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  تحقيقي

  ۱۸ تا ۱۰ صفحات

  
 مغزاستخوان مزانشيمي بنيادي هاي سلول بقاء و تکثير بر سولفوکسايد متيل دي و دپرنيل القايي اثر

  ۳پور حسين ليلي ،۲قربانيان محمدتقي دکتر ،۲*يكاشان قاسم حاجي مريم دکتر ،۱طاهري فاطمه
 پژوهشکده و شناسي زيست دانشکده ، مولکولي و سلولي گروه استاديار -۲ .دامغان دانشگاه ، شناسي زيست دانشکده ، ينيتکوي شناس ستيز ارشد يکارشناس يدانشجو -۱

  .دامغان دانشگاه ، زيستي علوم پژوهشکده و شناسي زيست دانشکده ، مولکولي و سلولي گروه ، ينيتکو يشناس ستيز ارشد کارشناس -۳ .دامغان دانشگاه ، زيستي علوم

  ________________________________________________________________________    
  چكيده
ــه ــدف و زمين ــتفاده : ه ــاي از اس ــيميايي القاگره ــرا ش ــايز يب ــلول تم ــاي س ــادي ه ــيمي بني ــز مزانش ــتخوان مغ ــالغ اس   ب

(bone marrow mesenchymal stem cells: BMSCs) القـاگر  سميت اثر لازم است تا تدااب در و است محققين توجه مورد عصبي هاي سلول به 
 تعـين  بـراي  معيـار  بهترين تواند مي القاء از پس ندهز هاي سلول درصد افزايش است بديهي .گردد بررسي القاء تحت هاي سلول بر شيميايي
 هـاي  سـلول  بقـاء  و تکثير بر (DMSO) سولفوکسايد متيل دي و دپرنيل القايي اثرات تعيين منظور به مطالعه اين .باشد کننده القاء ترين مناسب
 .شد انجام مغزاستخوان مزانشيمي بنيادي

 .شـد  انجـام  دامغان دانشگاه شناسي زيست دانشکده در ويستار نژاد بالغ صحرايي موش سر ٢٠ روي تجربي مطالعه اين : بررسي روش
BMSCs محيط در و استخراج بالغ صحرايي موش استخوان مغز از αMEM حاوي FBS تعيـين  سـوم  پاساژ در .دشدن داده كشت درصد ده 
 چربـي  هاي سلول به تمايز با BMSCs چندتواني تقابلي و ايمونوسيتوشيمي روش به CD90 و CD71 سطحي هاي ژن آنتي براي سلولي هويت

 و سولفوکسـايد  متيـل  دي درصـد ٢ با شده تکميل کشت محيط( القاگر عوامل معرض در ساعت ٢٤ مدت به ها سلول .شد انجام استخوان و
 بقـاء  و تکثيـر  .شدند لمنتق درصد ده FBS حاوي αMEM محيط به آن از بعد و گرفتند قرار )مولار ١٠-٨ دپرنيل با شده تکميل کشت يطحم

 مـورد  MTT [3-(4-5-Dimethylthiazolyl-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromid]ن آزمـو  روش با ساعت ٩٦ و ٧٢ ،٤٨ ،٢٤ از پس سلولي
  .دشدن تحليل و تجزيه Tukey و One-Way ANOVA يها و آزمون SPSS-18 يآمار افزار نرم از استفاده با ها داده .گرفت قرار ارزيابي
 توانـايي  CD90 و CD71 سطحي هاي ژن آنتي بيان بر علاوه ؛جداشدند استخوان مغز از که کشت فلاسک به چسبنده هاي سلول : ها يافته

 و دپرنيـل  بـا  شـده  القاء هاي سلول تکثير و ءبقا که داد نشان MTT آزمون از حاصل جينتا و داشته را استخوان و چربي هاي سلول به تمايز
 اسـت  هداشـت  افـزايش  داري معنـي  طـور  به منفي کنترل گروه به نسبت ءالقا از پس ساعت ٩٦ و ٧٢ ،٤٨ هاي زمان در دفوکسايسول متيل دي

)٠٥/٠P<(.  
 بـه  را ترکيـب  ايـن  توان مي و شد سولفوکسايد متيل دي در مقايسه با سلولي تکثير قابليت و ءبقا افزايش موجب دپرنيل : گيـري  نتيجه

  .داد قرار استفاده وردم سلولي القاگر عنوان
  MTT ، سولفوکسايد متيل دي ، دپرنيل ، استخوان مغز مزانشيمي بنيادي هاي سلول : ها واژه کليد

  ________________________________________________________________________    
  kashani_tmu@yahoo.com يالکترونيک پست ، كاشاني قاسم حاجي مريم دکتر : مسؤول نويسنده *

  ۵۲۴۷۱۴۶ نمابر ، ۰۲۳۲-۵۲۴۷۱۴۶ تلفن ، ۳۶۷۱۶۴۱۱۶۷ پستي کد ، زيستي علوم هپژوهشکد و شناسي زيست دانشکده دامغان، دانشگاه دامغان، : نشاني
  ۸/۸/۹۰ : مقاله رشيپذ ، ۱۰/۷/۹۰ : نهايي اصلاح ، ۶/۶/۹۰ : مقاله وصول

