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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: The role of estrogen in the stimulation of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons is clear. 

These neurons do not express estrogen alpha receptors, so other mediator neurons should be present to transmit the 

positive feedback effect of estrogen to the GnRH neurons. Kisspeptin neurons have an important role in the stimulation 

of GnRH neurons, so they can be the mediator of the effect of estrogen on GnRH neurons in preoptic area of sheep 

brain. One of the known effects of estrogen is the stimulation of Fos gene in the brain. The aim of the present study was 

to determine the intermediary role of kisspeptin in the transmission of estrogen effects to the gonadotropin-releasing 

hormone neurons in the preoptic area of sheep brain.

Methods: Six mature ewes in breeding season were selected and ovariectomised. Three ewes in treatment group 

were injected with 50 mg estradiol benzoate in 1 ml of sunflower oil and three ewes in control group were injected with 

saline solution intramuscularly. Immediately after estradiol injections, the hypothalamus of the ewes was removed. The 

count of kisspeptin neurons, Fos genes, and kisspeptin neurons which colocalized with Fos genes were determined by 

immunohistochemistry.

Results: Estradiol injection increased the colocalization of kisspeptin with Fos gene in the preoptic area of the sheep 

brain (P=0.01). Results of the present study showed that 86.9 percent of kisspeptin neurons colocalized with Fos gene in 

the preoptic area (P=0.01).

Conclusion: Kisspeptin neurons are important mediators in transmission of positive feedback effect of estrogen into 

GnRH neurons in the preoptic area of sheep brain.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

کننده  هورمون آزادهاي نورون بر تحریکپپتین کیسبررسی اثر میانجی 

گوسفند بینایی مغزاستروژن در ناحیه پیشتوسط گونادوتروپین 

  *3،2 تمدنامین ، 1محمد رضا جعفرزاده شیرازي

  ، شیرازگروه علوم دامی، دانشکده کشاورزي دانشگاه شیراز.1

  ، شیرازژنیک، دانشگاه علوم پزشکی شیرازهاي بنیادي و فناوري ترانسمرکز تحقیقات سلول.2

  ، شیرازگروه مدیریت بهداشت دام، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز .3

  88 اسفند 15: پذیرش    88دي  15: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم ین ومرف

  چکیده

کننـد، بنـابراین بایسـتی    ها گیرنده آلفاي اسـتروژن را بیـان نمـی   چون این نورون. هاي هورمون آزاد کننده گونادوتروپین روشن استنقش استروژن در تحریک نورون :مقدمه

پپتین نقش مهمی در تحریک هاي کیسنورون. هاي هورمون آزادکننده گونادوتروپین انتقال دهندی وجود داشته باشند که اثر بازگشتی مثبت استروژن را به نورونهاي میانجنورون

کننده گونادوتروپین در ناحیه پیش بینایی هیپوتالاموس مغـز  هاي هورمون آزاد توانند میانجی اثر استروژن بر نورونهاي هورمون آزاد کننده گونادوتروپین دارند و بنابراین مینورون

پپتـین در انتقـال اثـرات    هدف مطالعه حاضر مشـخص نمـودن نقـش میـانجی کـیس     . هاي استروژن تحریک ژن فاس در مغز استترین کنشیکی از شناخته شده. در میش باشند

  .بینایی مغز گوسفند استه پیشهاي هورمون آزاد کننده گونادوتروپین در ناحیاستروژن بر نورون

-لیتر روغـن گـل آفتـاب   میلی 1گرم استرادیول بنزوات در میلی 50میش گروه تیمار  3به . برداري شدندگیري انتخاب و تخمدانشش راس میش بالغ در فصل جفت :ها روش

بینـایی، شـمار   از تزریق استرادیول و خارج کردن هیپوتـالاموس مغـز، در ناحیـه پـیش    بعد . لیتر محلول نمکی به صورت عضلانی تزریق شدمیلی 1میش گروه شاهد  3گردان و به 

  .پپتین که با ژن فاس همپوشانی داشتند با روش ایمیونوهیستوشیمی تعیین شدندهاي کیسهاي فاس و شمار نورونپپتین، شمار ژنهاي کیسنورون

