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 به منظور تهيه مدل C6 با سلولهاي آستروسايت ECV304بررسي کشت توأم سلولهاي 

   در بيوفارماسي سلولي in vitro مغزي براي تحقيقات‐سلولي سد خوني
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Abstract: Drug targeting to the brain is one of the most challenging areas of biopharmaceutical investigations due 
to the presence of the blood-brain barrier (BBB). Up until now, no cell culture models were shown to represent a 
well-characterized in vitro BBB model to be utilized for drug delivery and targeting to the brain. Cell lines derived 
from brain endothelium lack the ability to generate a restrictive barrier function despite possessing some 
characteristics of BBB such as carrier-mediated transporters. Among cell lines used as in vitro cell-based BBB 
models, we aimed to evaluate the most studied cell line (ECV304 cell line) for its bioelectrical properties and 
permeability characteristics upon treatments with astrocytic factors (using rat glioma C6 cells) in the absence or 
presence of various modulators including extra-cellular matrix and some other tight junction modulators (i.e, cAMP 
elevators, retinoic acid, dexamethasone, and γ-linolenic acid). Significant (p<0.05) increase in trans-endothelial 
electrical resistance (TEER) values was only observed for ECV304 cells cocultured with astrocytes and treated with 
cAMP elevators (110 Ω.cm2), however such TEER is not comparable to that of in vivo (1500-2000 Ω.cm2). 
ECV304 cells cocultured with astrocytes and treated with cAMP elevators displayed the highest discrimination for 
permeability coefficients of trans-cellular marker propranolol (25×10-6 cm/sec) and para-cellular marker sucrose 
(11.3×10-6 cm/sec). The permeability coefficient ratio of propranolol over sucrose was 2 which is much lower than 
that of primarily isolated porcine brain microvascular endothelial cells. ECV304 cells failed to generate restrictive 
para-cellular barrier, thus it is not suggested to be used as an in vitro BBB model for drug screening although its 
usefulness has been shown for carrier-mediated transport studies.  
Keywords: Blood-brain barrier (BBB), Cell Models, Cellular Biopharmaceutics, Cellular Uptake, ECV304. 

از اين تحقيق بررسي ما هدف . مغزي يکي از مشکل ترين چالش هاي دارو سازي به شمار مي آيد‐ جود سد خونيدارورساني به مغز به علت و: چكيده

 .مي باشد) شامل عبور بين سلولي دارو( کاربرد در آزمايشات پايه بيوفارماسي سلولي  جهتمغزي‐  به عنوان سد خونيECV304 سلولهاي  قابليت

علاوه بر بررسي هاي مورفولوژيک .  مورد استفاده قرار گرفتC6  آستروسايتيبا سلولها و يا کشت توأم  به صورت تنهاECV304سلولهاي سرطاني 

 مارکرهاي دو تکنيک رايج يعني اندازه گيري مقاومت الكتريكي بين سلولي و ميزان نفوذ پذيري نسبت به ،سلولهاي کشت شده بر روي غشاءهاي فيلتري

يعني  فاکتورهاي آستروسايتي و مواد شيميايي ماتريكس خارج سلولي، شامل(اثر فاکتورهاي متعددي . رفته شددرون سلولي و بين سلولي به کار گ

 Tight) اتصالات محكم بين سلولي بر روند ايجاد) cAMPدگزامتازون و اسيد بوتيريک و همين طوراسيد گاما لينولنيک و نيز افزايش دهنده هاي 
junction)شت توأم سلول هاي کز بين اين فاکتورها، ا. سلولها بررسي شد  درECV304 آستروسايت  با سلولهايC6 افزايش دهنده هاي  همراه با

cAMP ولي با اين وجود چنين مقاومت الکتريکي با مقاومت الکتريکي ). متر مربع  سانتيدر اهم ١١٠( به طور معني داري مقاومت الکتريکي را افزايش داد

 نشان دار، سلول هاي مارکرهاياز نظر نفوذپذيري نسبت به . قابل مقايسه نيست)  اهم در سانتنيمتر مربع١٥٠٠ ‐ ٢٠٠٠(نسان مغزي ا‐بين سلولي سد خوني

ECV304آستروسايت كشت شده توأم با سلولهاي  C6 افزايش دهنده هاي  در حضورcAMP ١٠‐٦( نفوذپذيري درون سلولي نسبت به پروپرانولول× 

پروپرانولول بر سوكروز در اين  نسبت نفوذپذيري. را نشان دادند)  سانتي متر بر ثانيه٣/١١×١٠‐٦(سوكروز  نسبت به و بين سلولي)  سانتي متر بر ثانيه٢٥

.  مي باشد رقم قابل توجهي نيست۶ بود كه در مقايسه با چنين نسبتي در سلولهاي اندوتليال جدا شده ازمويرگهاي مغز خوک که در حدود ۲مدل حدود 

مغزي پيشنهاد نمي شود اگرچه اين ‐براي بررسي عبور بين سلولي داروها از سد خونيمناسب  به عنوان يک مدل ECV304سلولهاي ن استفاده از بنابراي

 .مدل مي تواند در مطالعات عبورميان سلولي داروها از طريق حاملهاي غشاء سلولي به كار گرفته شود
  .ECV304 ، جذب سلولي،وفارماسي سلولي بي، مدل سلولي،مغزي‐سد خوني: گانه گل واژ

دانشکده داروسازی دانشگاه علوم دكتر يداله اميدي ، استاديار : نويسنده مسئول

 ۳۳۴۴۷۹۸: ؛ نمابر۳۳۹۲۵۹۱: ، تلفنزيپزشکی تبر
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  مقدمه