  
  

  مقدمه
  (Mesenchymal Stem Cells) مزانشــیمی بنیــادي هــاي ســلول
(MSCs) اخـتلالات  درمـان  در وسیع طور هب استخوان مغز از حاصل 

 اسـتخوان  مغـز  بنیـادي  هاي سلول .اند گرفته قرار مطالعه مورد یعصب
 انـواع  بـه  تواننـد  مـی  کـه  هستند (Multipotent) چندتوان هاي سلول
 تمـایز  چربـی  و غضـروف  استخوان، شامل مزانشیمی رده هاي سلول
 تمایز توانایی in vivo و in vitro شرایط در ها سلول این ).1-3( یابند
  دارنـد  نیـز  را عصـبی  هـاي  سـلول  مثـل  انشـیمی غیرمز هـاي  سـلول  به
 مزانشـیمی  بنیـادي  هـاي  سلول تمایز يبرا قبلی مطالعات در ).17-1(

 ماننـد  هایی مولکول از عصبی هاي سلول به (BMSCs) استخوان مغز
 تکـوین  در عمـدتاً  کـه  هـا  سـایتوکین  و هـا  نوروتروفین رشد، عوامل
 از و سادگی به عصبی القاء ).7( گردید استفاده ؛داشتند نقش عصبی
ــق ــزودن طریـ ــات افـ ــیمیایی ترکیبـ ــژه شـ ــل از ویـ ــل، قبیـ  دپرنیـ

ــل دي ــاید متیـ ــانول، ،(DMSO) سولفوکسـ  بـــوتیلات بتامرکاپتواتـ
 .شـود  می انجام کشت محیط به ترکیبات سایر و آنیزول هیدروکسی

 دفـع  طریـق  از و داشـته  نوروپروتکتیـو  اثـر  کـه  است ترکیبی دپرنیل
 ها سلول يبقا و دارد آپوپتوتیک آنتی اثر یژناکس واکنشگر هاي گونه
 عنـوان  بـه  سـلژلین  تجـاري  نـام  با ترکیب این ).18-20( دیافزا یم را
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ــی ضدافســردگی داروي ــین و شــده معرف ــان در همچن  بیمــاري درم
ــون ــرا و پارکینس ــایز يب ــلول تم ــاي س ــادي ه ــه بنی ــورون ب ــاي ن  ه
 نیـز  DMSO ).22و21( اسـت  قرارگرفته استفاده مورد دوپامینرژیک

 دیگـري  ترکیبات همراه به همچنین و بوده کرایوپروتکتنت یترکیب
ــانول اســید، رتینوییــک ماننــد ــوتیلات و بتامرکاپتوات  هیدروکســی ب
 گرفته قرار استفاده مورد بنیادي هاي سلول عصبی تمایز يبرا آنیزول
 بـر  DMSO یسم اثر بر مبنی گزارشاتی حال عین در ).9-24( است
 سـاعت  24 حـدود  گذشـت  از بعد که دارد وجود يبنیاد هاي سلول
 برخـی  همچنـین  ).25-27( شود می ها سلول درصد50 آپوپتوز باعث

 ها ژن بیان سطح در و بوده موقتی شیمیایی القاگرهاي اثر که معتقدند
 از اسـتفاده  بـا  تمـایز  که اند داده نشان مطالعات برخی .کند نمی عمل

 موجـب  سـلولی  اسـکلت  تغییـر  اب و نبوده واقعی شیمیایی القاگرهاي
 بـه  مطالعـه  ایـن  ).28و27( اسـت  گردیـده  سـلولی  مورفولوژي تغییر
 و تکثیـر  بر سولفوکساید متیل دي و دپرنیل القایی اثرات تعیین منظور
 .شد انجام مغزاستخوان مزانشیمی بنیادي هاي سلول بقاء

  بررسي روش
  سلولي کشت و جداسازي

 با ویستار نژاد بالغ صحرایی موش سر 20 يرو تجربی مطالعه این
 کـرج  رازي انستیتوي از شده خریداري گرم 200-250 تقریبی وزن
  .شد انجام دامغان دانشگاه شناسی زیست دانشکده در

 کمیتـه  کـار  دستور براساس حیوانات روى بر کار اخلاقى اصول
 .شــد رعایــت دامغــان دانشــگاه شناســی زیســت دانشــکده اخلاقــی
 هـا  مـوش  تیبیاي و فمور هاي استخوان از شیمیمزان بنیادي هاي سلول

  .شد استخراج
 FBS  بـا  شـده  غنی αMEM (USA , Gibco) محیط در ها سلول

)Gibco( 10استرپتومایسین-سیلین پنی و درصد )Gibco( درصد یک 
 در و شـدند  داده کشـت  )Falcon ،مربـع  متـر  سـانتی 25( فلاسک در

 درصد 5 اکسیدکربن دي با و گراد سانتی درجه37 دماي با انکوباتور
 بـا  سـاعت  48  از پس .شدند نگهداري )درصد 97( مرطوب شرایط و

