك برش كرونال جدا شده و      ي با   يياي بو يازهاي  پ  جمجمه،

بروتـــوم يك ويـــمانـــده مغـــز توســـط ياز بخـــش باق
)vibratome (     ــا ــرش ه ــال يب ــي م400 كرون  يكرون

 ـ ته بصورت سريال   ـه گرد ي  ـنگـاه بـا اسـتفاده از        آ. دي ك ي
 يه تحت بطن  يح ناح يسكوپ تشر كروير م يز در ول  اسكالپ

 ي طرف ـ يهـا   بطـن  يمه سر يد در ن  و موج يها از برش 
 خـارج شـده و جهـت كـشت بـا روش           بصورت جداگانه 

NSA 2شكل(  شديماده سازآ(  .  

  
  ميكروني ايجاد شده در ناحيه نيمه سـري بطـن        400هاي   برش.2شكل  

هـاي   نوا حي زير بطنـي هركـدام از بـرش         .هاي طرفي مغز موش بالغ    
 پس از جدا سـازي وتبـديل بـه سوسپانـسيون تـك سـلولي بـا                   فوق

شـماره  .  بطور جداگانـه كـشت داده شـدند        NSAاستفاده از روش    

ها را از سمت سري به سمت دمي مشخص مي           ها ترتيب برش   برش
  .كند

NSA:  جدا شده در روش اول و       ي بطن تحت ينواح 
و ) Trypsin-EDTA (يم ـينزآدوم با استفاده از هـضم       

در  ،مدهآ در   يون تك سلول  يحالت سوسپانس ه   ب يكيمكان
روش اول بــصورت يــك جــا و در روش دوم بــراي هــر 

  كـشت    T25  ي در فلاسـك هـا     برش بصورت جداگانـه   
  : ط كشت استفاده شده عبارت بود ازي مح،داده شدند

 )Gibco) ( 1:1 (F-12  DMEM /،  5مـولار بـافر   يلي م 
 ـي م Sigma( ،  3( گلوكز   6/0% ،) Sigma(پز  يه  مـولار   يل
 ـي م Sigma( ،  2(م  يكربنات سد يب ن يگلوتـام - مـولار ال يل
)Stem Cell Technologies ( ، 25ــرم در  ي م ــرو گ ك
 ـيمكروگـرم در  ي م Sigma( ،  100(ن  يتر انسول ي ل يليم  يل
ــريل ــستــ ــانومولار Serologicals (، 20(ن يفر ترانــ  نــ

ــترون  ــولاركروي مsigma(،  60(پروژسـ ــمـ ن ي پوترسـ
)sigma ( م يت ســديانومولار ســل نــان30و)sigma.(  بــه 

 )BD Bioscience(  رشـد   ي  فاكتورهـا ،ط فـوق يمح ـ

EGF  ـي نانو گـرم در م 20 با غلظت   ,Roche( تـر ي ليل

USA( bFGF   ـي نانو گرم در م10 با غلظت   و تـر ي ليل
افـزوده   تري ل يلي نانو گرم در م    10با غلظت   ن  يز هپار ين

ون يباس ـپس از هفت روز انكو    ). NSAط كشت   يمح( شد
ــا ــانت37 يدر دم ــه س ــا ، درصــدCO25  گراد وي درج  ب

 ي نوروسـفرها  ينـورت تمـام   يكروسـكوپ ا  ياستفاده از م  
ــا فلاســك جــاد شــده دريا ــه T25  يه  بطــور جداگان

   .)3شكل (ندشمارش شد

  
تصوير ميكروسكوپ فـاز كنتراسـت ازنوروسـفرهاي ايجـاد          . 3شكل  

   ×40نمايي   بزرگB). ×  60بزرگنمايي NSA.   (Aشده با روش 
  

ــرا ــالآ يب ــزار ين ــرم اف ــا از ن  ,Prism 4.01 ز داده ه

Graphpad Inc .USA   يمـار آ و متـد Independent 
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Student T-testن تعـــداد يانگيـــم. ديـــ اســـتفاده گرد
ن مجمـوع   يانگيز م ي حاصله از هر برش و ن      ينوروسفرها
 ـ   ي بدست آمده از ناح    ينوروسفرها  مـه ي ن يه تحـت بطن