     نشـان    نتـایج ). P=01/0(بینایی مغز میش در مقایسـه بـا گـروه شـاهد افـزایش داد      ین و ژن فاس را در ناحیه پیشپپتکیس بیان تزریق استرادیول میزان همپوشانی :ها یافته

  ).P=01/0(کنند پپتین با ژن فاس در ناحیه پیش بینایی همپوشانی میهاي کیسدرصد نورون 9/86دهد که  می

هاي هورمون آزاد کننـده گونـادوتروپین در ناحیـه پـیش بینـایی مغـز گوسـفند        ثرات بازگشتی مثبت استروژن به نورونپپتین میانجی مهمی در انتقال اهاي کیسنورون :گیري نتیجه

  .هستند

  

  پپتین، ژن فاس، استروژن، هورمون آزاد کننده گونادوتروپینکیس :هاي کلیدي واژه
 

 

  1مقدمه

ناحیــه در  1روپینـادوتـــگون هــاي هورمــون آزاد کننــدهورونـنــ

  

  

  

استروژن نقش مهمـی در  . هیپوتالاموس قرار دارند 2یناییبیشـپ

. هــاي هورمــون آزاد کننــده گونــادوتروپین داردتحریــک نــورون

هورمـون آزاد  هـاي  روشن است که استرادیول مستقیم با نـورون 

  ١٣۴٧تأسیس  

1.Gonadotropin-releasing hormone    
2.Preoptic area
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هـاي  محققـین تـلاش  . ]14[ارتبـاط نـدارد    کننده گونادوتروپین

هورمـون آزاد  هاي رابط بین استروژن و زیادي براي یافتن نورون

  .]14, 10[اند انجام داده کننده گونادوتروپین

هورمـون آزاد  پپتید تنظیم کننده کلیدي تراوش 1پپتینکیس

 کـیس . ]28[است  2و هورمون لوتئینه کننده کننده گونادوتروپین

, 12[ هورمون آزاد کننده گونـادوتروپین پتین موجب آزادسازي ـ 

. شـود ها میدر بیشتر گونه ]17, 7[و هورمون لوتئینه کننده  ]26

-پپتین ساخته مـی پروکیسسازي به نام پريپپتین از پیشکیس

 145 ،سـاز ایـن پـیش  . ]19[است  13ـشود که فرآورده ژن کیس

هاي پپتیـدي  اسید آمینه دارد که بعد از شکسته شدن، به فرآورده

-و کـیس  14ـپپتین، کیس13ـینپپت، کیس10ـپپتینشامل کیس

-فرآورده پپتیدي اصلی ژن کیس. ]21[شود تبدیل می 54ـپپتین

آمینواسید است که بیشـتر از جفـت ترشـح     54، پپتیدي داراي 1

پـس از پیوسـتن   . ]25[شـود  شود و متاستین نیز نامیـده مـی  می

، Cهایش، موجـب فعـال شـدن فسـفولیپاز     پپتین با گیرندهکیس

ــدرولیز PIP2 هی
ــدن 4 ــیون  +Ca2، آزاد ش و  ERK5و فسفریلاس

MAP پپتـین بـه نـام   بیان ژن گیرنده کیس. ]3[شود می 6کیناز 

بیشتر در جفت،  GPR54(7( 54جی ـ   ینئبه پروت متصلگیرنده 

ــد       ــز مانن ــاگون مغ ــواحی گون ــاعی و ن ــاب نخ ــانکراس، طن پ

اي، آمیگدال و هیپوکامـپ گـزارش   هیپوتالاموس، گانگلیون پایه

 ]31[، از آغاز بلوغ در گوسفند GPR54جهش در . ]9[شده است 

  .کندجلوگیري می ]23[و موش 

هـاي بازگشـتی مثبـت اسـتروییدهاي     در کـنش پپتـین کیس

, 4[پپتین با بـاروري و بلـوغ   بیان کیس. ]27[تخمدان نقش دارد 

-نـورون . ]16[گیري مرتبط است و فصل جفت ]20[، تغذیه ]21

پپتـین در مـوش و مـوش صـحرایی، در     هاي در برگیرنده کیس

قـرار   9و هسـته کمـانی   8هاي پیش بطنی جلویی ـ شکمی هسته

بینـایی  پپتین در هسته کمانی و ناحیه پـیش کیس. ]28, 8[دارند 

از آنجا که . ]11, 10[هیپوتالاموس مغز گوسفند یافت شده است 
  

  