، که به وسيله )blood-brain barrier(مغزي ‐سد خوني 

سلول هاي اندوتليال مويرگ هاي قشر مخ با ايجاد اتصالات 

ولي سيستم اعصاب مرکزي را حفاظت ـن سلــحكم بيـم

 به بافت مغز به صورت  عبور مواد سيار درخون رامي كند،

به دليل وجود چنين . کاملا انتخابي امکان پذير مي سازد

ه مغز يکي از اساسي ترين ـسدي، امروزه دارورساني ب

 .)۱(چالش هاي داروسازي و هدف درماني تلقي مي شود 

براي شناخت بيشتر و بهتر از اين سد و تأثير آن در هدف 

 تاکنون گام هاي (brain drug targeting)درماني مغزي 

مختلفي به منظور فراهم ساختن سازکارهاي عملي برداشته 

از جمله اين راه کارها مي توان به استفاده از . شده است

اي مدل هاي سلولي اشاره کرد، در واقع استفاده از مدل ه

) ه ويژه مدل هاي سلولي سدهاي بيولوژيكــــب(سلولي 

مولكولي ‐مي تواند در پيشبرد اهداف بيوفارماسي سلولي

ا ـراي نهايتـهتر بـر باشد و يك شناخت و درك بـؤثـم

ك مدل سلولي ـ تهيه ي اساساً.راهم آوردـاني فـهدف درم

مغزي ضروري است زيرا ‐ براي سد خوني in vitroمناسب

فاده از آن مي توان تأثير داروهاي مختلف را در با است

ساختار اين سد از يك سو و در سيستم اعصاب مركزي از 

دل سلولي مي تواند ـاصولا يک م. سوي ديگر بررسي كرد

اي اوليه و يا از ـده از بافت هـدا شـول هاي جـلـاز س

 که به (immortalized)مداوم  سلول هاي با قابليت تکثير

متأسفانه، . ي قابل دسترس هستند تهيه شودارـصورت تج

مغزي ‐دل سلولي سد خونيـاده از مـيت استفـعليرغم اهم

دل مطلوب سلولي اين ـو انجام تحقيقات فراوان، هنوز م

 in vivoسد كه در بر گيرنده خصو صيات آن در ساختار 

را ـاله اي که اخيـه مقـ ارايه نشده است، براي مرور بباشد

 فت ها و محدوديت هاي مدل هاي سلوليدر زمينه پيشر

  .)٢(ده است مراجعه شود ـ ارايه شمغزي‐سد خوني

سلولهاي اندوتليال مويرگهاي قشر مخ با قابليت اساسا 

تکثيرمداوم از گونه هاي مختلف جانوري با استفاده از 

ليست مدل هاي . تکنيک هاي مختلف تهيه شده است

 مغزي و نيز تکنيک هاي تهيه اين ‐ولي سد خونيـــسل

 اخيرا ما  در اين راستا. ارايه شده است۱مدل ها در جدول 

 b.End3ق جامع، سلول هاي با تكثير مداوم ـدر يک تحقي

دلي مناسب براي تحقيقات پايه و کاربردي در ـرا به عنوان م

ق ـريـا از طـولي داروهـان سلـمي العات عبورـزمينه مط

  b.End3يسلولها. هاي غشاء سلولي معرفي کرديم حامل

دوتليال مويرگ هاي ـاناي ـول هـلـرفته از سـشأ گـنـم

وده که با استفاده از تکنيک ـش بوـ مخـر مـشـق

)Polyoma middle T oncogene (هاي با  به سلول

ده ـاد شـدر مطالعه ي. مداوم تغيير يافته اند ثيرـليت تکـقاب

 قادر به ايجاد يک b.End3ا نشان داديم که سلول هاي ـم

لايه با مقاومت الکتريکي و نفوذپذيري بين سلولي مناسب 

د اين مدل سلولي در برگيرنده نيستند ولي با اين وجو

‐ خصوصيات مورفولوژيکي و سيتومولکولي سد خوني

دل مناسب به ويژه در ـمغزي است و مي تواند به عنوان م

هاي غشاء سلولي سد خوني مغزي  مطالعات مرتبط با حامل

هاي اسيدهاي آمينه، حامل گلوكز و پمپ  لـيل حامـاز قب

P-glycoprotein (P-gp)در  .)۳(د ن شو به كار گرفته

هاي   ما بر آن شديم تا قابليت سلول حاضرتحقيق

ECV304فاده در ـ براي تهيه يك مدل سلولي جهت است

دا تصور بر اين بود ـدر ابت. ررسي نماييمـب دارويي تحقيقات

دوتليال از منشأ بند ـوع انـن  ازECV304اي  هکه سلول

ي که با انجام ـند در صورتــ هست(umbilical cord)ناف 

هاي دقيق ژنتيکي مشخص گرديد اين سلول ها بررسي 

ثانه ـهاي سرطاني اپيتليال کيسه م قرابت ژنتيکي با سلول

(T24 cells) دارند، به عبارت بهتر در برگيرنده 

. )۴(اپيتليالي به صورت توأم هستند ‐خصوصيات اندوتليالي

ان يک مدل سد ون قابليت اين سلول ها به عنوـاکنـت

اي مختلفي بررسي شده است، ـزي از زوايـمغ‐يــخون

ربوطه مراجعه ـابع مـه منـالعه و جزييات بيشتر بـبراي مط

  .)۷‐۵(شود 

شامل (اهداف اين تحقيق بررسي اثرات فاکتورهاي مختلفي 

فاکتورهاي آستروسايتي و مواد شيميايي، يعني دگزامتازون و 

بر تسريع ) لينولنيک‐اسيد گاما اسيد بوتيريک و همينطور

 محكم بين سلولي در سلول هاي روند تشکيل اتصالات

ECV304 کشت شده به صورت تنها و يا به صورت کشت 
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هاي  سلول.  مي باشد(C6) با سلولهاي آستروسايت توأم

