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 مقاله تحقيقي     کد مقاله: 23

تأثیر غلظت 1% اکسیژن بر بیان ژن Conexin 43 در 
سلول‌های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان موش 

C57(BL/6(

                                                                                          چكيده         

زمینه: غلظت اکســيژن کيي از مهم‌ترين عوامل مؤثر در رشــد و تمایز ســلول‌هاي 
بنيادي مي‌باشــد و همچنین یکی از عوامل مؤثر بر بیان بســیاری از ژن‌ها می‌باشــد 
که در این مطالعه اثر آن بر بيان ژن کانکســين43 بررســی شد. کانکسین 43 کيي از 
مهم‌ترين پروتئين‌هاي اتصال ســلولي در سلول‌هاي بنيادي مزانشیمي مشتق از مغز 

استخوان بوده و همین طور نقش دو  جانبه در تکثير و تمايز این سلول ها دارد. 
روش‌ کار: سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان موش BL C57/6 در 
محيط کشت DMEM در غلظت اکسيژن يک درصد کشت داده شدند. شرايط هيپوکسي 
در طي زمان هاي 24،16،8،4و48 ساعت اعمال، سپس همه سلول‌ها به شرايط نورموکسي 
8 ساعته انتقال پيدا کردند. از سلول‌ها RNA تام استخراج و از آن cDNA  ساخته شد 
و با تکنيک Real-Time PCR ميزان بيان ژن کانکسين 43 مورد بررسي  وسه بار تکرار 

گردید. 
 )ΔΔCT– 2=ΔΔCT, Ratio( یافته‌هــا: بــا مقايســه روش ســکيل‌هاي آســتانه
و استانداردســازي آناليزها، مشــخص شــد بيــان ژن کانکســين 43 در زمان هاي 
24،16،8،4و48 در شــرایط هیپوکســی 1% نسبت به شــرایط نورموکسی به ترتیب 
)0.001<P( 2.86 ،)0.001<P( 0.14 ،)1 .0<P( 1.00 ،0.03 )0.001<P( ،8.6 )0.001<P( 

برابر شــد و همین طور اين ميــزان در شــرايط Hypoxia/Re-oxygenation به 
ترتيــب P( 1.31 ،)0.1<P( 3/16 ،)0.001<P( 0/59 ،)0.01<P( 3/9>0.001( و 4.27 

)P>0.001( برابر شد.
نتیجه‌گیری: با توجه به این یافته‌ها، غلظت اکســیژن و مــدت زمان اعمال آن نقش 
اساســی در بیان ژن Connexin 43 در ســلول‌های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز 
اســتخوان موش BL C57/6 دارد. بنابراین بهینه‌ســازی غلظت اکســیژن به منظور 

دست‌یابی به حداکثر بیان در این سلول‌ها ضروری می‌باشد.
واژگان كليدي: کانکسین 43، بیان ژن، هیپوکسی، سلول‌های بنیادی مزانشیمی

تاريخ دريافت مقاله: 93/10/22           تاريخ اصلاح نهايي: 94/11/20            تاريخ پذيرش مقاله: 94/9/23
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                                                       مقدمه

