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Abstract 

Purpose: The present study was designed to investigate the effect of different doses of Staurosporine on 
differentiation of PC-12 cell line into differentiated neuronal cells.  
Materials and Methods: PC-12 cell line as a useful model system for neurobiological studies was 
maintained in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS. Staurosporine were added to culture medium in 
different concentrations (110, 214, 316 and 1000 nM), then morphology and apoptotic index were assessed 
by total neurite length estimation and TUNEL staining. 
Results: Data showed that total neurite length of PC-12 cells that were treated with 110, 214, 316 and 1000 
nM was 44±9.3, 153±15.0, 104±10.4 and 31±9.6μm respectively. Therefore PC-12 cells that were treated 
with 214 nM Staurosporine had the greatest neurite length in compression with the other concentrations 
(P<0.05). In addition apoptotic index in these concentrations was 3±0.7,4±0.8,8±1.0 and 10±1.1 respectively, 
Therefore PC-12 cells that were treated with 110 and 214 nM Staurosporine had minimal apoptotic index 
(P<0.05). 
Conclusion: Finally it can be concluded that 214 nM concentration of Staurosporine is an optimum 
concentration for differentiation of neuronal cell lines to differentiated neuronal cells.  
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 چكيده
   PC-12 به دست آوردن غلظت مناسب استئورسپورين براي القاي تمايز عصبي در سلولهاي رده :هدف

 ) RPMI 1640) Roswell Park Memorial Institute رشـد يافتـه در محـيط كـشت     PC-12در اين بررسي رده سلولي . :مواد و روشها
سلولهاي تيمار شده با    .  نانومولار استئورسپورين قرار گرفت    1000 و   316  ،214،  110 درصد سرم ، تحت تيمار با غلظتهاي         10همراه با 

ظر القـاي   غلظتهاي مختلف استئورسپورين از نظر مورفولوژي، با اندازه گيري ميزان طول نوريتهاي هر سلول تمايز يافته وهمچنين از ن                  
و مقايـسة   TUNEL  (Terminal Uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling)با روش رنگ آميزي  آپوپتوز

  .شاخص آپوپتوز ارزيابي شدند
، 153±0/15،  44±3/9 نـانومولار بـه ترتيـب      1000 و   316  ،214،  110 طـول نوريتهـا در سـلولهاي تيمـار يافتـه بـا غلظتهـاي                 :ها يافته

 بـه طـرز   ها  نانومولار در مقايسه با ساير غلظت214 ميكرو متر بود كه در اين بين سلولهاي تيمار يافته با غلظت         31±6/9و  4/10±104
 و  8±0/1،  4±8/0،  3±7/0 همچنين شاخص آپوپتـوز در ايـن سـلولها بـه ترتيـب               (p<0.05)معني داري داراي بلندترين نوريتها بودند       

داري در مقايسه     نانومولار به طرز معني    214 و   110بين آنها ميزان القاي آپوپتوز در سلولهاي تيمارشده با غلظتهاي            بود كه در     1/1±10
   .(p<0.05) نانومولار كمتر بود 1000 و 316با غلظتهاي 

زان آپوپتـوز در سـلولهاي ردة       تواند با ايجاد بلندترين نوريتها و القاي كمترين مي ـ          مي  نانومولار استئورسپورين  214 غلظت   :گيري نتيجه
PC-12تواند به عنوان غلظت تمايزدهندة مناسب اين ماده استفاده شود  ميبه سمت نورونهاي بالغ متمايز كند؛ بنابراين ، اين سلولها را .  