 از پـس  .گردیدند جدا غیرچسبنده خونی هاي سلول محیط، تعویض
ــا ســلول رســیدن ــه ه ــراکم ب ــه درصــد 80-90 ت   تریپســین کمــک ب

(USA, Sigma) 25/0 ــه درصـــد ــراه بـ ــدEDTA 02/0 همـ   درصـ
(USA, Sigma) پاساژ  1:2  نسبت به و جدا سکفلا کف از ها سلول 

 ایـن  در .شـد  انجـام  محـیط  تعـویض  بـار  یـک  روز 3 هر .شدند داده
  .دیگرد استفاده هس پاساژ هاي سلول از مطالعه

  .شدند میتقس ریز شرح به گروه چهار به ها سلول
 در شـده  داده کشـت  هـاي  سـلول  شامل مثبت کنترل گروه )الف
 منفی کنترل روهگ )ب ؛FBS درصد 10 با شده غنی αMEM محیط
 بـا  شـده  غنـی  αMEM محـیط  در شـده  داده کشت هاي سلول شامل

 FBS بـدون  αMEM محـیط  بـه  ساعت 24از بعد که FBS درصد10

 غنی αMEM محیط در شده داده کشت هاي سلول )ج ؛شدند منتقل
 بـا  شده غنی محیط به ساعت 24 از بعد که DMSO درصد 2 با شده

 در شـده  داده کشـت  هـاي  سـلول  )د و شـدند  منتقل FBS درصد 10
 به ساعت 24از بعد که دپرنیل مولار 8-10 با شده غنی αMEM محیط
  .شدند منتقل FBS درصد 10با شده غنی محیط

  ايمنوسيتوشيمي
 يرو بـر  هـا  سـلول  کشت از پس BMSCs هویت تایید منظور به
 روش بـه  مربـع  متـر  سـانتی  5×104 تـراکم  بـا  نیژلات ـ به آغشته لامل

ــیمنوسیا ــی از ،یمیتوشــ ــادي آنتــ ــا بــ ــی يهــ   )CD71 )1:20 آنتــ
(CD2063, Sigma) ــی و    CD90 آنتـــــــــــــــــــ
(Miltenyi Biotec, 130-094-524) شستشـوي  از پـس  .شد استفاده 

 (Merck) درصد4 پارافرمالدهید در دقیقه 20 مدت به  PBS با ها سلول
ــوت ــام ثبـ ــد انجـ ــپس .شـ ــه سـ ــدت بـ ــه 15 مـ ــرض در دقیقـ   معـ

Triton X-1003/0قرار  بز درصد 10 سرم در دقیقه 15 دتم و درصد 
 درجـه  4  دمـاي  در شب یک مدت به ها نمونه آن از پس .شدند داده
 انکوبـه  اولیـه  بـادي  آنتـی  معـرض  در مرطـوب  شـرایط  و گراد سانتی
 درجـه   37  دمـاي  در سـاعت  یـک  مـدت  بـه  ها نمونه ادامه در .شدند
 کونژوگه وشم ضد ثانویه بادي آنتی با مرطوب شرایط و گراد سانتی

  .شدند انکوبه تاریکی در (NMM1767594,  Millipore) رودامین با
ــد ــو، از بعـ ــلول شستشـ ــا سـ ــا هـ ــکوپ بـ ــنت میکروسـ   فلورسـ

(Nicon Eclipse, E 600, Japan) دیجیتــــال دوربــــین و  
(USA, DXM 120 Nikon Digital Camera) ــه  و مطالعـ

  .شدند عکسبرداري
 اولیـه،  بـادي  تـی آن حـذف  بـا  کـار  روش درسـتی  آزمـودن  براي
 در ها بادي آنتی از یک هر براي .گردید کنترل کاذب مثبت واکنش

  .شد انجام تکرار بار سه گروه هر
  چربي هاي سلول به BMSCs تمايز
 هاي سلول کشت از پس چربی، هاي سلول به BMSC تمایز يبرا
 و مربـع  متر سانتی 5×104 اکمتر با خانه 6 پلیت در سوم یا دوم پاساژ

ــه رســیدن ــراکم ب   ســاز چربــی اختصاصــی محــیط درصــد 80-90 ت
(adipocyte differentiation medium, stem cell technology) ــه ــن ب  ای

 .دیگرد انجام محیط تعویض بار یک روز سه هر و شد اضافه ها سلول
 تولیـد  .شـد  ظـاهر  هـا  سـلول  ایـن  در موفولوژیک تغییرات بتدریج به

 يبـرا  هـا  سـلول  و شـد  بررسی ءالقا از پس 21 روز در چربی قطرات
 آمـاده  mg/ml Oil Red 5 (Sigma, Oo625-25G) بـا  آمیـزي  رنگ
 درصد 70 الکل با ساعت یک مدت به PBS با شستشو از پس .شدند
 OIL RED رنگـی  محلول با دقیقه 15 مدت به سپس و شدند فیکس
 و رنگـی  محلـول  کـردن  خـارج  از پـس  .گرفـت  انجام آمیزي رنگ