1. Kisspeptin
2. Luteinizing hormone
3. Kiss-1
4. Phosphatidylinositol biphosphate
5. Extracellular signal-related kinase
6. Mitogen-activated protein kinase
7. G-protein-coupled receptor-54
8. Anteroventral periventricular nucleus
9. Arcuate nucleus

را در هسته کمانی مهـار   1ـاسترادیول و تستوسترون، بیان کیس

پپتین اثر هاي کیسنورونتوان پنداشت که ، می]13, 8[کنند می

هورمـون آزاد  هـاي  بازگشتی منفی استروییدها را نیز بـه نـورون  

پپتـین  هاي کیسبیان نورون. کنندمنتقل می کننده گونادوتروپین

گزارش شده اسـت؛   ]24[و انسان  ]22[، میمون ]30[در گوسفند 

ها در هسته کمانی قـرار  ها بیشتر این نورونهر چند در این گونه

بینـایی گوسـفند و   دارند ولی شمار کمی از آنهـا در ناحیـه پـیش   

این تفاوت ممکن است مربـوط  . ]10[اند انسان نیز مشاهده شده

اي به جایگاه اثر بازگشتی مثبت استرادیول باشد که درناحیه پایـه 

  .وجود دارند ]7[ها و پریمات ]6[ـ میانی هیپوتالاموس گوسفند 

در میش درست پیش از افزایش ناگهـانی هورمـون لوتئینـه    

که نشان دهنده  ]18[یابد افزایش می 1ـمیزان بیان کیسکننده،

پپتـین در اثـر بازگشـتی مثبـت     هاي کـیس نقش احتمالی نورون

و  ]1[برداري گوسفند همانند جوندگان، تخمدان. استرادیول است

 1، بیان ژن کیس]24[ها یا مهار چرخه تخمدانی در زنان پریمات

پپتـین  هاي کیسبنابراین، نورون. کنددر هسته کمانی را زیاد می

گـري  ممکن است اثر بازگشتی منفی استروییدها را نیـز میـانجی  

  .]15[کنند 

پپتین به عنـوان رابـط احتمـالی    در مورد نقش احتمالی کیس

هـاي کمـی   مطالعه هورمون آزاد کننده گونادوتروپینژن و استرو

هـاي اسـتروژن   ترین کنشیکی از شناخته شده. انجام شده است

مطالعه حاضر بر این فرض . ]5[در مغز است  10تحریک ژن فاس

بینایی پپتین در ناحیه پیشهاي کیساستوار شده است که نورون

هـدف مطالعـه حاضـر مشـخص     . با ژن فاس همپوشـانی دارنـد  

پپتین در انتقـال اثـرات اسـتروژن بـر     نمودن نقش میانجی کیس

بینایی هاي هورمون آزاد کننده گونادوتروپین در ناحیه پیشنورون

  .تمغز گوسفند اس

  

  هامواد و روش

 5/2کیلـوگرم و سـن    55شش راس میش بـا وزن تقریبـی   

گیـري، در ایسـتگاه علـوم دامـی دانشـکده      سال، در فصل جفت

بـراي حـذف اثـرات    . کشاورزي دانشـگاه شـیراز انتخـاب شـدند    
  

  