 ـروش بـرش گ    با   ي طرف يها  بطن يسر  مـشخص   يري
جـاد شـده در     ي ا ين تعـداد نوروسـفرها    يانگيشده و با م   

  . ديسه گرديروش اول مقا
 

   يافته ها
نـشان داد كـه ميـانگين         از ايـن مطالعـه     هنتايج حاصل 

مجموع نوروسفرهاي ايجاد شده از ناحيـه تحـت بطنـي           
 و  )1جـدول    (هاي طرفي در روش اول     نيمه سري بطن  

  501 ± 73  بترتيـب . )2ل  ، جدو روش برش گيري  (دوم  
ماري بـين ايـن   آتفاوت معني دار   بوده و    2273±349 و

  .)1 نمودار) (>0001/0p( وجود دارد روش دو
تعداد نوروسفرهاي حاصله ازكشت ناحيه تحـت بطنـي نيمـه      . 1جدول

  )روش ريتز و رينولدز ( هاي طرفي با استفاده از روش اول سري بطن
  تعداد نوروسفر  شماره موش

1  455  
2  398  
3  524  
4  550  
5  580  

  4/501  ميانگين
  

بررسي نتايج حاصل از مطالعاتي كـه بمنظـور توليـد           
 زاهــاي طرفــي  بطــننوروســفر از ناحيــه تحــت بطنــي 

استفاده  )روش ريتز و رينولدز   (ي مشابه روش اول     روش
         نوروسفر  مجموعهكه  دـده نشان مي زـ نيوده اندـنم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تـا   150ت آمده در اين مطالعات بين حـداقل         هاي بدس 
ــداكثر  ــر  900ح ــدد متغي ــوده و ع ــي  ب ــانگين تقريب  مي

-13[ توان براي آنهـا در نظـر گرفـت           را مي   50±500
 يع نوروسفرها ي توز ي الگو  در اين مطالعه   نيهمچن. ]11

 400 ي بــرش هــايه تحــت بطنــيــحاصــل از كــشت ناح
سـفر هـا     نورو يع و پراكندگ  ي نشان داد كه توز    يكرونيم

 يهـا   بطـن  ي سـر  هم ـي ن يخلف ـ-يدر طول محور قـدام    
 از   بيـشترين تعـداد نوروسـفرها       نبـوده و   كساني يطرف

 ايجاد مي شود   قسمت  مياني اين ناحيه يعني  برش سوم        
برگما   نقطه متري سمت سري    ميلي 74/0ه  كه در فاصل  
   .]14[ مي باشد

 از اين قسمت    ميانگين تعداد نوروسفرهاي بدست آمده    
 سـه و دو برابـر ميـانگين تعـداد            بترتيـب  ) سـوم  برش(

قسمت سري و دمي ايـن     نوروسفرهاي بدست آمده از   
بنظر مي رسد كه تراكم سـلول       بنابراين   .مي باشد  ناحيه

هاي نوروسـفر سـاز يـا سـلول هـاي بنيـادي عـصبي در              
بيشتر از ساير   هاي طرفي    قسمت مياني نيمه سري بطن    

  ).2نمودار(  مي باشدي آنقسمت ها
  

  بحث
 NSA وايــس  و  توســط رينولــدز1992ابتــدا در ســال

 بمنظور جدا سازي نوروسفرها از استرياتوم مغز مـوش        
كـه بااسـتفاده از ايـن        ييو از آنجـا    ]7[ بالغ استفاده شد  

روش مي توان خاصيت نوسازي، تكثيـر و قابليـت تمـايز            
هـاي بنيـادي عـصبي را        چند ظرفيتي موجود در سـلول     

 روش ميكروني  نيمه سري بطن هاي طرفي با استفاده از  400تعداد نوروسفرهاي حاصله ازكشت ناحيه تحت بطني هركدام از برش هاي  . 2جدول 
  دوم يا روش برش گيري