 عکسبرداري و ها سلول مشاهده درصد 70 الکل با ها سلول شستشوي
  .شد انجام
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  استخواني هاي سلول به BMSCs تمايز
 کشــت از پــس اســتخوانی، هــاي ســلول بــه BMSC تمــایز يبـرا 
 5×104 اکمتــر بــا خانـه  6 پلیــت در ســوم یـا  دوم پاســاژ هــاي سـلول 
 اختصاصـی  محـیط  درصد 80-90 تراکم به رسیدن و مربع متر سانتی

 بـه  (osteocyte differentiation medium, stem cell technology) زسـا  اسـتخوان 
 انجـام  محـیط  تعـویض  بـار  یک روز سه هر و شد اضافه ها سلول این
 قـرار  ارزیـابی  مـورد  ءالقـا  از پـس  روز 21 شـدن  معدنی فرآیند .شد

 مـدت  بـه  ثبـوت  يبرا و شد انحام PBS با ها سلول شستشوي .گرفت
 محلـول  متـانول  تخلیـه  از پـس  و گردیـد  ادهاستف متانول از دقیقه 10

 يبــرا (sigma, A5533-23G) درصـد  کی ـ Alizarin Red رنگـی 
  .شد استفاده آمیزي رنگ

ــابی ــر و حیـــــــات ارزیـــــ ــلولی تکثیـــــ ــه ســـــ   روش بـــــ
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide]  

 از بیش( شد انجام MTT روش به BMSCs حیات ارزیابی و مقایسه
 تـراکم  بـا  2 پاسـاژ  هـاي  سلول منظور این به ).گروه هر در نمونه پنج
 از یـک  هـر  بـه  .شـد  کشت خانه 96 پلیت خانه هر در سلول 2×104
 درصد10 سرم داراي MEM-α کشت محیط میکرولیتر 200 ها خانه
 مـورد  ساعت 96 و 72 ، 48 ، 24 يها زمان در سلولی تکثیر و اضافه
 کـدام  هر به و کرده خارج را قبلی محیط سپس .تگرف قرار بررسی

 همراه به سرم فاقد MEM-α کشت محیط میکرولیتر 100 ها خانه از
 را (Sigma) تـر یل یل ـیم بـر  گـرم  یل ـیم MTT 5 محلـول  میکرولیتر 10

ــزود ــانتی درجــه 37 شــرایط در و هاف ــه گــراد س ــس .شــد انکوب  از پ
 میکرولیتـر  50 و برداشـته  را رویـی  محیط از میکرولیتر 85 ساعت،4

 دقیقــه 10 مـدت  بــه ادامـه  در .گردیــد اضـافه  سولفوکســاید متیـل  دي
 دسـتگاه  با nm540 موج طول در ها نمونه جذب سپس و شده انکوبه

ELIZA reader (BioTek) 29( شد گیري اندازه.(  
 يهـا  و آزمـون  SPSS-18 آمـاري  افـزار  نـرم  از اسـتفاده  با ها داده

One-Way ANOVA و Tukey ســطح .شــدند تحلیــل و یــهتجز 
  .شد گرفته درنظر 05/0 مساوي و کمتر ها آزمون يدار یمعن

  ها يافته
 از مشـتق  مزانشـيمي  بنيـادي  هـاي  سـلول  مورفولـوژيکي  ويژگي
 استخوان

 اشکال به اولیه کشت در استخوان مغز از مشتق بنیادي هاي سلول
 مورفولـوژي  بـا  سـلولی  جمعیـت  اول پاسـاژ  در .شدند دیده مختلف

  .دیگرد یکدست سلولی فنوتیپ دوم پاساژ از ولی ؛شد بیشتر شابهم
 ظـرف  بـه  یسـادگ  بـه  استخوان، مغز مزانشیمی بنیادي هاي سلول
 سـه  بـه  کشـت  طیشرا در ها سلول این .شدند ریتکث و دهیچسب کشت
 ظـاهري  تکثیـر  حـال  در يهـا  سـلول  از تعـدادي  .شـدند  دهی ـد شکل
 خود به را ها سلول شتریب که گرید برخی و شتنددا کوچک و کروي

 یبرخ ـ و شد دهید فیبروبلاستی شبه و دوکی شکل به داد؛ اختصاص
 شدند دیده کشت محیط در تر بزرگ و پهن صورت هب يها سلول از
  ).یک شکل(

 نمایان کشت ظرف در سلولی بزرگ هاي کلنی شرایط برخی در
 تکثیـر  سـرعت  بـر  سـلولی  زایـاي  هـاي  کانون صورت به که شود می
 حیات میزان ارزیابی .رسند می تراکم به تري کوتاه زمان در و دهافزو

 پاسـاژهاي  در گروه دو هر هاي سلول درصد 95 که داد نشان سلولی
  .بودند زنده مختلف
 و اسـتخوان  از مشـتق  مزانشـيمي  بنيادي هاي سلول هويت تعيين