 ول هاي گليال رتــلـه از ســ برگرفتC6آستروسايت 

(Rat glioma C6 cells)براي رسيدن به .  مي باشند

اءهاي بر روي غشاهداف مذکور از تکنيک کشت سلولي 

بررسي هاي مورفولوژيک، . فيلتري و پلاستيکي استفاده شد

آزمايشات اندازه گيري مقاومت الكتريكي بين سلولي و 

 بين سلولي و ميان مارکرهايميزان نفوذ پذيري نسبت به 

   .سلولي استفاده شد

  

  مواد و روش کار

  مواد

 Dulbecco's)محيط کشت :  محيط کشت و اجزاء آن

Modified Eagle’s Medium) DMEM 25 شامل mM 

HEPES محيط کشت ،M199 ، Trypsin-EDTA ،

رارت ــا حــده بــال شــعــر فـيــرم گاوي غــس

(Heat-inactivated bovine serum)رم گاوي ــ، س

FBS (Foetal Bovine Serum) پنيسيلين جي و ،

) Invitrogen(استرپتومايسين همه ازکارخانه اينويتروژن 

 از Rat-tail collagen type I .تهيه شد) انگلستان(

 and 75 25)؛ فلاسکها )انگلستان) (Roche(کارخانه رش 

T-flask)و غشاء هاي فيلتري (Transwell-ClearTM 

filter inserts, pore size 0.4µm, surface area 

0.3318 cm2) و Cellagen diskTM از کارخانه کورنينگ 

  ).گلستانان ((Corning Costar)کوستار 

يل ـبــق  از:)Modulatores(ا ــنده هــنــظيم کــنــ ت

د گاما ــيــيک، دگزامتازون، اسـوئــنــيــيد رتــاس

-CPT-cAMP (Cyclic AMP analogue: 8 لينولنيک و

(4-chlorophenylthio)-adenosine 3′, 5′-cyclic 

monophosphate) آلدريش –همه از کارخانه سيگما

 و Ro20-1724هار کننده فسفو دي استراز ؛ م)انگلستان(

Forskolin از کارخانه کالبيوشيم )Calbiochem (

  ).انگلستان(

 propranolol [3H](ان دار ــشــــول نــولـــرانــروپــپ

hydrochloride ( و سوکروز نشان دار)[14C] sucrose (

 تهيه) انگلستان (Amersham Life Scienceاز کارخانه 

 هــانــارخــ از ک™OptiPhase HiSafe3. دــــش

Fisher Scientific Chemicals) تهيه شد) انگلستان. 

 از بانک C6 و ECV304سلولهاي : (Cell lines)سلول ها 

  . از انگلستان خريداري شد(ECACC)سلولي اروپا 

  

  کشت سلولي

:  از اجزاء زير استفاده شدECV304 سلولهاي براي کشت

 ميکروگرم ۱۰۰(يسيلين جي  شامل پنM199محيط کشت 

)  ميکروگرم بر ميلي ليتر۱۰۰(، استرپتومايسين )بر ميلي ليتر

، و براي %)۱۰(سرم گاوي غير فعال شده با حرارت و 

محيط :  اجزاء زير به کار برده شدC6کشت سلول هاي 

 ميکروگرم بر ۱۰۰( شامل پنيسيلين جي DMEMکشت 

 و) م بر ميلي ليتر ميکروگر۱۰۰(، استرپتومايسين )ميلي ليتر

  %).FBS) ۱۰سرم گاوي 

  مدل هاي مختلف سلولي و نحوه کشت سلولي را۱شکل 

 و ECV304 سلولهاي .به صورت شماتيكي نشان مي دهد

C6هاي جداگانه پلاستيکي کشت داده   ابتدا در فلاسک

ه صورت تنها ـ بECV304اي ـه لولـسپس س. شدند

در .  شدندو يا به صورت توأم كشت داده) A ۱شکل (

 كه با استفاده از نسبت ECV304هاي   سلول،كشت توأم

محيط کشت معمول خود و محيط کشت (يك به يك 

كشت ) C6هاي آستروسايت  حاصل شده ازکشت سلول

شايان ). B ۱شکل ( ناميده شد ACM؛ اين مدل ندداده شد

ذكر است كه محيط کشت حاصل شده ازکشت سلولهاي 

 حاوي (Astrocyte -Conditioned Mediaآستروسايت 

فاكتورهاي آستروسايتي است و اعتقاد بر اين است كه 

فاكتورهاي آستروسايتي تنظيم كننده برخي خصوصيات در 

دل بعدي كه ـدر دو م. ال هستندـدوتليـهاي ان سلول

ا ــوأم بــورت تـه صــــ بECV304هاي  لولــس

 كشت C6 (Astrocyte Co-Culture)اي ــول هــلـــس

 بر روي ECV304در يك روند، سلول هاي . اده شدندد

 بر C6 و سلول هاي (Apical side)غشاءهاي فيلتري 

 كشت (Basal side)روي سطوح پلاستيکي ظروف کشت 

در روند ). C۱شکل ( ناميده شد ACCداده شدند؛ اين مدل 

  بر روي غشاءهاي فيلتري وECV304لول هاي ـدوم، س
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زيرين فيلترکشت داده  درروي سطح C6ول هاي ـلـس