10. Fos gene
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-هفته پیش از شروع مطالعه تخمدان 3ها از تخمدان همه میش

طور تصادفی انتخاب  میش گروه تیمار که به 3به . برداري شدند

شرکت سیگما، سنت (گرم استرادیول بنزوات میلی 50شده بودند 

لیتـر روغـن گـل    میلـی  1در ) لوئیس، میسوري، ایـالات متحـده  

به . گردان به ازاي هر میش به صورت عضلانی تزریق شدآفتاب

لیتـر محلـول نمکـی اتانولیـک بـه      میلـی  1میش گروه شاهد  3

  .صورت عضلانی تزریق شد

سـدیم   تزریـق بـا   هامیشبلافاصله بعد از تزریق استرادیول 

در ي آنهـا  شدند و سـرها  کشته در سرخرگ کاروتید پنتوباربیتال

داراي ) pH=4/7(مـولار   1/0در بافر فسـفات   %4 یداپارافرمالده

-بافت ناحیـه پـیش  . پرفیوژ شدند) لیترواحد بر میلی 10(هپارین 

شـرح داده   ]29[مکـاران  بینایی با روشی که توسط اسـمیت و ه 

پـس از بیـرون آوردن    .سازي شدندآوري و آمادهشده است، جمع

قـرار  % 30بینایی جدا شده و در محلول سوکروز مغز، ناحیه پیش

 میکرومتر 40با ضخامت  هاي کورونال یخ زده،هقطع. داده شدند

درجـه سـانتیگراد، در محلـول     -20 دمـاي  در برش داده شدند و

بـراي   .شـدند  نگهـداري  زدگـی ز یـخ داراي ماده حفاظت کننده ا

 05/0هـاي بافـت بـا محلـول     بررسی ایمیونوهیستوشیمی، قطعه

. دقیقه شسته شدند 10مولار فسفات بافر سالین دو بار و به مدت 

دقیقـه قـرار    20به مدت % 1ها در سدیم بروهیدرات سپس قطعه

پـس از  . داده شدند و در محلول فسفات بافر سالین شسته شـدند 

به مدت % 50ها در محلول پراکسید هیدروژن و متانول هآن، قطع

دقیقه قرار داده شدند و سپس در محلول فسفات بافر سـالین   20

پس از انکوباسیون به وسـیله سـرم بلـوك کننـده،     . شسته شدند

شـرکت سـانتاکروز،   ) (بـر علیـه خرگـوش   (بادي اولیه فاس آنتی

روز در  3مـدت  اضـافه و بـه   ) 1:250) (کالیفرنیا، ایالات متحـده 

سـپس در در محلـول   . درجه سـانتیگراد قـرار داده شـد    4دماي 

دار بز بادي ثانویه بیوتینفسفات بافر سالین شسته شدند و با آنتی

شرکت وکتور لابوریتوریز، تمکـولا، کالیفرنیـا،   (بر علیه خرگوش 

دقیقـه انکوبـه شـدند و بـا      60به مـدت  ) 1:250) (ایالات متحده

براي پدیـدار شـدن ژن   . ر سالین شسته شدندمحلول فسفات باف

پس از انکوباسـیون  . استفاده شد 1آمینوبنزیدینفاس از نیکل دي

شـرکت  (پپتـین  بـادي کـیس  به وسیله سرم بلـوك کننـده آنتـی   

ــالات متحــده  ــا، ای ــت، کالیفرنی ــونیکس فارماکوتیکــالز، بلمون ) ف

در اتاق نگهداري و سـپس بـا محلـول فسـفات بـافر      ) 1:1500(

بـادي ثانویـه بیـوتین دار بـز     قطعات با آنتـی . ن شسته شدندسالی

دقیقه انکوبه شدند و  60به مدت ) 1:250(برعلیه خرگوش وکتور 

بـراي پدیـدار شـدن    . با محلول فسفات بافر سالین شسته شـدند 

آمینوبنزیدین استفاده شد و نمونه ها با محلول کیس پپتین از دي

ــافر ســالین شستشــو شــدند  ــه پــیشدر ن. فســفات ب ــایی احی بین

هاي فاس و پپتین، شمار ژنهاي کیسهیپوتالاموس شمار نورون

پپتین که با ژن فاس همپوشـانی داشـتند   هاي کیسشمار نورون

اي هاي دو قطبی قهوهپپتین به صورت نورونکیس .تعیین شدند

هاي مشـکی و هـم   رنگ بدون هسته تاریک، ژن فاس با هسته

هـاي دو قطبـی   س به صورت نورونپپتین و ژن فاپوشانی کیس

هـاي مشـکی و بـا اسـتفاده از     اي رنـگ همـراه بـا هسـته    قهوه

تفـاوت   ).1شکل (میکروسکوپ نوري مشخص و شمارش شدند 

پپتین و ژن فاس، هر کدام هاي داراي کیستعداد و درصد نورون

به تنهایی و نیز به صورت همپوشانی، در دو گروه شاهد و درمان 

 SPSSافـزار  نـرم (اي آنالیز شـد  آزمون تی دو نمونهبا استفاده از 

 ≥05/0P). تحت ویندوز، شیکاگو، ایلینویز، ایالات متحـده  5/11

  .دار در نظر گرفته شدبه عنوان سطح معنی

  یافته ها

-پپتین را در ناحیـه پـیش  کیسبیان تزریق استرادیول میزان 
  

  

1. Ni-Diaminobenzidine

پپتـین و ژن فـاس   پپتین، ژن فاس و همپوشانی کیسنشان دهنده بیان کیس) انحراف معیار ±میانگین (هاي نورون تاثیر تزریق عضلانی استرادیول بنزوات بر تعداد -1جدول 

  بینایی مغز میشدر ناحیه پیش

  هايتعداد نورون  گروه

پپتین و ژن فاسهمپوشانی کیس  ژن فاس  پپتینکیس

٭ 0/16 ± 0/1261/3 ± 0/7٭ n(51/3 ± 33/18=3(استرادیول بنزوات 

٭ 33/0 ± 0/158/0 ± 0/1٭ n(  52/1 ± 67/1=3(شاهد 

  .دهددر هر ستون را نشان می) ≥05/0P(دار وجود تفاوت معنی٭
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؛ 1دول ج(بینایی مغز میش در مقایسه با گروه شاهد افزایش داد 