  شماره موش  تعداد نوروسفر در برش
1  2  3  4  5  

  جمع

1  317  650  754  656  348  2716  
2  166  389  451  435  400  1841  
3  275  272  703  596  235  2081  
4  243  411  769  495  360  2278  
5  194  382  712  614  549  2451  

  4/2273  4/378  2/559  676  8/420  239  ميانگين 
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 عنــوان روشــي بــه " معمــولا روشنيــ ا، لــذا نــشان داد
 ـ ا يص و جـدا سـاز     ي تـشخ  ي بـرا  و معروف استاندارد   ن ي

ن روش  يدر ا . ]9[ردي گ يها مورد استفاده قرار م     سلول
 ـ بن يهـا   شود كه سلول   ي فراهم م  يطيشرا  ي عـصب يادي

 ـي چنـد ظرف   يها يم شده و كلون   يبه طور مداوم تقس     يت
  . ]16،15[ كننديجاد مي بنام نوروسفر را ايافته ايز نايتما
 بـراي  يكـل اسـتاندارد   چ پروت ي ه ـ NSAت  يرغم اهم يعل
 ـقات مختلف كه از ا    يج حاصله از تحق   يسه نتا يمقا ن روش  ي

 از يكــي. ]9[  باشــدينــد، موجــود نمــي نماياســتفاده مــ
ج بدسـت  ي توانـد باعـث تفـاوت در نتـا     يكه م ـ  يموارد

بات مـورد اسـتفاده     ين روش گردد، تنوع ترك    يآمده با ا  
  .]9[  باشدي مNSAط كشت يدر مح

 ـنولـدز و وا   يعنـوان مثـال ر    ه  ب    در مطالعـات    ]7[سي
 20 يط كـشت فاقـد سـرم كـه محتـو          يه خود از مح   ياول

 ـرشد اپ عامل  تر  ي ل يلينانوگرم در م   بـود  ) EGF (يدرمي
ط يگـر از مح ـ   يكه در مطالعات د   ياستفاده نمودند، در حال   

 ـ سـرم ن   يكشت حـاو   . ]18،17[ ز اسـتفاده شـده اسـت      ي
 ـهـا ن   هورمـون  ژن و تـو يعوامل م   يبـات يز از جملـه ترك    ي

 يط هـا  ي متفاوت در مح   يها هستند كه با تنوع و غلظت     
  . ]9[  شوندي بكار برده مNSAكشت مورد استفاده در 

جـاد  ي باعـث ا   ممكن اسـت   كه   يگريعامل د علاوه بر اين    
 ، گـردد  NSAج بدسـت آمـده بـا روش         يتفاوت در نتـا   

 ـلف س  و كشت مناطق مخت    يح، جدا ساز  ينحوه تشر  ستم ي
 ـدر ا . باشـد  ي م ـ ي مركـز  يعصب ن مطالعـه بـه منظـور       ي
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هاي طرفي با اسـتفاده از روش بـرش گيـري كـه نحـوه               نمودار توزيع و فراواني نوروسفرهاي حاصله از ناحيه تحت بطني نيمه سري بطن              .  1 نمودار

ها دربرش شماره    بيشترين تراكم اين سلول   . دهد   هاي بنيادي عصبي را نيز در اين ناحيه نشان مي          هاي نوروسفرساز يا سلول    توزيع و فراواني سلول   
  .نها را از ناحيه سري به دمي مشخص مي كندها ترتيب آ شماره برش. شود متري سمت سري  نقطه برگما ديده مي  ميلي74/0 در  فاصله 3
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، حي تــشري بــرا دو روش متفــاوت،عامــلن يــ ا يبررســ
 ي طرف ـ يهـا   بطـن  يه تحت بطن  ي و كشت ناح   يجداساز

د نوروسفر با اسـتفاده     يدر مغز موش بالغ به منظور تول      
 مورد استفاده قرار گرفـت و نتـايج حاصـله بـا             NSAاز  