ســلول‌های بنیادی ســلول‌هایی هســتند که در دوران جنینی و 
بزرگســالی در بافت‌های مختلف وجود دارند و توانایی تبدیل شدن 
به ســلول‌های دیگر و درمان بیماری‌های مادر زادی و اکتســابی 
را دارا می‌باشــند ]1[. این ســلول‌ها، سلول‌هاي ســوماتكي تمايز 
نيافته‌اي هســتند كه قادرند تحت شــرايط خاص به كيي از انواع 
ســلول‌هاي بالغ و كاملًا تمايز يافته تبديل شــوند ]2[. دسته‌ای از 
 سلول‌های بنیادی، سلول‌های مزانشــیمی می‌باشند که چند توان 
)Multiple( بوده و قابلیت تبدیل به رده‌های مختلف ســلولی از 
جمله اســتخوان، چربی، غضروف و تاندون را دارا می‌باشــد و در 
مهندســی بافت و سلول درمانی استفاده بســیار دارند ]3و4[. این 
سلول‌ها به عنوان یکی از اصلی‌ترین و مهم‌ترین سلول‌های بنیادی 
بوده، به طوری که در تمایز و خودتجدیدی در بیماری‌های استئوژنز، 
ترمیم هماتوپوئیتیک )Hematopoietic( و بازســازی استخوان 
مورد استفاده قرار می‌گیرند ]5[. به دلیل همین توانایی‌ها سلول‌های 
بنیــادی مزانشــیمی )Mesenchymal Stem Cells( کاندید 
مهمی برای سلول درمانی و ژن درمانی می‌باشند. یکی از مهم‌ترین 
عوامل تنظیم‌کننده ژن‌ها در طول رشــد و نمو سلول‌های بنیادی 
غلظت اکسیژن می‌باشــد ]6[. سلول‌های مزانشیمی مغز استخوان 
در شرایط In-vivo با فشار کم اکسیژن سازگار شده‌اند به طوری 
که خونی که در مغز اســتخوان وجود دارد در حدود 7% اکســیژن 
دارد با این حال میزان اکســیژن در نواحــی نزدیک به حفره‌های 
مغز اســتخوان تقریباً 5% و در ســطوح داخلی استخوان حدود %1 
اندازه‌گیری شده و MSCها در حد فاصل نواحی پیرامونی و حفره 
مرکزی مغز استخوان با عنوان ناحیه پری واسکولار قرار دارند ]7[ 
در حالی که در شــرایط آزمایشگاهی فشار اکســیژن معادل فشار 
جو و 21% اســت. لذا انتقال ســلول‌ها بر میزان کارآیی ســلول‌ها 
تأثیر می‌گذارد ]8[. هنگامی که ســلول‌های بنیادی مزانشیمی به 
محیط کشــت منتقل می‌شوند، به دلیل تفاوت فاکتورهای مختلف 
از جمله فشــار اکســیژن بیان برخی از ژن‌ها دچار تغییر می‌شوند 
]9[. مطالعات گذشــته نشــان‌دهنده اثر هیپوکسی بر این سلول‌ها 
بوده کــه در مواردی تخریب و در مواردی بهبود ســلول را در پی 
داشــته اســت ]6[. معمولًا مهم‌ترین تنظیم‌کننده پاسخ سلول به 
کاهش فشار اکسیژن، فاکتور نســخه‌برداری موسوم به فاکتور القا 
 )Hypoxia inducible factor, HIF( شده توسط هیپوکسی
می‌باشــد. اهمیت مســیر HIF از آن جایی مشخص می‌شود که 

 HIF .این مســیر تقریباً در همه یوکاریوت‌هــای عالی وجود دارد
با کنترل بیان ژن‌های خاص، ممکن اســت به حفظ هموســتازی 
در فعالیت‌های ســلولی کمک کند ]10[. اگر چه هیپوکسی معمولًا 
از ســنتز mRNA جلوگیری می‌کند، لیکن نسخه‌برداری تعدادی 
 از ژن‌هــا از جملــه HIF را تا حد زیادی افزایــش می‌دهد ]11[.

Connexin 43 مهم‌ترین عضو از پروتئین‌های اتصال سلولی است 
که طیف وسیعی از بیان را در بافت و اندام‌های مهره‌داران از جمله 
انسان دارد ]12[. همین‌طور می‌تواند باعث تنظیم آپاپتوز شود. می‌توان 
Intracellular coupling 43 به خاطــر Connexin گفــت 

می‌تواند یک پایه مهم ســلول درمانی محسوب شود ]13[. با توجه 
به اهمیت ســلول‌های بنیادی در زمینه‌های پزشــکی و درمانی و 
نیز نقش اکســیژن به عنوان مهم‌ترین عامل محیطی تأثیرگذار بر 
عملکرد این سلول‌ها و همین طور عملکرد ژن Connexin 43 در 
فیزیولوژی این سلول‌ها، در مطالعه حاضر به بررسی تأثیر هیپوکسی 
بر میزان ژن مورد نظر در ســلول‌های بنیادی مزانشیمی مشتق از 

مغز استخوان موش BL C57/6 پرداخته شده است.