005/0=P .(     تزریق استرادیول تاثیري بـر میـزان بیـان فـاس در

بینایی مغز میش در مقایسه بـا گـروه شـاهد نداشـت     ناحیه پیش

 بیـان  تزریق استرادیول میـزان همپوشـانی  ). P=09/0؛ 1جدول (

بینایی مغز میش در مقایسـه  پپتین و فاس را در ناحیه پیشکیس

). P=01/0؛ 1و شـکل   1ول جـد (با گروه شـاهد را افـزایش داد   

 9/86دهد که بلافاصله بعـد از تزریـق اسـتروژن    نتایج نشان می

بینـایی  پپتین با ژن فاس در ناحیـه پـیش  هاي کیسدرصد نورون

درصـد   1/11داري با مقـدار  کنند که اختلاف معنیهمپوشانی می

  ).P=01/0(در گروه کنترل داشت 

  بحث

ناحیـه  اسـترادیول در   دهد کـه نتایج مطالعه حاضر نشان می

پپتـین بـه   اثرات بازگشتی مثبت خـود را از راه کـیس   بیناییپیش

کند چـون  منقل می هورمون آزاد کننده گونادوتروپینهاي نورون

پپتین و ژن فاس در گروه تیمار بیشـتر از  میزان همپوشانی کیس

در ایـن مطالعـه نشـان داده شـد کـه میـزان       . گروه شـاهد بـود  

پتین و فاس در هسـته کمـانی بیشـتر از گـروه     پهمپوشانی کیس

هر چنـد هسـته کمـانی مرکـز آزادسـازي ناگهـانی       . شاهد است

نیســت ولــی شــمار فــراوان  هورمــون آزاد کننــده گونــادوتروپین

گیري و در پپتین در زمان بلوغ و در فصل جفتهاي کیسنورون

ریـزي، نقـش آن را بـه    زمان آزادسازي ناگهانی پیش از تخمـک 

ــوان ــورون   عن ــلی ن ــرك اص ــاي مح ــده  ه ــون آزاد کنن هورم

  .دهدنشان می گونادوتروپین

انـد کـه   اخیراً آزمـایش مشـابهی انجـام شـده و نشـان داده     

استرادیول در انتهاي فاز فولیکولی تاثیري بر میـزان همپوشـانی   

که بـا نتـایج    ]29[بینایی ندارد پپتین و فاس در ناحیه پیشکیس

تحقیق کنونی مطابقت ندارد که ممکن است به سبب تفـاوت در  

از آنجـا  . بادي و سایر تغییرات در روش آزمایش باشدغلظت آنتی

پپتـین در ناحیـه   که نشان داده شده که تزریق آنتاگونیست کیس

بینایی مانع از آزادسازي ناگهانی هورمون لوتئینه کننده شده پیش

و در مطالعه کنونی ثابت شده است که استرادیول سبب  ]2[است 

بینایی در مقایسه با پپتین در ناحیه پیشافزایش میزان بیان کیس

پپتینی که توان نتیجه گرفت که کیسگروه شاهد شده است، می

شـود اثـرات بازگشـتی مثبـت     مـی   بینـایی تولیـد   از ناحیه پیش

اســترادیول بــر آزادســازي ناگهــانی هورمــون لوتئینــه کننــده را 

  . کندگري میمیانجی