  
  PC-12 ،  تمايز عصبي، استئورسپورين، آپوپتوز:ها كليد واژه

  
  

________________________ 

شناسي، صندوق  ه رازي، دانشكده علوم،گروه زيستكرمانشاه، دانشگا:  آدرس مكاتبه
   67149- 67346پستي

                                                            E-mail: azadbakhtm@razi.ac.ir 

  مقدمه
واع مختلف سـلول    طي تكوين سيستم عصبي در پستانداران ان      

شود كه مسيرهاي تكوين طبيعـي اغلـب ايـن            مي عصبي ايجاد 
مطالعـه تكـوين    . گروههاي سلولي هنوز كاملاً مشخص نيست     

سلولهاي عصبي در محيط آزمايشگاه علاوه برافزايش درك ما         
از مكانيسمهاي تكوين، ابزار سـودمندي را در شـناخت رونـد            

  . سازد  ميبيماريهاي نورودژنراتيو فراهم

در مطالعات اي  ي سلولي به طور گستردهها امروزه رده
پاتوفيزيولوژي بيماريهاي مختلف از جمله بيماريهاي دستگاه 

شوند اما استفاده از آنها به علت تقسيم عصبي استفاده مي
سلول عصبي بالغ با پذيري و نداشتن خصوصيات يك 

  بهPC-12در اين بين رده سلولي ]. 1[مشكلاتي همراه است 
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دليل داشتن پتانسيل تمايزي به نورون بالغ بيشتر مـورد توجـه            
اين رده سلولي در پاسخ به اثـر طـولاني          . ]2[قرار گرفته است    

ايستد و با ايجاد زوايد نوريتي بلنـد          مي  از تقسيم  NGF1مدت  
 NGF. ]4 و 3[يابـد     مي به سمت تشكيل يك نورون بالغ تمايز      

 از طريـق افـزايش      G1بامتوقف كردن چرخـه سـلولي در فـاز          
 و p21/WAF1] 5وp53 يي مانندها غلظت داخل سلولي پروتئين

 سپس ايجاد زوايد نوريتي و پايدار كـردن ميكروتوبولهـا           و] 6
] 8[ tau توسط افزايش بيان ژنهـاي    ] 7-9[در امتداد اين زوايد     

  ].11 و10[شود   مي، سبب تمايز سلولهاي عصبيMAP 2و
 3استئورسـپورين ديگري بـه نـام       ماده شيميايي    NGFعلاوه بر   

]. 13و12[ شـده اسـت    براي تمايز سـلولهاي عـصبي اسـتفاده       
ــپورين ــد  استئورس ــي از آلكالوئي ــصول طبيع ــك مح ــا  ي ي ه

 Streptomyces از باكتري 1977 است كه در سال k252aخانواده

staurosporeus  بـه علـت     ايـن مـاده اخيـراً     ]. 14[  تخليص شد
ي ها   وتمايز رده  ها  وتئين كيناز اثرمهار كنندگي غيراختصاصي پر   

]. 15و1[ عصبي بسيار مورد توجه محققان قـرار گرفتـه اسـت          
بسته بـه غلظـت بـه كـار بـرده شـده آن داراي        استئورسپورين

عملكردي چندگانه است به عبارت ديگر رفتـاري وابـسته بـه            
ــه طــوري كــه در غلظــت   ــر 5غلظــت دارد، ب ــانو مــولار اث  ن

 نـانو  350 تـا  50 ، غلظتهـاي     ]16[ را مهـار كـرده     NGFتمايزي
ي ســلولي در حــال تقــسيم بــه هــا مــولارآن ســبب تمــايز رده

 نـانو مـولار     1000و در غلظـت     ] 17[شـود     مي نورونهاي بالغ 
درمقايـسه بـا    ]. 16[شـود     مـي  سبب القاي آپوپتوز در نورونها    

NGF،ــسيار سريعترســبب تمــايز ســلولهاي   استئورســپورين  ب
ــد در   ــاي بلن ــاد نوريته ــصبي وايج ــاع ــي  آنه ــود م  ].17[ش

 و  p53 اثري بر غلظت پـروتئين       NGF برخلاف   استئورسپورين
 ،p33cdk2وp34cdc2 فرودستهاي آن ندارد بلكه با مهار مـستقيم    

________________________ 

1  .  Nerve Growth Factor 
2 - Microtubule Associated Protein  
3 - Staurosporine (SSP) 