                                                   روش کار

کشت سلول‌ها:
ســلول‌هاي مورد اســتفاده در اين تحقيق قبلًا در بخش بیوشیمی  
انیســتیتو پاســتور ایــران جداســازی شــده و در پاســاژ چهارم 
 مــورد آزمایش قــرار گرفتند. جهت کشــت ســلول‌ها، از محیط 
 Dulbecco,s  )175-11965:DMEM, Gibco,Cat No(
 FBS (Fetal غنــی شــده با  Modified Eagle Medium
نیــز  و   %10  )  10270:Bovine Serum,Gibco, Cat No
100 واحــد در میلی‌لیتر پنی‌ســیلین )Sigma(  و 100 میکروگرم 
در میلی‌لیتر استرپتومایســین )Sigma,Pa 333( استفاده شد. یک 
ویال از ســلول‌های بنیادی منجمد را برداشــته و بلافاصله بعد از 
ذوب شــدن در انکوباتور 37 درجه، محتویات آن را داخل فالکون 
حاوی 10 میلی‌لیتر محیط کشت ریخته می‌شود. سپس سلول‌ها با 
دور g 300 و به مدت 5 دقیقه سانتریو فیوژ می‌شود تا اثرات سمی 
DMSO موجود در محیط انجماد حذف شود. پس از سانتریوفوژ، 
مایع رویی را دور ریخته و رسوب سلولی با 1 میلی‌لیتر محیط کشت 
مخلوط شــد. در این مرحله میزان زنده بودن سلول‌ها با تریپان بلو 
سنجیده شــد که بالای 95% بود. نهایتاً سلول‌ها به داخل فلاسک 
کشت ســلولی cm2 25 حاوی 6 میلی‌لیتر محیط کشت منتقل و 
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درون انکوباتور با دمای 37 درجه سانتی‌گراد و فشار CO2 %5 قرار 
گرفت. پس از رشــد و تکثیر سلول‌ها به تعداد کافی، جهت اعمال 
شــرایط هیپوکسی ســلول‌ها به پلیت‌های 6 خانه‌ای منتقل شدند. 
هنگامی که تراکم ســلول‌ها به حدود 80 % تا 90% رســید، برای 

اعمال شرایط هیپوکسی مناسب استفاده شدند. 

اعمال شرايط هيپوکسي: 
براي ایجاد شــرایط هيپوکسي 1% از اتاقک )Chamber( ساخت 
استفاده شد.   101-Billups-Rothenberg (MIC( شــرکت 
اين اتاقک داراي دو شــیر ورودی و خروجی است. شیر ورودي به 
فشارسنج متصل مي‌باشد. که شــدت جريان گاز را نشان مي‌دهد. 
فلومتر نيز داراي دو شــیر است. که شیر ورودي آن به کپسول گاز 
)حاوي 95% نیتروژن، 5% دی اکسیدکربن  و 1% اکسیژن است( و 
شــیر خروجي آن به اتاقک متصل است. جهت تأمین رطوبت مورد 
نیاز ســلول‌ها ظرف آب اســریل داخل اتاقک قرار داده شد. سپس 
شــير کپسول گاز باز شده، تا گاز از شیر ورودي با فشار 15 ليتر در 
دقيقه، به مدت پنج دقيقه وارد اتاقک شود. پس از مدت زمان ذکر 
شده، همزمان با بستن شير گاز، دو شیر اتاقک به کمک گيره‌هاي 
موجود، مسدود مي‌شود سپس اتاقک درون انکوباتور 37 درجه قرار 
مي‌گيرد. در این آزمایش پس از ساعات مشخص شده )16،8،4و24 
ســاعت(، پلیت از اتاقک خارج شده و بلافاصله RNA تام نیمی از 
سلول‌های آن استخراج می‌گردد و نیمی دیگر از سلول‌ها به شرایط 

نورموکسی 8 ساعته بازگردانده شدند.

استخراج  RNA تام:
 RNX- Plus((تام توسط کیت ســینا کلون RNA اســتخراج
Cat. No. : RN7713C, و طبق دســتورالعمل این کیت انجام 
شــد. به طور خلاصه، ابتدا  1 میلی‌لیتر RNX (Plus( به رسوب 
ســلولی اضافه شــد. پس از 5 دقیقه مخلوط حاصل به ویال 1/5 
سی‌ســی منتقل و 200 میکرولیتر کلروفرم به آن اضافه می‌شود. 
پس از مخلوط کردن، ویال در دمای اتاق به مدت 5 دقیقه انکوبه 