  ).D ۱شکل ( ناميده شد ACC-Dشدند مدل به نام 

 سه روز C6ايشات کشت توأم، سلول هاي ـليه آزمـدر ک

 کشت داده شدند تا به رشد ECV304قبل از سلول هاي 

 سپس محيط کشت حاصل شده ازکشت ،کامل خود برسند

محيط ( ساعت جمع آوري ۲۴سلولهاي آستروسايت در هر 

 به ACMو در مدل ) ه نيز جايگزين مي شدكشت تاز

نسبت يك به يك با محيط كشت معمول سلولهاي 

ECV304کليه مراحل کشت .  مورد استفاده واقع شد

% ٥ول ها در انکوباتورهاي اشباع از رطوبت همراه با ـسل

  . هوا انجام شد% ٩٥گاز دي اکسيد کربن و 

  

 مختلف در نفوذ پذيري فاکتورهايبررسي اثر 

   سلوليمدل

اثر فاکتورهاي مختلفي درروند تشکيل اتصالات محكم 

سلولي و به تبع آن نفوذ پذيري سلول هاي کشت داده شده 

از جمله اين فاکتورها مي توان به . مورد ارزيابي قرار گرفت

اثر سلول هاي آستروسايتي، ماتريکس خارج سلولي و 

  .تنظيم کننده هاي شيميايي اشاره کرد

ضيح داده شد براي بررسي اثرسلول هاي همان طور كه تو

کشت سلول هاي : آستروسايت از دوروش استفاده شد

ECV304 با استفاده از محيط کشت حاصل شده ازکشت 

  ACMعني استفاده از مدلــروسايت يـهاي آست سلول

 C6وأم با سلول هاي ـاده از کشت تــ؛ و استف)B۱شکل (

د ــم شاــ انج (ACC, ACC-D)ه دو روشـه بـــک

  ). D۱ و C۱شکل هاي (

کس خارج ــريــاتــر مـــي اثـررسـراي بـــب

ري ــتـيلــغشاءهاي ف،  (extra-cellular matrix)وليـلــس

ا ـــده بــــش داده شــروكورت ــه صـــا بـي

 و يا روكش داده نشده (rat-tail collagen coated)لاژنـک

(uncoated)راي روكش دادن ب.  مورد استفاده قرارگرفتند

کلاژن در اسيد استيک  % ۲/۰غشاءهاي فيلتري از محلول 

 ميکرو گرم بر سانتي متر مربع سطوح کشت ۵به ميزان 

براي ارزيابي اثرات تنظيم کننده هاي شيميايي  .شداستفاده 

اتصالات محكم سلولي، اين فاکتورها در حالت رشد کامل 

يك لايه سلولي در وضعيت رشد كامل سلولها به صورت 

به صورت تنها يا توأم به محيط ) confluenty(سلولي كامل 

 اسيد رتينوييک باين ترتيب که. کشت سلول ها اضافه شد

، و اسيد ) ميکرو مولار۳۰(دگزامتازون )  ميکرو مولار۵/۲(

به صورت تنها؛ )  ميکروگرم بر ميلي ليتر۵۰(گاما لينولنيک 

 CPT-cAMP،  يعنيcAMPده هاي ـنـنـم کـيـظـنـولي ت

) ميکرو مولار ۲۰( Ro20-1724و ) ميکرو مولار ۲۵۰(

به صورت توأم يعني ) ميکرو مولار Forskolin )۵۰و

CPT-cAMP با Ro20-1724 يا CPT-cAMP با 

Forskolinاستفاده شدند . 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

نحوه مغزي و ‐نمايش شماتيكي مدل هاي سلولي سد خوني: ١ نمودار

، )A(ها ـنـ به صورت تECV304سلول هاي  . ECV304سلولهاي کشت 

روسايتي ـتـه آسـتـافـر يـيـيـغـيا با استفاده از محيط کشت ت

(Astrocyte Conditioned-Media,(ACM)) B) (وأمـه صورت تـا بـو ي 

(Astrocyte Co-Culture, (ACC))بر روي   با سلولهاي آستروسايت

رشد يافته بر روي سطوح  C6سلول هاي  به همراه غشاءهاي فيلتري

 کشت (D) و يا بر روي سطح زيرين فيلتر(C)پلاستيکي ظروف کشت 

  .داده شدند
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اندازه گيري مقاومت الکتريکي و نفوذ پذيري بين 

  سلولي

بر  ECV304مقاومت الکتريکي سلول هاي کشت شده 

روي غشاءهاي فيلتري از روز سوم تا روز هشتم به وسيله 

EndohmTM electrodeاخت کارخانه سWorld 

Precision Instrument) اندازه گيري شد) امريکا.  