   راسـاماندهي مـي كننـد،       -CDKكه تشكيل كمپلكس سـيلكين      
 را مهـار كـرده وچرخـه سـلول را از فـاز              DNAهمانند سازي   

  استئورسپورين ].6[ شودتقسيم خارج وسبب تمايز سلولها مي     
 كــه در ســطح NGFبــراي ايجــاد زوايــد نــوريتي بــر خــلاف 

داد، روي خـود پـروتئين       را افزايش مـي    tauرونويسي بيان ژن    
tau     اثر گذشته واز طريق مهار  MAP2      كينازكه باعـث فـسفريله

 ودر نهايـت مختـل كـردن فعاليـت آن در            tauكردن پـروتئين    
شود، فسفريلاسيون    مي نوروني پايداري ميكروتوبولها و زوايد   

اين پروتئين را به ميزان قابل توجهي كم كرده و به اين ترتيب             
 بـه ميكروتوبولهـا   tauشرايط را براي اتصال مناسـب پـروتئين    

 كنـد   مـي  ودر نهايت ايجاد و پايـداري زوايـد نـوريتي فـراهم           
 در دفـسفريلاسيون     استئورسـپورين  همين خاصـيت  ].19و18[

ده كــه دانــشمندان تــلاش خــود را در  ســبب شــtauپــروتئين 
استفاده از اين ماده به عنوان دارويي در درمان بيماري آلزايمـر            

دهـد    مـي   رخ tauكه در آن فسفريلاسيون بيش از حد پروتئين         
  ].21و20 [ متمركز كنند

، اين سـلولها ابـزاري      PC-12با توجه به ويژگيهاي رده سلولي       
لكـولي درفراينـد    سودمندي براي درك بهتـر مكانيـسمهاي مو       

نورن زايـي وتـشكيل سيـسم عـصبي در طـي رونـد تكـويني              
در ايـن مطالعـه از غلظتهـاي        . آينـد   مـي  پستانداران بـه شـمار    

 به عنوان عامل القاگر تمايز سـلولهاي    استئوروسپورينمتفاوت  
آپوپتوز  عصبي استفاده شد تا نقش نورون زايي آن بدون القاي         

  .در محيط آزمايشگاه بررسي شود
  

  واد و روشها م
   PC-12كشت سلولهاي رده 

) 1-شـكل    (PC-12 در اين مطالعه رده سلولي در حـال رشـد         
 4(NCBI)تهيه شـده از بانـك سـلولي انـستيتو پاسـتور ايـران               

________________________ 

4 - National Cell Bank of Iran (NCBI) 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  

  و همكارانصدري

 

 20  و19 شماره  سال پنجم،مجله علوم تشريح ايران،

160 160

  براي رشد و تكثير اين سـلولها از محـيط كـشت           . استفاده شد 
(Gibco,UK) RPMI 1640 ده درصد  شامل همراه با افزودنيهايي

FBS(Gibco,UK)1     دو ميلي مولار، (Sigma,USA) L-Glutamine 
 (Sigma, USA) 2ي آمينـه غيرضـروري  هـا  و يك درصـد اسـيد  

 ميلـي ليتـري در   40سلولها در فلاسكهاي كـشت   . استفاده شد 
 درصـد  5بـه ميـزان    CO2سـانتي گـراد بـا      درجه37انكوباتور

 . نگهداري شدند
  

  
  

: بار. PC-12ده سلولي  سلولهاي در حال تقسيم و تمايز نيافته ر.1شكل
   ميكرومتر40

  

  PC-12تمايز سلولهاي رده 
 ســاعت از كــشت، بــراي القــاي تمــايز در 24 بعــد از گذشــت 

 ساعت تحـت تيمـار     5، اين سلولها به مدت      PC-12سلولهاي رده   
 شـامل غلظتهـاي     (Alexis,USA) استئورسپورينغلظتهاي مختلف   