 ايمنوسيتوشيمي روش به چربي

 معرفی BMSCs براي اختصاصی نشانگر تاکنون که آن وجود با
 و هویـت  تعیـین  بـراي  نشانگرها برخی حضور ولی ؛)30(است نشده

 .گیـرد  مـی  قـرار  اسـتفاده  مـورد  مزانشیمی بنیادي هاي سلول خلوص
 داد نشـان  CD90 و CD71 نشـانگرهاي  براي ایمنوسیتوشیمی  بررسی

 .دادنـد  مثبـت  واکـنش  نشـانگر  دو ایـن  بـه  BMSCs همـه  تقریباً که
 نشـانگر  این به ها سلول بیشتر ؛شود می دیده 2 لشک در که همانگونه
 سـبز  رنـگ  بـه  فلورسـانس  میکروسـکوپ  توسـط  کـه  داده واکنش
(FITC) براي CD71 براي )رودامین( قرمز و CD90 شـود  مـی  دیده. 
 مقایسـه  و هـا  سلول کل شمارش و مشاهده براي فازکنتراست تصویر

 واکنش زانمی نیز و مثبت هاي سلول درصد فلورسانس، تصویر به آن
  .کند می مشخص را نشانگر به ها سلول

 استخوان به مزانشيمي بنيادي هاي سلول تواني چند تمايز قابليت
 چربي و

ــراي ــدتوانی قابلیــت دادن نشــان ب ــه تمــایز هــا، ســلول ایــن چن  ب
 افـزودن  از پـس  .گرفـت  صـورت  نیـز  اسـتخوان  و چربـی  هاي سلول
 بـه  شده، کشت BMSCs بر ساز استخوان و ساز چربی تمایزي محیط
 پس و گردید ظاهر استخوان و چربی سلول شبیه مورفولوژي تدریج

 چربی تمایز ).3 شکل( شد انجام اختصاصی آمیزي رنگ هفته سه از
 بـا  روز 21 از پـس  و شـد   آغـاز  اول هفتـه  از لیپیـد  قطـرات  تجمع با

 کشت شرایط در همچنین .است مشاهده قابل Oil Red آمیزي رنگ
 خـارج  مـاتریکس  و کلسیم فسفات تولید با استخوانی لسلو به تمایز

ــس معــدنی، ســلولی ــا روز 21 از پ ــگ ب  Alyzarin Red آمیــزي رن
  .دیگرد  مشاهده
  MTT روش به سلولي تکثير و حيات نتايج

 ازدیاد میزان که دریافت توان می MTT از حاصل نتایج بررسی با
 الگـوي  ن،زمـا  گذشـت  بـا  مختلف، هاي گروه بین ها، سلول تکثیر و

 حـذف  از پـس  سـاعت  24 که یصورت به .گیرد می خود به متفاوتی
  محـیط  بـه  هـا  سـلول  انتقـال  و DMSO و دپرنیـل  القـایی  هـاي  محیط

α-MEM کنتـرل  گـروه  بـه  نسبت تمایزي هاي گروه در تکثیر میزان 
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 هـاي  سلول شمار که يا گونه به ).>05/0P( داشت داري معنی کاهش
 برابر ترتیب هب دپرنیل و DMSO به نسبت یمنف کنترل گروه در زنده
 بعد، روزهاي در MTT از حاصل نتایج اما .بود برابر 46/1 و 37/1 با

 ها سلول انتقال زمان از ساعت، 96 و 72 ،48 گذشت با که داد نشان

 شـده  تیمـار  هاي گروه در زنده هاي سلول تعداد ،α-MEM محیط به
 بـود  دار معنـی  کنتـرل،  گـروه  بـه  نسـبت  افـزایش  این .یافت افزایش

)05/0P<.( گروه در زنده هاي سلول تعداد میانگین کمی، صورت به 
 ترتیـب  بـه  96 و 72 ، 48 سـاعات  در کنتـرل  گـروه  بـه  نسبت دپرنیل

 در DMSO گروه براي نسبت این همچنین بود برابر 5 و 58/1 ،54/1
 نمـودار ( بـود  برابـر  33/4 و 32/1 ،25/1 ترتیـب  هب الذکر ق فو ساعت

  .)کی

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 سلولي تکثير و حيات ارزيابي : ۱نمودار 
 BMSCs براي MTT روش به

 ،دپرنيل توسط شده ءالقا BMSCs تکثير و حيات ميزان
 هاي زمان در مثبت و منفي کنترل هاي سلول ،سولفوکسايد متيل دي

  )>۰۵/۰P( ساعت ۹۶ و ۷۲ ،۴۸ ،۲۴
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  .اينورت ميکروسکوپ توسط BMSCs مشاهده:  ۱ شکل
A  :BMSCs متفاوت مورفولوژي با نشدهء القا ،B  :۲۴ دپرنيل توسطء القا از پس ساعت ،C  :۲۴ توسطء القا از پس ساعت DMSO 

 نشانگر براي ايمنوسيتوشيمي روش به BMSCs .استخوان مغز از مشتق مزانشيمي بنيادي هاي سلول هويت تعيين:  ۲ شکل
CD71 )شکل A و B( با که FITC و سبز رنگ به CD90 )شکل C و D( شوند مي ديده قرمز رنگ به رودامين با که. 