می‌شود. سپس محتویات ویال در دمای 4 درجه سانتی‌گراد با دور 
rpm 12000 به مدت 15 دقیقه ســانتریفوژ می‌شود. مایع شفاف 
رویی دور ریخته شــده و 1 میلی‌لیتر اتانول 75% به رسوب اضافه 
می‌شــود و به مدت 8 دقیقه در دمای 4 درجه ســانتی‌گراد با دور 
rpm7500 سانتریوفیوژ می‌شود. ســپس 50-30 میکرولیتر آب 
DEPC به تیوب اضافه شــد. نمونه حاصل پس از تعیین غلظت 
توســط دستگاه نانو دراپ جهت سنتز cDNA مورد استفاده قرار 

گرفت.

cDNA:سنتز
 AccuPower cycleScript از کیــت  cDNA جهت ســنتز
RT Premix اســتفاده و مطابــق دســتورالعمل این کیت عمل 
شــد. تیوب‌های واکنــش در این کیت از پیش آماده اســت و هر 
 CycleScript Reverse تیوب حاوی آنزیم مقاوم به حــرارت
Transcriptase، dNTPهــا، پرایمــر )هگزامرهای تصادفی و 
الیگومرهای داکســی تیمین(، بافر و پایدارکننده می‌باشــد. پس از 
اضافه‌کردن یک میکروگرم RNA و رساندن حجم نهایی به یک 
20 میکرولیتر، مخلوط حاصل برای سنتز cDNA وارد چرخه دما- 
زمان در دستگاه ترموســایکلر می‌شود. برنامه دمایی دستگاه بدین 
شرح می‌باشد: 1، 25، 15 درجه ســانتی‌گراد به مدت 30 ثانیه، 2، 
45، 42 درجه سانتی‌گراد به مدت 4 دقیقه، 3، 55 درجه سانتی‌گراد 
به مدت 30 ثانیه. این 3 مرحله 12 بار تکرار می‌شوند. در آخر تیوب 
برای 5 دقیقه در 95 درجه سانتی‌گراد انکوبه می‌شود. پس از سنتز 

cDNA غلظت توسط پیکو دراپ سنجیده شد.

طراحي پرايمرها:
توالــي ژن Connexin 43 بــه عنوان ژن‌هاي هــدف و توالي 
ژن  عنــوان  بــه   )TBP) TATA Binding Protein ژن 
http://www.ncbi-nlm.nih. اينترنتــي  ســايت  از  رفرنس 
 gov اخذ و پرايمرهاي مســتقيم و معکوس توســط نرم‌افزارهاي

Gene Runner طراحي شدند )جدول1(.

207 تأثیر غلظت 1% اکسیژن بر بیان ژن Conexin 43 در ...

Real Time PCR جدول 1- توالی‌ها و خصوصیات پرایمرهای طراحی شده و به کار رفته جهت
طولدرصد TmCGتوالی پرایمرجهت پرایمرژن

Fw’CCAAGGAGTTCCACCACTTTG3’558/25221
43 ConnexinRv’AAAATGAAGAGCACCGACAGC3’558/14821

Fw’AAGGGAGAATCATGGACCAGAAC3’560/647/823
TBPRv’GGTGTTCTGAATAGGCTGTGGAG3’559/952/223
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  :Real time PCR
10 میکرولیتــر Master Mix، 2 میکرولیتــر پرايمر مســتقيم و 
معکوس، 4 میکرولیتــر cDNA، 4 میکرولیتر آب ديونيزه را با هم 
مخلوط کرده تا حجم نهايي مخلوط به 20 میکرولیتر برسد. مخلوط 
حاصل در دســتگاه Real Time PCR، مدل Corbett 6000، با  
برنامه دمايي زير قرار داده مي‌شود )جدول 2(. منحنی‌هاي به دست 
 Real در TBP و CX43  آمــده از تکثير در رقتهاي متوالــي ژن
time PCR در شــکل 1و2 قابل مشاهده اســت. پس از واکنش 

تفــاوت Ct ژن هدف به ژن رفرنس به صورت ΔCt براي هر نمونه 
محاسبه مي‌شود. سپس براي هر مورد ΔΔCt – 2 به دست مي‌آيد. 
در مرحله بعد نسبت اعداد حاصل به نرمال، براساس درصد محاسبه 
 SEM نتایج داده‌ها به صورت ،SPSS شد. به کمک نرم‌افزار آماری
Mean ± گزارش شــده و اختلاف میانگین گروه‌ها با آزمون آماری 
ANOVA یک طرفه به دست آمد. در مورد مقایسه دو گروه با هم 
از تســت Post Hoc استفاده گردید. در همه موارد مقدار p کمتر از 