و پــس از ايــن  نــانومولار قــرار گرفتنــد 1000 و316، 214، 110
مدت سلولها براي بررسي خصوصيات موروفولوژيك وهمچنـين   

 ارزيـابي شـدند     استئورسـپورين ميزان القاي آپوپتوز در اثر تيمار       
  . شد بار تكرار4ودر هر ارزيابي، آزمايشها 

  
  ارزيابي مورفولوژيك سلولهاي تمايز يافته

  براي فراهم نمودن امكان مشاهده مجزا و دقيق تـر، سـلولهاي            
  

________________________ 

1 - Fetal Bovine Serum 
2 - Non- Essential Amino Acid 

 24سلول در هر خانـة ظـرف كـشت          104 با تراكم    PC-12ردة  
خانه، كشت شدند وپس از تمايز مورد ارزيابي مورفولـوژيكي          

  .قرار گرفتند
  

  
از طريق قرار  PC-12 ارزيابي مورفومتريك سلولهاي تمايز يافته .2شكل 

دادن تصوير سلول در پس زمينه ي داراي خطوط با فاصله هاي مشخص 
   ميكرومتر20: بار .  هاintersection و شمارش

  
يكي از بهترين شاخصها بـراي ارزيـابي مورفولـوژي نورونهـا            

.  است 3(TNL)اندازه گيري طول كل نوريتهاي آن تحت عنوان         
مناسب تـرين روش  ها  Intersectionبراي اين كار روش شمردن

معرفي شـد از   )Ronn(در اين روش كه توسط رن    ]. 22[است  
بــه صـورت نقــاط  ) نورونهـا (ايز يافتــه سـلولهاي عــصبي تم ـ 

 100 و هـر خانـه      خانـه  4هر غلظت (تصادفي در ظرف كشت     
ــلول ــوس ) ســـ ــوري معكـــ ــكوپ نـــ ــا ميكروســـ   بـــ

 (Olympus IX-71 ,Japan)   مجهز به دوربين عكـس گرفتـه و در
ي هـا   يك پـس زمينـه تعريـف شـده بـا خطـوطي بـا فاصـله                

 نقـاطي كـه نوريتهـا خطـوط        تعداد. قرار داده شد   (d)مشخص
ــوان افقــي را قطــع مــي ــد تحــت عن   شــمردهIntersectionكنن

و پس از قرار دادن در فرمول زير، مقدار حاصـل بـه           ) 2شكل(
  . محاسبه شد(TNL)عنوان طول كل نوريتهاي يك نورون 

________________________ 

3 - Total Neurite Lentgh 
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Id.TNL ×
π

= 2  

TNL  =طول تمام نوريتهاي يك نورون  
d  = ميكرومتر20(فاصله بين دو خط افقي( 

I  =تعداد intersection ها 
π = 3.14 

  
  بررسي وقوع آپوپتوز در سلولهاي تمايز يافته

 بــراي بررســي ميــزان آپوپتوتيــك بــودن غلظتهــاي مختلــف 
ايـن نـوع    .  استفاده شـد   TUNEL از رنگ آميزي   استئورسپورين

رنگ آميزي روشي براي مـشخص كـردن قطعـه قطعـه شـدن            
]. 23[ در جريان مرگ سلولي از نوع آپوپتوزاسـت          DNAمنظم  

سـلول در هـر      103 براي انجام اين آزمايش، سلولها بـا تـراكم        
ــشت   ــة ظــرف ك ــا  96خان ــايز ب ــس از تم ــشت و پ ــه ك  خان

.  درصـد تثبيـت شـدند      4 توسط پارافرمالدهيـد     استئورسپورين
  درصـد 2/0نفوذ پذيري غشاي سلولها با اسـتفاده از محلـول   

Triton X-100 (Sigma ,USA)جام  به مدت دو دقيقه روي يخ ان
 درجـه و    37 سـاعت دردمـاي      1سپس سلولها بـه مـدت        .شد