 با استفاده از ECV304نفوذپذيري سلول هاي کشت شده 

و درون ) ١٤ [C]سوکروز(بين سلولي هاي نشاندارمارکر

هفتم، که ششم و يا  در روز )۳ [H]پروپرانولول(سلولي 

 شانـود نـسلول ها حداکثر مقاومت الکتريکي را از خ

 ٢٠دت ـور، سلول ها به مـبراي اين منظ. دادند، انجام شد

 درجه سانتي گراد ٣٧دقيقه با محيط کشت بدون سرم در 

ميلي ليتر از  رـوري بـيکرو کـ م٥/٠ سپس ،انکوبه شدند

) apical side(ش فوقاني ـه بخـا بـرهـيک از مارک رـه

شايان . دـاضافه ش روي فيلتر  بردهـول هاي کشت شـلـس

 برابر با ١٤]C[کوري از سوکروز و ميکر٥/٠ر است که ذک

ي که ـمي باشد؛ در حال)  مگابکرل٠١٨/٠( نانومول ٨٨/٠

 ٠١٩/٠  برابر با٣ ]H[ ميکروکوري از پروپرانولول ٥/٠

 که اين اختلاف به دليل است)  مگابکرل٠١٨/٠(نانومول 

در اين آزمايش  اي نشان دار بوده وـژه مارکرهـاليت ويـفع

 .شدو مقدار مساوي از نظر فعاليت راديو اکتيوي استفاده از د

ه انجام شد و نمونه ـ دقيق٩٠ه مدت معين يعني ـايش بـآزم

قه ـ دقي٩٠ و ٧٥، ٦٠، ٤٥، ٣٠، ١٥ان هاي ــرداري در زمـب

ونه ـان از نمـر زمـبراي نمونه برداري در ه. انجام شد

 انيــمحيط کشت قسمت تحت از  ميکروليتر١٠٠برداري 

)basal (ا به ـاز محيط کشت هم دم برداشت و همان مقدار

 ميلي ليتر از ٣سپس نمونه ها با . همان قسمت اضافه شد

اليت ـزان فعـيمخلوط و م ™OptiPhase-HiSafe3محلول

 liquid scintillationوسط دستگاه ـا تـآن هو اكتيوي ـرادي

countingارخانه ـ ساخت کPerkin-Elmer Life 

Sciences) ([با استفاده از يک کانال دو تايي ) امريکاC[١٤ 

  . خوانده شد) H[۳[و 

 )سانتي متر بر ثانيه (ب نفوذ پذيريـاسبه ضريـراي محـب

  .اده شدـفـ است۱ادله ـاز معولي ـبين سلولي و درون سل

  

dCAP: ١معادله  
dt

dM ..=  

  

نشان دهنده مقدار تجمعي ماده عبور  M، در اين معادله

 Pاز قسمت فوقاني فيلتر به بخش تحتاني، ) نانو مول(يافته 

 A، )سانتي متر بر ثانيه (بين سلولي ضريب نفوذ پذيري

 غلظت Cd، )سانتي متر مربع(سطح لايه سلولي روي غشاء 

ماده مورد آزمايش در ) نانو مول برسانتي متر مکعب(

  .است) ثانيه( زمان tقسمت فوقاني فيلتر و 

  

  هاآناليز داده 

 MiniTab13 آناليز آماري داده ها با استفاده از نرم افزار

داده هاي مورد بحث در اين مطالعه حاصل . انجام گرفت

در کليه آزمايشات براي . چهار بار تكرار آزمايشات است

اظ ـحـل ۰ /۰۵تر از ــمـ کpمعني دار بودن نتايج، ميزان 

  .شده است

  

  نتايج

 ECV304سلول ها ي تصويرميکروسکوپ نوري لايه هاي 

  . ديده مي شودB۲ و A۲ به ترتيب در شكل هاي C6و 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

  

 ECV304خصوصيات مورفولوژيک سلول هاي كشت شده  : ٢ نمودار

بر روي غشاء هاي فيلتري و پلاستيكي با استفاده از تصاوير حاصل از 

به  C6و  ECV304لايه هاي سلولي کشت شده .  ميكروسكوپ نوري

در حالي كه شكل هاي .  ديده مي شودB ۲ و A ۲شكل هاي در ترتيب 

C ۲ و D ۲به ترتيب برش هاي عرضي لايه هاي سلولي  ECV304 

کشت داده شده بر روي فيلترهاي کشت سلولي به صورت تنها ويا 

  . مي دهند را نشانC6همراه با سلول هاي 

  

C

Membrane

ECV304 cells D

C6 cells
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Membrane

A B

x200 x200

C

Membrane
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 کشت داده شده بر روي ECV304 لايه هاي سلولي

ولي به صورت تنها و همراه با سلولهاي فيلترهاي کشت سل

C6 به ترتيب در شكل هاي C۲و D ۲ديده مي شود .  

براي ارزيابي روند رشد و بررسي زمان دو برابر شدن 

 ، اين سلول ها درتراكم هاي C6 و ECV304لول ها ي ـس

 هزار سلول ٤٠تراكم هاي کشتي .  کشت داده شدنديمتفاوت

 ونيز ٤٠ و ECV304ي بر سانتي متر مربع در سلول ها

 C6سلول بر سانتي متر مربع در سلول ها ي  هزار ۱۰۰

ا يکساني را ايجاد ـبتـر شدن نسـرابـان دو بـا زمـبـريـقـت

بنابراين از ).  ساعت٢٩ و ٣٠ ، ٢٦ب ـيـرتـبه ت(کردند 

سلول زار ـ هC6) ۱۰۰لول ها ي ـالاي سـي بـتـتراكم کش

آزمايشات استفاده شد در کليه  )ي متر مربعـتـانـر ســب

 اکتورهاي آستروسايتي در تراكم بالايـفغلظت را ـزي

ماتريکس  رـاث. ن استـيـائـسلولي بيشتر از تراكم هاي پ

زايش مقاومت ـد افـررونــي کلاژني بـخارج سلول

 که به ECV304در دو مدل سلول هاي ريکي ـالکت

 (ACC)هاي آستروسايت  راه با سلولـهايي و يا همـنـت

 ٣غشاءهاي فيلتري کشت داده شده اند در نمودار وي ر

  .ديده مي شود

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
اثر ماتريکس خارج سلولي کلاژني برروند افزايش مقاومت : ۳مودار ن

 بيانگر ECV304 .ACMدر دو مدل سلولي سلول هاي الکتريکي 

 با استفاده ازمحيط کشت سلول هاي ECV304سلول هاي کشت 

ت تؤام ـشـ نشان دهنده کACC-D وACCآستروسايت بوده، و 

ترتيب ه  با سلول هاي آستروسايت رشد يافته بECV304ول هاي ـلـس

علامت ستاره نشان . روي سطح پلاستيک يا سطح زيرين فيلترمي باشد

 بين مدل روكش داده شده و نشده (p<0.05)دهنده تفاوت معني دار 

  . استفاده شد t-testبراي بررسي آماري از روش . است

  

 اهم ۸۰تقريبا ( فزايش مقاومت الکتريکي معني دارحداکثر ا

 اين در.  ديده مي شودACCدر مدل ) در سانتي متر مربع

حالي است که ماتريکس خارج سلولي کلاژني عملا تاثير 

معني داري برروند افزايش مقاومت الکتريکي در مدل 

ACM و يا مدل ACC-Dندارد  .  