P( 0/05>0.05( به عنوان سطح معنی‌داری در نظر گرفته شد.
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Real Time PCR جدول 2- برنامه دمایی – زمانی به کار رفته در
توضیحاتتعداد تکرارشرایط دما - زمانمرحله

HotStart فعال شدن آنزیمoC951،  15 ثانیهواسرشتگی اولیه
سیکل های تکثیرoC9540، 5 ثانیهواسرشتگی

oC60، 25 ثانیهاتصال / بسط پرایمر

تشکیل منحنی ذوب )تفکیک(
oC95، 15 ثانیه
oC60، 30 ثانیه
oC95، 15 ثانیه

تشخیص پرایمر دایمر1
تشخیص تکثیر قطعه هدف

                                                       یافته‌ها

)ΔΔCT– 2=ΔΔCT, Ratio( با مقايسه روش سيکل‌هاي آستانه 
و استانداردســازي آناليزها، مشخص شــد بیان ژن کانکسین 43 
 8 ،)0.001<P( 4 در شــرایط هیپوکسی حاد 1 درصد در ســاعات
)P>0.001(  و 48 )P>0.001( افزایــش بیان و در ســاعات 24 
)P>0.001( کاهش بیان نســبت به حالت نورموکسی و در ساعت 

P( 16>0. 05( تقریباً بیان یکســانی نســبت به حالت نورموکسی 
Hypoxia/Re-ox�  داشـ�ت. همچنین بیان این ژن در حالـ�ت

 24 ،)05 .0<P( 16  ، )01 .0<P( 4 در ســاعات ygenation
)P>0.001( و 48 )P>0.001( نیز نســبت به حالت نرمال افزایش 
و در ساعت P( 8>0.001( کاهش بیان را نشان داد )نمودار 1(، در 
ضمن میزان بیان ژن در تمامی ســاعات فوق در جدول شــماره 3 

قابل مشاهده است. 

جدول 3- میزان میانگین و انحراف معیار بیان ژنک انکسین 43 در شرایط هیپوکسی در ساعات مختلف و
Hypoxia/Re-oxygenation (به مدت 8 ساعت( نسبت به شرایط نورموکسی

ساعات اعمال 
هیپوکسی

4 8 16 24 48

هیپوکسی
 8.6

(P<0.001)
0.03

(P<0.001)
1.00

)P<0. 1(
0.14

)P<0.001(
   2.86

)P<0.001(

Hypoxia/Re-
oxygenation

3/9
)P<0.01(

0/59
)P<0.001(

3/16
(P<0.1) )P<0.001( 1.31

4.27
)P<0.001(

                                   بحث و نتیجه‌گیری

 در تحقیــق حاضــر، در شــرایط هیپوکســی حــاد 1% بیان ژن
Connexin 43 در ســاعات هیپوکسی به طور نامنظم افزایش و 

کاهش بیان را نشــان داد. که بیشترین بیان در 4 ساعت و کمترین 
-Hypoxia – Re بیان در 8 ســاعت اســت. اما تحت شــرایط 

oxygenation میزان بیان ژن در ســاعت 4 ، 16 و 24 افزایش 
Connexin نشــان می‌دهد. در مطالعه حاضر دلیــل انتخاب ژن 
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Real time PCR در CX43 شکل 1- منحنی‌هاي به دست آمده تکثير در رقتهاي متوالي ژن

شکل 2- منحني‌هاي تکثير در ژن TBP رقتهاي متوالي

43، نقش کلیدی این پروتئین در تمایز و تکثیر ســلول‌های بنیادی 
مزانشیمی است و با توجه به این موضوع هر چه این ژن بیشتر بیان 
شــود میزان تمایز و تکثیر بیشــتر خواهد شد، که این روند نامنظم 
بیان ژن در ســاعات مختلف مربوط به مکانیســم‌های متابولیتی 
ســلولی می‌باشــد که هنوز شناخته شده نیســت. با توجه به فشار 
کم اکســیژن در مغز استخوان در ســطح درونی قشری استخوان 
)حدود 1%(، ســلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در شرایط 
In-vivo در معرض هیپوکســی قرار دارند و جابه‌جایی با محیط 
In-vitro باعث تغییر در بیان ژن می‌شــود. به طوری که در چند 