  . همديگر مقايسه گرديد
     ]10[ نولـدز يتز و ر  ي روش ر  همانروش اول كه    ر  د

 ي طرف يها  بطن يمه سر ي ن ي بطن تحته  يناح ، باشد يم
كپارچه خارج شده و با استفاده      يدر مغزموش بالغ بطور     

 شـود و    يك جا كـشت داده م ـ     ي بصورت   NSAاز روش   
جاد شده شمارش شده و     ي ا ي روز نوروسفرها  7پس از   

  .رندي گي قرار ميابيمورد ارز
ــ در تحق ــا اســتفاده از ا  ق حاضــري ــدا ب ــابت ن روش ي

 ي بطن تحته  ي حاصله از ناح   ينوروسفرها  تعداد ن  يانگيم
كـه   )501±73( بدست آمد    ي طرف يها  بطن يمه سر ين

با ميـانگين    نوروسفر 900 تا   150(با تعداد نوروسفرهاي    
ــله)  50±500 ــه  حاص ــن ناحي ــا از اي ــشاب  در به روش م

ن يــاآنگــاه . داشــتت مطابقــ ]11-19[ مطالعــات ديگــر
جـاد  ين تعـداد نوروسـفر ا     يا ا يد كه آ  يسوال مطرح گرد  

 ـ بنيهـا   و مطلق سلولينده واقعيشده نما   ي عـصب يادي
ــ ــ نوروسفرســاز موجــود در ايهــا ا ســلولي         ه يــن ناحي
 ـا تغ يگرآي باشد؟ به عبارت د    يم ح و  يدر نحـوه تـشر     ريي

 بدسـت   ي در تعداد نوروسفرها   يرييه تغ ين ناح يكشت ا 
   كند؟يجاد ميه فوق  ايمده از ناحآ

بــه منظــور پاســخ بــه ايــن ســوال از روش دوم كــه 
 و  يح، جـدا سـاز    ي تـشر  يق تر بـرا   ي و دق  تردي جد يروش

جـاد  ي بمنظور ا  ي طرف يها  بطن يه تحت بطن  يكشت ناح 
 ـ در ا .ه است، استفاده شـد ين ناح ينوروسفراز ا  ن روش ي

مه ي ن يه تحت بطن  يكپارچه ناح ي و كشت    ي جدا ساز  يبجا
 400  سـريال  يهـا  ، ابتـدا بـرش    ي طرف ـ يها  بطن يسر
 ـ ز يجاد شده و سپس نواح    ي در مغز ا   يكرونيم  ـ ي  ير بطن

 يهــا  از بــرش و در زيــر ميكروســكوپبــا دقــت تمــام
 و گـشته  جـدا  ي طرف ـي بطـن هـا  يمه سريموجود در ن  

ط كـشت  ي بـا مح ـ مشابه يط كشت يبطور جدا گانه در مح    
نولــدز كــشت داده يتــز و ريمــورد اســتفاده در روش ر

 بدســت ين تعــداد نوروســفرهايانگيــسه ميــمقا. شـدند 
ــده در دو روش  ــآم ــداد   ي ــه تع ــشان داد ك ــده ن اد ش

ــيجــاد شــده در روش دوم ي اينوروســفرها  روش يعن
 ـار ب ي بـس  يريبرش گ  شتر از روش اول بـوده و تفـاوت         ي

). P >0001/0(ن دو وجـود دارد      ين ا ي ب ي دار آمار  يمعن
ط كشت در هـر دو    يسان بودن مح  كين با توجه به     يبنابرا

 و  يح، جـدا سـاز    ي شود كه نحوه تشر    يروش مشخص م  
ج حاصـله   ي بر نتا  ي طرف يها  بطن ير بطن يه ز يكشت ناح 

 رسـد كـه   ير گذار بوده و بنظـر م ـ ين دو روش تاث  ياز ا 
 ـ دق ي نسبت به روش معمول روش     يريروش برش گ   ق ي

 ـ تول يتر، مناسب تر و كارآمد تر بـرا         يد نوروسـفرها  ي
  .  باشدي مي طرفيها  بطنير بطنيه زي از ناحشتريب