 TUNEL (Roche,Denmark)شرايط تاريكي با محلـول تركيبـي      
براي بهتر ديدن هـسته،      PBS1پس از شستشو با     . انكوبه شدند 

)  ميكروگـرم در ميلـي ليتـر       50 (2رنگ آميزي پروپديوم يديـد    
ــا   ــشو ب ــار شست ــا PBS انجــام شــد وســلولها پــس از ســه ب ب

مطالعــه  (Olympus AX-70, Japan)ســكوپ فلورســنت ميكرو
سلولهاي بـا هـسته داراي رنـگ زرد بـراق بـه عنـوان               . شدند

ســلولهاي آپوپتوتيــك شــمارش شــده و در نهايــت شــاخص 
آپوپتوز از تقسيم تعداد سـلولهاي آپوپتوتيـك بـر تعـداد كـل              

ــدر عــدد   ــراي هــر يــك از غلظتهــاي  100ســلولها ضــر ب ، ب
 كـه در محـيط      PC-12سـلولهاي   .د   محاسبه ش ـ  استئورسپورين

________________________ 

1. Phosphate Buffer Saline 
2. Propidium Iodide 

 درصد، به عنوان القاگر قوي آپوپتوز، به 5كشت همراه با اتانل  
به عنوان گروه كنترل مثبت در نظر   ساعت قرار گرفتند2مدت 

 زمينـه   40در اين آزمايش از هر خانه ظرف كـشت ،           . گرفته شد 
  .به طور تصادفي بررسي شد) x 100بزرگنمايي (ميكروسكوپي 

  
  اي آماريبررسيه

آپوپتوز به صورت    ي مربوط به طول نوريتها و شاخص      ها   داده
ميانگين و انحراف از خطـاي ميـانگين بيـان شـد و از آزمـون                

ــه    ــانس يكطرفــ ــاليز واريــ ــاري آنــ ــاANOVA)(آمــ    بــ
براي بررسي معني دار بودن Post Hoc Test(Tukey HSD) روش

و  اسـتفاده شـد      استئورسپوريناختلاف بين غلظتهاي مختلف     
  . معني دار در نظر گرفته شدp<0.05تفاوتهاي با 

  

  ها يافته
ــده     ــايز دهن ــرين غلظــت تم ــور انتخــاب مناســب ت ــه منظ ب

 با توجه به نقش وابسته به غلظت آن در القـاي            استئورسپورين
تمايز و ايجـاد زوايـد نـوروني در سـلولهاي عـصبي ، نتـايج                

وز حاصل از ارزيابيهاي مورفولوژيكي و بررسي شاخص آپوپت       
  .به طور همزمان مورد توجه قرار گرفت

نتايج به دست آمده حاصل از بررسي موفولـوژيكي سـلولهاي           
 نـشان داد كـه ميـانگين طـول نوريتهـا در             PC-12تمايز يافتـه    

 1000 و316، 214، 110ســلولهاي تيمــار يافتــه بــا غلظتهــاي 
 31±6/9و 104±4/10، 153±15،  44±3/9نانومولار به ترتيـب   

 نـانومولار   214در اين ميان تيمـار بـا غلظـت          . دميكرو متر بو  
در مقايـسه بـا      ) (p<0.05 با اختلافي معنـي دار       استئورسپورين

ساير غلظتها، سبب القاي تمايز و ايجاد بلنـدترين نوريتهـا در            
 نـانومولار،   214پس از غلظـت     .  شده بود  PC-12سلولهاي رده   

ايجـاد كـرده     نانومولار بلندترين نوريتها را      316تيمار باغلظت   
ــه غلظــت   ــود، در حــالي ك ــانومولار 110ب ــپورينن   استئورس

 نتوانسته بود بسياري از سلولها را از لحاظ مورفولوژيكي كاملاً         
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از سـوي    .متمايز كند و طول نوريت در آنها بسيار پـايين بـود           
 نانومولار علاوه بـر     1000ديگر سلولهاي تيمار يافته با غلظت       