 .گردد مي مشاهده فلورسانس نور با و ديد ميدان همان در راست سمت تصاوير و فازکنتراست چپ سمت تصاوير

 آميزي رنگ از قبل چربي هاي سلول به MSCs تمايز ،)A شکل( نشده ءالقا استخوان مغز از مشتق MSC هاي سلول فازکنتراست تصوير:  ۳ شکل
 با آميزي رنگ از پس و )C شکل( آميزي رنگ از قبل استخواني هاي سلول به MSCs تمايز ،)D شکل( Oil Red با آميزي رنگ از پس ،)B شکل(

Alyzarin Red )شکل E( 
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  بحث
 و بقـاء  افـزایش  موجـب  دپرنیل که داد نشان حاضر مطالعه نتایج
 از اســــتفاده نیهمچنــ ـ .اســـت  شـــده  ســـلولی  تکثیـــر  قابلیـــت 

  .نداشت BMSCs بر جدي سمی اثر تنهایی به سولفوکساید متیل دي
 کشـت  بنیادي، هاي سلول از استفاده بحث در مهم نکات از یکی

 برخـی  .اسـت  شـیمیایی  هـاي  کننـده  ءالقـا  حـاوي  محـیط  شرایط در
 سـلول  تولید و سلولی تمایز موجب ها کننده ءالقا از استفاده معتقدند

 ترکیبـات  تمـایزي  اثـر  دیگـر  برخـی  .)28و27( گردد می عملکردي
 سمی حتی و موقتی غیرواقعی، را بنیادي هاي سلول بر القایی شیمیایی

  ).31-33( دانند می
ــهه ــدا هداد شــرح محققــین ســایر و Freidenstein کــه مانگون  ؛ن

BMSCs ــه مناســب کشــت شــرایط در ــر رعتســ ب ــا و شــده تکثی  ب
  ).35و34( شوند می دیده مانند فیبروبلاست و دوکی مورفولوژي

 و ماهیــت بیولوژیــک، مشخصــات بــر عــلاوه حاضــر مطالعــه در
 اسـتخوان  مغـز  از مشـتق  مزانشـیمی  هـاي  سـلول  ژنیـک  آنتی ویژگی
 سطح به چسبندگی و فیبروبلاستی مورفولوژي بر علاوه .شد بررسی

 و چربـی  استخوانی، سلول به تمایز قابلیت زا برخورداري پلاستیک،
 معیارهـاي  دیگـر  از کـه  یسطح هاي ژن آنتی برخی بیان و غضروف
 .رسید اثبات به )37و36( است ها سلول این معرفی

BMSCs ــی ــطحی ژن آنتـ ــه را CD71 و CD90 سـ ــده کـ  گیرنـ
 باشـد  مـی  BMSCs اختصاصی نشانگرهاي از یکی و بوده ترانسفرین

 .اسـت  BMSCs ماهیـت  تایید دهنده نشان که نمودند بیان را را )35(
 بیـان  را مـارکر  ایـن  هـا  سـلول  ایـن  درصد 90 حدود که شد مشاهده

 ایـن  بـه  MSCs درصـد  95 نیـز  همکاران و Lou مطالعه در .کنند می
 کـه  شـده  گـزارش  همچنـین  ).38( دادنـد  نشـان  مثبت پاسخ نشانگر

BMSCs لمث ـ سـاز  خـون  بنیـادي  سـلول  هاي ژن آنتی براي CD45 ، 
CD34 و CD14 هاي ژن آنتی يبرا و یمنف CD54 ، CD44 و CD90 
 سـطح  هـاي  ژن آنتـی  مشابه بیان و مورفولوژیکی شباهت .است مثبت
 از یکـی  ).30( اسـت  آنهـا  یکسان عملکرد و منشا دهنده نشان سلولی
 میـزان  تعیـین  مزانشـیمی،  بنیـادي  هـاي  سـلول  کشـت  در مهـم  نکات

 پاسـخ  .اسـت  تشخیصـی  معتبـر  هاي روش از یکی با ها سلول   خلوص
 و CD71 و CD90 نشـانگرهاي  بـه  مزانشیمی بنیادي هاي سلول مثبت
 هـا  سـلول  ایـن  ماهیـت  بـراي  مهمی تایید استخوان، و چربی به تمایز

 تکثیـر  و بقـاء  شده انجام مطالعات در ).38-41و9( شود می محسوب
 بـه  مختلـف  کشت هاي محیط در انسانی مزانشیمی بنیادي هاي سلول
ــرار مقایســه مــورد MTT روش ــه ق ــین ).42و29( اســت گرفت  همچن

 و ءبقـا  اسـتخوان  مغـز  مزانشـیمی  بنیادي هاي سلول که شده مشخص
 شوان هاي سلول در را شده سنجیده MTT روش به که سلولی تکثیر

 تکثیر و ءبقا حیات، ارزیابی حاضر مطالعه در ).43( دهند می افزایش
 پـس  سـاعت  BMSCs 24 که داد نشان دپرنیل با ءالقا از پس سلولی