     رايريــاد در روش بــرش گيــجــاد نوروســفر زيعلــت ا
نولـدز  يتز و ر  ين روش با روش ر    يسه ا يتوان در مقا  مي  

ه تحت  يح ناح ي تشر ،يري  در روش برش گ     ؛جستجو نمود 
ها بطور جداگانه و با دقـت تمـام           برش ي در تمام  يبطن

ن ي شـود و بنـابرا  يم م ـح انجايكروسكوپ تشر ير م يدر ز 
 ـ دق ي جـدا سـاز    ي مطمئن و قابل اعتمـاد بـرا       يروش ق ي
گر يعامل د .  باشد ي م ي طرف يها  بطن يه تحت بطن  يناح

 ـ ب ياحتمالاً مرگ سلول   از .  باشـد  يشتر در روش اول م ـ    ي
كپارچـه  ي بصورت   ير بطن يه ز ين روش ناح  يكه در ا  يآنجائ

ون يجـاد سوسپانـس   ي ا يبرا شود و  يك جا برداشته م   يو  
 ـ     يطولان يمياز به هضم آنز   ي ن يك سلول ت  ي تر و عمـل پ

 باشد، لذا بنظر    يم) Trituration(شديدتري   پت كردن 
 ـ رسد كه ا   يم  ـن روش نـسبت بـه روش بـرش گ         ي  يري

 يشتري ب ي تر بوده و احتمالاً منجر به مرگ سلول        يتهاجم
  . شوديم

 ـجـاد نوروسـفر ز    ي ا يگر بـرا  ي د يعامل احتمال  اد در  ي
 ـه ز ي ناح يجزا، كشت م  يريروش برش گ    ـ ي  هـر   ير بطن
 ـي م 400 يها كدام از برش   در روش  .  باشـد  ي م ـ يكرون

جــاد شــده از ي ايون تــك ســلولي سوسپانــسياول تمــام
 ي طرف ـ يهـا   بطـن  يمه سـر  ي ن ير بطن يه ز يسراسر ناح 

كـه در روش بـرش      ي در حال  ، شـوند  يكجا كشت داده م   ي
 ـه ز ي حاصل از ناح   يها  سلول يريگ  ـ ي  هـر بـرش     ير بطن

ن بـه   ي شـوند و بنـابرا     يشت داده م ـ  بطور جدا گانـه ك ـ    
 رشـد   يلازم برا  عوامل    و ي  از مواد مغذ    يشتريزان ب يم

  . باشندير برخوردار ميو تكث
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 يرين با استفاده از روش برش گ      ين مطالعه همچن  يدر ا  
 ـن بـار نحـوه توز     ي اول يبرا  يهـا   سـلول  يع و پراكنـدگ   ي

 ـنوروسفرساز    ـ بن يهـا  ا سـلول  ي   در طـول     ي عـصب  يادي
 ي طرف ـ يهـا   بطـن  يمـه سـر   ي ن يخلف ـ -يمحور قـدام  
  .ديمشخص گرد

 و NSAبــا روش  ]20[ س و همكــارانيــ اگــر چــه وا
 ا سلول ي نوروسفرساز   يها  وجود سلول  ،د نوروسفر يتول
 يهـا   اطـراف بطـن  يهـا   را در بافت ي عصب يادي بن يها

 مختلـف طنـاب     يها ز قسمت ي، سوم و چهارم و ن     يطرف
ن تراكم  يشتري نشان داده و مشخص نمودند كه ب       ينخاع

 و بخش لومبوساكرال    ي طرف يها ها در بطن   ن سلول يا
 بافـت   يكجـا يل كـشت    ي باشد، اما بـدل    ي م يطناب نخاع 

 ـ بـه نحـوه توز     ي اشاره ا  يدور بطن   ـ ا يع و پراكنـدگ   ي ن ي
ن مطالعـه بـا     ياما در ا  . ها در مناطق فوق نداشتند     سلول

  و  ي طرف ـ يها ه بطن يال در ناح  ي  سر  يريروش برش گ  
 ـ يه ز ي ناح يكشت مجزا  هـا،    هـر كـدام از بـرش       ير بطن