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

  
اثرات تنظيم کننده هاي شيميايي و افزايش دهنده هاي : ۴نمودار 

cAMP بر مقاومت الکتريکي سلول هاي ECV304  کشت داده شده 

تنظيم کننده هاي شيميايي عبارت بود . بر روي فيلترهاي کشت سلولي

 ۳۰( (Dex)، دگزامتازون ) ميکرو مولار۵/۲( (RA)از اسيد رتينوييک 

 ميکروگرم بر ميلي ۵۰ ((GLA)لنيک ، و اسيد گاما لينو)ميکرو مولار

 ۲۵۰ (CPT-cAMP:  مورد استفادهcAMPافزايش دهنده هاي ). ليتر

 ۵۰( Forskolinو) ميکرو مولار ۲۰( Ro20-1724و ) ميکرو مولار

 (p<0.05)علامت ستاره نشان دهنده تفاوت معني دار ). ميکرو مولار

ي آماري براي بررس.   است(ACC) و (ECV304)بين دو مدل سلولي 

  . استفاده شد t-testاز روش 

  

ان دهنده اثرات تنظيم کننده هاي شيميايي ـ نش۴نمودار 

 ۳۰(ازون ـتـدگزام)  ميکرو مولار۵/۲(ني اسيد رتينوئيک ـيع

ر ــ ميکروگرم ب۵۰(، و اسيد گاما لينولنيک )ميکرو مولار

-CPT يعني، cAMPزايش دهنده هاي ـو اف) ترـميلي لي

cAMP) ۲۵۰ ولارـرو مـکــمي ( وRo20-1724 )۲۰ 

. باشد مي) ميکرو مولار ۵۰( Forskolinو) ميکرو مولار

د تنظيم ــهمان طور که در بخش روش توضيح داده ش

کننده هاي شيميايي به تنهايي ولي افزايش دهنده هاي 

cAMP به محيط کشت سلولي ) دو تايي(ورت توأم ـبه ص

  .اضافه شد
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 نسبت به ECV304 نفوذپذيري لايه سلول هاي کشت شده  :٥ نمودار

پروپرانولول (و درون سلولي  ) ١٤]C[سوکروز (بين سلولي نشاندارمارکر

]H[۳ .( به ترتيب نشاندهنده تفاوت معني دار **و * ، +علامت 

(p<0.05) بين ماركرهاي درون و بين سلولي، دو مدل سلولي 

(ECV304) و (ACC)ه ها، و مدل  با تنظيم كنند(ACC) با يا بدون 

  .  استفاده شد t-testبراي بررسي آماري از روش. تنظيم كننده ها است

  

ده مي شود افزايش دهنده ـ دي۴مان طور که در نمودار ه

 به طور معني داري مقاومت الکتريکي را به cAMPهاي 

توأم  افزايش داده است، و استفاده ACCويژه در مدل 

CPT-cAMP با Ro20-1724 بيشترين افزايش را نشان 

 ECV304 سلول هاي کشت شده هنفوذپذيري لاي .مي دهد

و  ) ١٤]C[سوکروز (با استفاده از مارکرهاي بين سلولي 

 که در روز) H[۳[پروپرانولول (مارکرهاي درون سلولي 

.  ديده مي شود٥هفتم انجام شد در نمودار ششم و يا 

دل ـ درون سلولي در مبيشترين تمايز بين مارکرهاي بين و

ACCافزايش دهنده هاي ده مي شود و عملا استفاده ازـ دي 

cAMP  مارکربين  تأثير معني داري روي کاهش نفوذپذيري

  . ندارد١٤]C[سلولي سوکروز 

.  

  

  

  
  .جانوريليال گونه هاي مختلف بر گرفته از سلولهاي اندوت) Immortalized( تکثيرمداوم ابليتمغزي با ق‐ليست مدل هاي سلولي سد خوني : ١جدول 

Species Identification Immortalization technique Ref . 
 BB19 E6E7 genes of human papilloma virus (17) 
Human SV- HCEC pSV3-neo, coding for the SV40 large T antigen gene (18) 
 HBEC- 51  (19) 
 SV-BEC pSV3 neo., expressed nuclear SV 40 large T antigen gene (20) 
Bovine t-BBEC-117 Transfection with the SV40 large T antigen (21) 
 BBMEC   
 CR3 SV40 large T gene under the control of the human vimentin 

promoter 
(22) 

 GP8.39 Temperature sensitive SV40 large T immortalized (23) 
Rat RBE4 Transfection with a plasmid containing the E1A adenovirus gene (24) 
 GPNT  (25) 
 RBEC1  (26) 
 TR-BBB Temperature-sensitive simian virus 40 large T-antigen (27; 28) 
 TM-BBB1-5 Temperature-sensitive simian virus 40 large T-antigen gene (29) 
Mouse b.End3, b.End5 Polyoma middle T oncogene (30) 
 TM-BBB Temperature-sensitive simian virus 40 large T-antigen (27) 
Porcine PBMEC/C1-2 pRNS-1, encoding for the small and large T-antigens of SV 40, 