 در و شـده  جدیـد  محیطی شرایط با سازش مرحله یک وارد ءالقا از
 بـا  مقایسـه  در سـلولی  رشـد  کـه  کند می سلولی تکثیر به شروع ادامه
 رشـد  الگـوي  و داشـت  دار معنـی  اخـتلاف  منفـی  کنتـرل  هاي سلول

 سـاعت،  96 و 72 هـاي  زمـان  بـراي  مثبـت  کنترل گروه با را یکسانی
  .داد نشان

 بیمـاري  کننده درمان داروي یک عنوان به که )دپرنیل( سلژیلین
 داروي عنوان به که است ترکیبی ؛)44( است توجه مورد پارکینسون

  آن پـــایین هـــاي غلظـــت و شـــده معرفـــی نیـــز ضدافســـردگی
 اکسیدانت آنتی و آپوپتوتیک آنتی سیتوپروتکتیو، اثر )10-9 تا13-10(

 اسـتفاده  لوودوپـا  همـراه  بـه  پارکینسون بیماري در ترکیب این .دارد
 هـاي  نـورون  ءبقـا  باعـث  و دهـد  مـی  افزایش را دوپامین سنتز و شده

 تمـایز  يبـرا  ترکیب این از محققین از برخی .شود می دوپامینرژیک
 ایـن  .اند کرده استفاده دوپامینرژیک هاي نورون به بنیادي هاي سلول

 افـزایش  را آزمایشـگاهی  انـات حیو عمـر  طـول  پایین دوز با ترکیب
 کـاهش  را هـا  بافـت  سـایر  و هـا  نـورون  اکسـیداتیو  آسیب و دهد می
 بـر  دپرنیل مختلف هاي غلظت اثر که تحقیقاتی در همچنین .دهد می

 قـرار  ارزیـابی  مـورد  اسـتخوان  مغـز  استرومایی هاي سلول ءبقا میزان
 هـاي  سـلول  بقـاء  میـزان  افـزایش  بـراي  هـا  غلظـت  ثرترینؤم ـ ؛گرفته

 اسـت  شـده  معرفـی  مـولار  8-10 و مولار 7-10 مولار، 6-10 استرومایی
 هـاي  نـورون  بـر  in vitro شـرایط  در سلژیلین اثر همچنین ).21-18(

 ایـن  محققـین  .اسـت  شـده  گزارش BDNF اثر مشابه دوپامینرژیک
 ).46و45( اند کرده معرفی ضدآپوپتوتیک ماده یک عنوان به را دارو

 اثــرات ماننــد BMSC عصــبی تمــایز روي بــر BDNF عامــل اثـرات 
 بـه  توجـه  بـا  ).48و47( است سلژیلین نظیر عصبی گر ءالقا داروهاي

 و تکثیر ،ءبقا براي نوروتروفیک عوامل انواع از in vitro در که این
ــا و کننــد مــی اســتفاده بنیــادي هــاي ســلول تمــایز  نقــش بــه توجــه ب

 ءالقا یک نوانع به را دارو این توان می سلژیلین داروي نوروتروفیک
 و تکثیر ،ءبقا افزایش باعث سلژیلین .نمود معرفی سلولی تکثیر کننده
 به توجه با ).47-49( گردد می BMSCs در نورتروفیک هاي ژن بیان

 مشـاهده  نیز تحقیق این در دپرنیل سیتوپروتکتیو اثر شده ذکر موارد
  .شد

DMSO ــات از دیگــر یکــی ــورد ترکیب ــتفاده م ــراي اس ــایز ب  تم
 تحقیـق  MTT نتـایج  .اسـت  عصـبی  هـاي  سلول به بنیادي هاي سلول
 ؛قرارگرفتنـد  DMSO معـرض  در هـا  سلول وقتی که داد نشان حاضر
 ـ مجدداً ولی ند؛شد مواجه رشد کاهش با ابتدا  بـه  طبیعـی  صـورت  هب
 از ناشـی  توانـد  مـی  سـلولی  تعـداد  کـاهش  .دادند ادامه تکثیر و رشد

 تکثیر ابتدایی مرحله در جدید کشت شرایط اثر یا و DMSO غلظت
 نشـان  آمـاري  تحلیـل  نتـایج  .باشد ها سلول بر ماده این سمی اثر یا و

 و توقـف  بـا  ابتـدا  در DMSO حـاوي  محیط در ها سلول که دهد می
 مثبت و منفی کنترل و دپرنیل سلولی گروه با مقایسه در رشد کندي
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  .شوند می روبرو
Woodbury ــاران و ــراي )15و9( همکـ ــایز بـ  بـــه BMSCs تمـ

 آنهـا  از یکی که نمودند استفاده گرءالقا چندین از عصبی هاي سلول
DMSO که ترکیباتی از یکی .بود Bertani بیـان  بـراي  همکـاران  و 