نتایج مطالعه حاضر با مطالعه محققین پیشین هماهنگی دارد 

سـبب افـزایش   چون آنان نشان دادند که در مـوش، اسـترادیول   

-هاي پـیش پپتین و فاس در ناحیه هستهمیزان همپوشانی کیس

یـه  روشـن اسـت کـه درناح   . ]2[شـود  بطنی جلویی ـ شکمی می 

بطنــی جلــویی ـ شــکمی مــوش صــحرایی،   هــاي پــیشهســته

استرادیول سبب آزادسازي ناگهانی هورمون لوتئینه کننـده از راه  

در گوسـفند، جمعیـت فراوانـی از    . شـود هاي میانجی مـی نورون

-پپتین در هسته کمانی واقع شده است و شمار کمی کیسکیس

  . ]29[بینایی مشاهده شده است پپتین در ناحیه پیش

هـاي  بینـایی یافتـه  پپتین در ناحیه پـیش در مورد نقش کیس

ثابـت شـده اسـت کـه اسـترادیول اثـر       . کمی در دسترس اسـت 

دارد  هورمـون آزاد کننـده گونـادوتروپین   هاي تحریکی بر نورون

هاي آلفا استرادیول که در آزادسازي ود گیرندهاز سویی وج. ]25[

بنـابراین  . ناگهانی هورمون لوتئینه کننده موثرند ثابت نشده است

باشند که بـا بیـان رسـپتور آلفـا      هایی بایستی وجود داشتهنورون

بازگشـتی مثبـت اسـترادیول بـر      استرادیول سبب انتقـال اثـرات  

 .بشـــوند هورمـــون آزاد کننـــده گونـــادوتروپینهـــاي نـــورون

در  کـه )  Y )Neuropeptide Yنوروپپتیدهایی چـون نوروپپتیـد   

در افزایش ترشح هورمون لوتئینه کننده موثرنـد، تنهـا در صـد    

نتایج مطالعه . کنندهاي آلفا استرادیول را بیان میکمی از گیرنده

پپتین محرك و رابط مهـم اثـرات   کند که کیسحاضر ثابت می

هورمـون آزاد کننـده   هـاي  ر نورونبازگشتی مثبت استرادیول ب

بـا ژن   )رنـگ خاکسـتري  ( پپتینهاي کیسهاي از همپوشانی نوروننمونه -1شکل 

هاي پیکان(میش بینایی مغز بعد از تزریق استرادیول در ناحیه پیش) رنگ سیاه(فاس 

.میکرومتر است 100، شاخص )سفید رنگ
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هورمون آزاد کننـده  هاي است؛ چون وجود نورون گونادوتروپین

بینایی روشـن اسـت و صـد درصـد     در ناحیه پیش گونادوتروپین

. ]10[شـوند  پپتین بیـان مـی  هاي آلفا استرادیول با کیسگیرنده

دهد که نتیجه گیري نهایی از مطالعه حاضر به روشنی نشان می

پپتین میانجی مهمی در انتقال اثرات بازگشتی هاي کیسنورون

هورمون آزاد کننده گونـادوتروپین   هايمثبت استروژن به نورون

.باشندبینایی مغز گوسفند میدر ناحیه پیش
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