lipofection 
(31) 
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  بحث

يك مدل سلولي عنوان ه ب ECV304هاي  ليت سلولـقاب

جهت استفاده در تحقيقات آزمايشگاهي هدف اوليه اين 

 ECV304هاي  از آن جايي که سلول. مطالعه بود

دوتليالي و اپيتليالي را به صورت توام نشان ـخصوصيات ان

هاي سرطاني   با سلولني قرابت ژنتيکيـ يع)۴(مي دهند 

فاده از ـزاياي استـذا مـد، لـدارن) T24(ثانه ـاپيتليال کيسه م

مغزي ‐ک مدل سد خونيـولي به عنوان يـدل سلـاين م

به عبارتي ديگر قابليت ايجاد يک . هنوز کاملا روشن نيست

ه ــدل سلولي بـن مـي در ايـسد با نفوذ پذيري انتخاب

اي آستروسايت توأما کشت ه ه با سلولـاني کـژه زمــوي

تا به امروز مطالعاتي چند در . مي شوند روشن نيست

ک مدل ـوان يــه عنــن سلول ها بــخصوص قابليت اي

ايج ـ، ولي نت)۸‐۵(ام شده است ـ مغزي انج‐سد خوني

. دـگر ندارنـا يکديـگروه هاي مختلف هم خواني لازم را ب

نشان ) ۱۹۹۸( و همکارانش Ramsohoyeبه عنوان مثال 

اورت محيط ــ در مجECV304ول هاي ـدادند که سل

ه ايجاد لايه هاي ـکشت سلول هاي آستروسايت قادر ب

ي بالا ــکــريــتــکـت الـوماــقــا مــي بــولــلـس

البته هيچ گروه . هستند)  اهم در سانتي متر مربع۶۰۰‐۴۰۰(

ه آن چه که آنها گزارش ـي نزديک بـديگري نتايجي حت

در حقيقت چنين نتيجه اي . کرده بودند به دست نياوردند

-ECV304)فقط در يک کلون سلولي گزارش شده است 

اوت ـتف) ۱۹۹۹( وهمکارانش Scismيک سال بعد . (9

ناشي از منشاء سلول هاي خريداري شده را از دو بانک 

ولي اروپا و امريکا بررسي کرده و نتيجه گرفتند که ـسل

 موجود در دو بانک سلولي ECV304سلول هاي 

ين ـطرح چن. خصوصيات متفاوتي را نشان مي دهند

 ر آن داشت تا در اين تحقيق اثر عواملـلي ما را بـمساي

، تنظيم )١٠; ٩(امل فاکتورهاي آستروسايتي ددي شـمتع

 و اسيد بوتيريک )١١( کننده هاي شيميايي نظير دگزامتازون

لينولنيک و نيز افزايش ‐د گاماـاسي ورـط  و همين)١٢(

 بر تسريع روند تشکيل )cAMP  )۱۳ ;۱۴دهنده هاي

 ECV304لول هاي ـاتصالات محكم بين سلولي در س

  .هاي فيلتري ارزيابي نماييم بر روي غشاءکشت شده 

شايان ذکر است که افزايش مقاومت الکتريکي لايه در بين  

 نشان دهنده برقراري ارتباط بين ECV304سلول هاي 

 در جهت (Cellular intercommunication)لي سلو

ايجاد اتصالات محكم بين سلولي بوده و اندازه گيري 

مقاومت الکتريکي يک روش ارزيابي براي مطالعه چنين 

چنين افزايشي در سطوح سلولي که با . ي استـباطـارت

ايجاد اتصالات محكم بين سلولي باشد نهايتا منجر به 

ه هاي سلولي نسبت ـري لايـذيـوذ پـزان نفـکاهش در مي

به مولکول هايي مي شود که از طريق فضاهاي بين سلولي 

  .عبور مي يابند

ي ـايــيـمــتنظيم کننده هاي شيدر اين مطالعه، هيچ يک از 

تأثير ) لينولنيک ‐دگزامتازون، اسيد بوتيريک و اسيد گاما(

کتريکي سلولهاي ـاوت الـقـروي م (p>0.05)معني داري 

ECV304ش ـ ـزايـي افــول). ٣نمودار (د ـتنـداشـ ن

 را هم (p<0.05)افزايش معني داري  cAMP ده هايـنـده

 ACC به تنهايي و هم در مدل ECV304در سلول هاي 

  ).۴نمودار (نشان دادند 

 البته چنين نتيجه اي مهر تأييدي است بر آن چه که قبلا 

ر د. گزارش شده است) ۱۹۹۹( وهمکارانش Scismتوسط 

واقع به نظر مي رسد که فاکتورهاي آستروسايتي حداکثر 

 اهم ۱۳۰ تا ۱۰۰قابليت افزايش مقاومت الکتريکي به حدود 

  . را دارا هستندECV304در سانتي متر مربع درسلول هاي 
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مغزي ‐در حالي كه مدل سلولي ايده آل براي سد خوني