 ).50( اسـت  DMSO ؛نمـود  اسـتفاده  ءالقا از پس BMSCs در ها ژن
 روي بـر  سـمی  اثـر  DMSO کـه  اند کرده گزارش محققین از برخی
 باعـث  سـاعت  24 حـدود  گذشـت  از عـد ب و دارد بنیـادي  هاي سلول

 روي شـده  انجـام  تحقیقـات  .شـود  مـی  هـا  سـلول  درصـد 50 آپوپتوز
DMSO است غیرسمی آلی حلال یک ترکیب این که دهد می نشان 

 دارو کردن منتشر و الکترونیک تولیدات دارو، سنتز در آن کاربرد و
 محیطـی  شناسی، سم مطالعات از بسیاري .است افزایش به رو بدن در
 تعیین شیمیایی ماده این ایمنی تا شده انجام DMSO روي پزشکی و

 E ویتـامین  دپرنیل، آسکوربات، از محققین از برخی ).51-58( شود
ــه DMSO و ــوان ب ــی عن ــیدان آنت ــاي اکس ــم ه ــده محافظــت مه  کنن

 سـیاه،  جسـم  دوپامینرژیک هاي نورون به نوروتوکسیک هاي آسیب
 اثـر  دپرنیـل  کـه  گرفـت  نتیجه نتوا می مجموع در ).59( برند می نام

 ابتـدایی  زمـان  در DMSO ولـی  داشـته  BMSCs تکثیـر  بر تحریکی
 اثـر  دلیـل  بـه  بنـابراین  .دهد می کاهش را سلولی تکثیر و ءبقا کشت

 در سـلولی  تمـایز  و ءالقـا  بـراي  تواند می دپرنیل از استفاده تکثیري،
 از گروهـی  نیـز  حاضـر  حـال  در .باشـد  اسـتفاده  قابـل  کشت شرایط
 انـد  توانسـته  دیگـر  ترکیبـات  همـراه  به DMSO از استفاده با محققین

BMSCs بـه  توجـه  با و )24( دهند تمایز عملکردي هاي نورون به را 
 بـر  جـدي  کشـنده  اثـر  DMSO کـه  رسـد  مـی  نظر به بعید موارد این

  .باشد داشته ها سلول
  گيري نتيجه
یسـه بـا   در مقا سـلولی  تکثیر قابلیت و بقاء افزایش موجب دپرنیل

 القـاگر  عنوان به را ترکیب این توان می و شد دي متیل سولفوکساید
 بـه  سولفوکسـاید  متیـل  دي از اسـتفاده  .داد قرار استفاده مورد سلولی
  .نداشت BMSCs بر جدي سمی اثر تنهایی

  قدرداني و تشكر
 يبـرا  يطـاهر  فاطمـه  خـانم  نامـه  انیپا از یبخش حاصل مقاله نیا
 از یتکـوین  یشناس ـ سـت یز رشـته  در شـد ار یکارشناس ـ درجـه  اخذ

ــان دانشــگاه ــود دامغ ــدین .ب ــ ب  و شناســی زیســت دانشــکده از لهیوس
 هزینـه  پرداخـت  خـاطر  بـه  دامغـان  دانشـگاه  زیستی علوم پژوهشکده

 و تشـکر  آزمایشـگاهی  امکانـات  گذاشـتن  اختیار در و وسایل مواد،
  .گردد می قدردانی
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 _____________________________________________________________________________  
Abstract 
Background and Objective: Research have been focused on the applying the chemical inducer for trans-
differentiation the adult BMSCs into neural cell. So that, at the first should investigate the toxcity effect 
of the chemical inducer on the induced cells. Plasticity and easy accessibility of bone marrow 
mesenchymal stem cells is a unique charactristic for treatment of neural disorderies. This study was 
desgined to determine the inductive effect of Deprenyl and Dimethyl sulfoxide on proliferation and 
survival of the mesenchymal stem cells. 

Materials and Methods: In this experimental study, BMSCs isolated from the adult rat bone marrow and 
cultured in αMEM containing 10% FBS. Cell identity for surface antigens was performed in third passage 
by immunocytochemistry and multipotancy capacity of BMSCs was done by BMSC differentiation into 
adipocytes and osteocytes. The cells were exposed to chemical agents (a: the αMEM medium 
supplemented with 2% DMSO, b: the αMEM medium supplemented with 10-8M Deprenyl) for 24 houres 
and then transferred to αMEM containing 10% FBS cell survival and proliferation was evaluated after the 
24, 48, 72 and 96 houres by MTT [3-(4-5-Dimethylthiazolyl-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] test. 
Data were analyzed using SPSS-16, One-Way ANOVA and Tukey tests. 

Results: In addition to expression the surface antigens and adipogenic and osteogenic  differentiation by 
BMSCs, MTT test results showed that proliferation and survival of induced-deprenyl and DMSO cells 
within 48, 72 and 96 hours after the induction was increased significantly than negative control group. 

Conclusion: Deprenyl increases survival and cell proliferation compared to Dimethyl Sulfoxide. It can be 
used as cell inducer. 

Keywords: Bone marrow mesenchymal stem cell, Deprenyl, Dimethyl Sulfoxide, MTT 
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