دهه گذشــته تحقیقات زیادی درباره اثر هیپوکســی بر بیان ژن‌ها 
صورت گرفته است ]6[. البته هدف اصلی این تحقیق بهینه کردن 
بیان ژن Connexin 43 در ســلول‌های بنیادی مزانشــیمی مغز 
استخوان می‌باشــد. یافته‌های ما در مورد ژن Connexin 43 در 
 Connexin تطابق با مطالعه‌ای است که نشان داده بود بیان ژن
43 در شــرایط هیپوکسی به طور چشمگیری بالا می‌رود ]14[. در 
مطالعه‌ای دیگر که روی ســلول‌های بنیادی مزانشیمی رت و برای 
درمان سکته قلبی انجام شده بود در شرایط هیپوکسی کمتر از %1 
افزایش بیان پدیدار شــده بــود ]15[. همین‌طور در دیگر مطالعات 
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نمودار 1- مقایسه بیان ژنک انکسین 43 در گروه‌های هیپوکسی با گروه‌های Hypoxia/Re-oxygenation به 
Hypoxia/ نشان‌دهنده ساعات h+ نشان‌دهنده ساعات هیپوکسی و h( یکطرفه ANOVA کمک آزمون آماری‌

Re-oxygenation می‌باشد(

انجام شده بیان ژن CX43 سلول‌های بنیادی مزانشیمی مشتق از 
مغز استخوان انسان در شرایط هیپوکسی به طور نامنظم متغیر بود 
به طوری که تا 8 ســاعت اعمال شرایط هیپوکسی افزایش بیان و 
 Hypoxia تا 48 ساعت کاهش بیان را نشان می‌دهد و در شرایط
Re-oxygenation – نیز همین نتایج را در برداشته است ]16[. 
در مطالعه‌ای دیگر نیز اعمال شــرایط هیپوکسی 1% به سلول‌های 
 43 Connexin کاردیومیست رت به مدت 5 ساعت افزایش بیان
را در پی داشــت، که تقریباً با نتایج حاصله در 4 ساعت هیپوکسی 
تحقیق حاضر مطابق بوده اســت. همچنین در مطالعه دیگری اثر 
هیپوکسی 1% به مدت 12 ســاعت بر روی سلول‌های انتروسایت 
 Connexin انجام شــده که کاهش بیــان ژن )enterocyte(
43 را نشــان می‌دهد ]17[. در تحقیق دیگری نیز با اعمال شرایط 
هیپوکسی بیان ژن‌های مرتبط با انژی و سوخت‌وساز بدن انسان از 

جمله LDH, 1-GLUT و PDK1 را بالا برده است ]6[.

به طور کلی در بررســی نتایج تأثیر اعمال هیپوکسی بر سلول‌ها 
باید عوامل مختلف درگیر در این شــرایط را از جمله نوع ســلول، 
میزان و شــدت و نیز نوع هیپوکســی به کار رفتــه )مزمن، حاد( 
مورد بررســی قرار داد. نهایتاً به نظر می‌رســد تأثیر هیپوکســی 
بر بیان ژن به نوع ســلول، شــرایط محیط کشت، و مدت زمان 
کشــت بسیار وابســته اســت. به طوری که تغییر در هر کدام از 
این عوامل می‌تواند باعث تفاوت‌های محسوســی در نتایج حاصله 
شــود. از ســوی دیگر ژن‌های مختلف نیز می‌توانند بر بیان یک 
ژن تأثیر داشــته باشند که تفســیر یافته‌ها را پیچیده‌تر می‌کند. با 
توجه به مباحث مطروحه می‌تــوان نتیجه‌گیری کرد که توجه به 
نقش اساسی اکســیژن، به منظور دســتیابی به حداکثر بیان ژن 
Connexin 43 در ســلول‌های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز 
اســتخوان موش BL C57/6 قبل از انجام هر گونه به کارگیری 

آن در پژوهش‌ها، ضروری است.
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تشکر و قدردانی:
این مطالعه در بخش بیو شیمی انیســتیتو پاستور ایران انجام شد. 

نویســندگان لازم می داننــد از هم کاری اعضــای محترم گروه 
بیوشیمی تشکر و قدر دانی کنند.
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