 اهم در ۱۰۰۰بايستي مقاومت الکتريکي حداقل در حدود 

تي متر مربع را داشته باشد؛ تاکنون چنين مقاومت سان

الکتريکي بالايي فقط در سلول هاي جدا شده ازمويرگ 

  . )۱۶; ۱۵(ت ـده اسـهاي قشر مخ خوک گزارش ش

 با b.End3ه درآن سلول هايـز کـلي نيـالعه قبـدر مط

زمويرگ هاي قشر مخ خوک مقايسه سلول هاي جدا شده ا

دل سد خوني مغزي با استفاده ـشده است نتايج حاصل از م

مويرگ هاي قشر مخ خوک  از سلول هاي جدا شده از

وذ پذيري بسيار ـا نفـي بـحکايت از ايجاد لايه هاي سلول

 حاکم است، in vivoکم نظيرو مشابه آنچه که در شرايط 

  . )۳(داشت 

نفوذپذيري، لايه سلول هاي کشت شده از نقطه نظر ميزان 

ECV304 بسته به مدل سلولي استفاده شده نسبت به 

را  تفاوت معني داري ١٤]C[مارکرهاي بين سلولي سوکروز 

نفوذپذيري به طوري که ضرايب . (p<0.05)نشان دادند 

 : عبارت بودند از١٤]C[نسبت به مارکربين سلولي سوکروز 

 ACCدر مدل سلولي ) سانتي متر بر ثانيه (٣/١١×١٠‐ ٦

سانتي متر بر  (٨/١٤×١٠‐ ٦؛ cAMPهمراه با افزاينده هاي 

در ) سانتي متر بر ثانيه (١٨×١٠‐ ٦؛ ACCدر مدل ) ثانيه

 ولي تفاوت معني داري نسبت به  .ECV304  هايسلول

در مدل هاي ) H[۳[پروپرانولول (ماركر درون سلولي 

اين امر نشانگر تأثير . (p>0.05) مختلف مشاهده نشد 

فاكتورهاي مورد مطالعه بر تشكيل اتصالات محكم بين 

ولي با اين وجود نسبت . سلولي در اين مدل ها است

نفوذپذيري مارکردرون سلولي به مارکر بين سلولي ضريب 

 نبود، در صورتي که اين مقدار در مدل ٢بيش از مقدار 

 ليال جدا شده از سلول هاي اندوتولي بر گرفته ازــسل

  نيز۸ الي ۶دار ـه مقـوک بـخ خـشر مـاي قـرگ هـويـم

، )الهـن مقـنتايج منتشر نشده توسط نويسنده اي(مي رسد 

وني ـد خـالبته مقاومت الكتريكي بالاي مدل سلولي س

مغزي بر گرفته از سلول هاي جدا شده ازمويرگ هاي 

اتي ـيقــقـروه تحــخ خوک قبلا توسط ما و گـر مــشــق

Galla۱۵; ۳(ت ـده اسـزارش شـ گ(.  

در تشكيل اتصالات محكم بين اساسا پروتئين هاي متعددي 

لي از چگونگي ـ دخالت دارند و هنوز درك كامسلولي

اي اندوتليال ـه يل اين ساختار بسيار مهم در سلولتشك

. ت نيستـمويرگهاي قشر مخ در سطوح مولكولي در دس

اين احتمال وجود دارد كه فاكتورهاي آستروسايتي و 

cAMP از طريق تنظيم پروتئين هاي تشكيل دهنده 

، (ZO)اتصالات محكم بين سلولي نظير خانواده زونولا 

ود را اعمال ـرات خـ اثنـكتي و ا(Occludin)ن ـاوكلودي

كانيزم دقيق اثرات ـن وجود مـا ايــ ولي ب.)۱۱(مي كنند 

اين فاكتورها به طور كامل روشن و مشخص نشده است، 

لذا در مطالعات آتي، در صورت امكان تلاش ما بر اين 

خواهد بود تا تحقيقاتي را در زمينه روند تشكيل و تمايز 

اي سد خوني مغزي و به ويژه تشكيل و چگونگي ـه سلول

ل دهنده اتصالات محكم ـاي تشكيروتئين هــم پــتنظي

ولي تحت تأثير عوامل مختلف از جمله ــين سلـب

هاي  ا استفاده از سلولـي بــاي آستروسايتــفاكتوره

هاي قشر مخ گاو  رگــده از مويــدا شــاندوتليال ج

  . مــام دهيـانج

  

  نتيجه گيري
بر روي غشاءهاي  ECV304لايه هاي سلولي کشت شده 

 اهم بر ٦٠(يي مقاومت الکتريکي در حدود فيلتري به تنها

هيچ يک از فاکتورهاي . را نشان دادند) سانتنيمتر مربع

 ورــط دگزامتازون و اسيد بوتيريک و همين(شيميايي 

تأثير معني داري بر روي خصوصيات ) لينولنيک‐د گاماــاسي
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از بين اين . اومت الكتريكي بين سلولي نداشتندـمق

 با ECV304ت توأم سلول هاي ـشر کـورها، اثــاکتـف

افزايش دهنده هاي  همراه با Astrocyteهاي  سلول

cAMPه صورت معني داري مقاومت الکتريکي را ـ ب

ولي با اين ).  اهم بر سانتنيمتر مربع١١٠(زايش داد ــاف

ريکي با مقاومت الکتريکي ـاومت الکتـن مقـود چنيــوج

 اهم ١٥٠٠ ‐٢٠٠٠(ان ــزي انسـمغ‐بين سلولي سد خوني

 ليتـابـق از نظر. ايسه نيستـقابل مق) بر سانتنيمتر مربع

 بين سلولينسبت به مارکرنفوذپذيري، نفوذپذيري 

درون رـارکـمعني دار كمتر از ـور مـه طـب) وكروزـس(

بود، به طوري که اين تفاوت در ) پروپرانولول(سلولي 

 افزايش دهنده هاي همراه با Astrocyteهاي  سلولحضور 

cAMPن مقدار را در مقايسه با سلول هاي ـريــ بيشت

ECV304اي كشت شده ـه سلول. دايي نشان داـ به تنه

ECV304اد سد ـر روي غشاءهاي فيلتري توانايي ايج ب

ايت ـهاي آستروس نفوذ ناپذيري را حتي در حضور سلول

اربرد اين سلول ها به عنوان يك مدل ـذا كـ لداند،ـان نـنش

ن سلولي داروها  از سد ـبور بيـيقات عسلولي در تحق

خوني مغزي نامناسب است ولي با اين حال چنين مدل 

ك مدل نسبتا مناسب در ـوان يـه عنـد بـمي توانسلولي 

ه ــلا جذب سلولي تسهيل شده بـمث(ه ـقات پايـحقيـت

رداري ــورد بهره بــم) وسيله حامل هاي غشاء سلولي

  .رار گيردــق
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