ــيامكــان تع ــ توزين الگــوي  يهــا  ســلوليع و پراكنــدگي
 ـنوروسفر ساز     ـ بن يهـا  ا سـلول  ي  در طـول    ي عـصب  يادي

 فـراهم   ي طرف ي بطن ها  يمه سر ي ن ي خلف -يمحورقدام
ها درطـول    ن سلول يع ا ي كه توز  گرديد و مشخص    شده

 ـكـسان نبـوده و ب     ين محـور    يا   ن تـراكم در فاصـله    يشتري
 ـنقطه برگمـا د   سمت سري     متري  ميلي 74/0  يده م ـ ي

  .شود
 ـ توان گفـت تغ    ين در مجموع م   يبنابرا ر در نحـوه    يي

 ـ   يز نحوه كشت ناح   ي و ن  يح وجداساز يتشر  يه تحـت بطن
 تعـداد   يعنيج حاصله   ي بر نتا  ي طرف يها  بطن يمه سر ين

 NSAروش  ه  ه ب ين ناح ي بدست آمده از ا    ينوروسفرها
 سه با روشيدر مقا يري و روش برش گ گذاردير ميتاث

 ـن ناح ي ا يكجاي كشت    ـل تول يه، بـدل  ي  ـد نوروسـفر ز   ي اد ي
 رسد كه با    ي باشد و بنظر م    يق و كار آمد م    ي دق يروش

ــاســتفاده از ا ــا دقــت و حــساس ي         يشتريــت بين روش ب

ت نوروسـفر سـاز    يجاد شده در جمع   يرات ا يي توان تغ  يم
 ـك و   ير عوامل ژنت  يجه تاث يدر نت    را يه تحت بطن  يناح  ياپ
ضـمن  .  و مطالعه قـرار داد     يك مختلف مورد بررس   يژنت
 ـتوز تعيين نحوه    يريگ نكه روش برش  يا  يع و پراكنـدگ   ي

  را ي عـصب  يادي بن يها  نوروسفر ساز و سلول    يها سلول
 يهـا   بطـن  يمه سر ي ن يخلف-ي در طول محور قدام    نيز
  . امكان پزير نموديطرف

  
  يريجه گينت

 ـ ب د نوروسفر يل تول ي بدل يريروش  برش گ      از شتري
 نـسبت بـه روش اول       ي طرف يها  بطن يه تحت بطن  يناح
 ـ ا يكجـا يا روش كـشت     ي  ـن ناح ي  كـار آمـد و      يه، روش ـ ي

 و  يتوانـد بمنظـور جداسـاز      ي كـه م ـ    باشد يمناسب م 
 ـ بن يها مطالعه سلول   ـناح ايـن     از ي عـصب  يادي  مـورد   هي

 ـن با توجـه بـه م      يهمچن .استفاده قرار گيرد    ين بـالا  يانگي
ه از بـرش سـوم كـه در فاصـله           جاد شد ي ا ينوروسفرها

 نقطه برگمـا واقـع شـده        متري سمت سري    ميلي 74/0
 ـ رسد كـه ا    ياست، بنظر م   ر ي نـسبت بـه سـا      منطقـه ن  ي

  از ي طرف ـ يها  بطن يمه سر ي ن يه تحت بطن  يمناطق ناح 
 يهـا   نوروسفر سـاز و سـلول  يها  از سلول ييتراكم بالا 

  . باشدي مبرخوردار ي عصبياديبن
  

  تشكر و قدرداني
 دانـشگاه  بينطالعه بخشي از يك طرح مشترك اين م 

علوم پزشكي اصفهان و دانشگاه كوئينزلند استراليا اسـت         
در ايـن دو دانـشگاه       1383-1385هـاي    كه در طي سال   

بدينوسـيله از تمـامي اعـضاي محتـرم          .انجام شده است  
 در دانــشگاه (QBI)موســسه تحقيقــاتي مغــز كوئينزلنــد

 تـشريح دانـشگاه علـوم       كوئينزلند استراليا و گروه علوم    
  .پزشكي اصفهان تقدير و تشكر بعمل مي آيد
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