 مقايسه با ساير غلظتهـا، داراي       در داشتن كمترين طول نوريت   
  . )1، نمودار 3شكل( ظاهر بسيار آسيب ديده نيز بودند

  

  

  
  

 PC-12.در سلولهاي رده سلولي ) نوريت(بر ايجاد زوايد نوروني  استئورسپوريناثر غلظتهاي مختلف  .3شكل 

:A  نانو مولار،110غلظت  B : نانو مولار214غلظت C،  : نانو مولار،316غلظت  D:  ميكرومتر20 :بار.  نانومولار1000غلظت   

  

  
 از تيمار با  پسPC-12 تمايز يافته طول نوريتها در سلولهاي مقايسه. 1نمودار 

  .غلظتهاي مختلف استئورسپورين
:a/b/c ستونهاي با حروف مختلف داراي اختلاف معني دار هستند (p<0.05).  

نـشان داد   بررسيهاي شاخص آپوپتوز درغلظتهاي مورد آزمـايش        
 نـانومولار   1000 و 316،  214،  110كه اين شاخص در غلظتهـاي       

 بود كه در ايـن بـين        10±1/1 و   8±1،  4±8/0،  3±7/0به ترتيب   
 نانومولار كمتـرين و  214 و 110سلولهاي تيمار شده با غلظتهاي   
نـانومولار بيـشترين ميـزان       1000سلولهاي تيمار شده با غلظـت       
 نـانومولار   316از طرفي غلظت    . شاخص آپوپتوزي را دارا بودند    

با وجود اينكه سلولها را از لحاظ مورفولوژيكي به خوبي متمـايز            
كرده بود اما شاخص آپوپتوزي در سلولهاي تيمار شـده بـا ايـن              

 نانومولار بـه طـرز معنـي داري         214غلظت در مقايسه با غلظت      
  ).2، نمودار4شكل((p<0.05) بالاتر بود
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   PC-12. تمايز يافته در سلولهايآپوپتوز  بر القاي استئورسپوريني مختلف  اثر غلظتها.4شكل
  

A:  نانو مولار، 110غلظت B : نانو مولار، 214غلظت C  : نانو مولار، 316غلظت D:  نانو مولار، 1000غلظت   
E : ،سلولهاي گروه كنترل منفيF : سلولهاي گروه كنترل مثبت.  

  ( p<0.05) ميكرومتر20 :بار  .ار آپوپتوز شده اندسلولهاي به رنگ زرد درخشان دچ- 
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 پس از PC-12تمايز يافته   مقايسه ميزان وقوع آپوپتوز درسلولهاي.2نمودار 
  .تيمار با غلظتهاي متفاوت استئورسپورين

:a/b/cستونهاي با حروف مختلف داراي اختلاف معني دار هستند .   

  
  بحث

 به نورونهـاي    PC-12در اين تحقيق پس از تمايز سلولهاي رده         
، مورفولـوژي و    استئورسـپورين بالغ توسط غلظتهاي متفـاوت      

وقوع آپوپتوزدر سلولهاي تمايز يافتـه بـراي بـه دسـت آوردن            
  .غلظت تمايزي مناسب اين ماده ارزيابي شد

 داراي پتانسيل تمايزي بـالايي درپاسـخ بـه          PC-12رده سلولي   
سلولهاي عصبي است به همين د ليـل از          ورهاي القا كننده  فاكت

توان به عنـوان      مي سلولهاي عصبي تمايز يافته اين رده سلولي      
ي بـالغ دسـتگاه عـصبي در        هـا   مدلي بسيار مناسـب از نـورون      

  ]. 4[مطالعات استفاده كرد 
NGF       به عنوان يكي از     استئورسپورين به عنوان معمول ترين و 

  اسـتفاده هـا  اكننـده تمـايز در ايـن سـلول    سريع ترين مـواد الق    
سـلولهاي تمـايز    اين دو مـاده بـا دو روش متفـاوت،         .شود   مي

كنند و هم با ايجـاد زوايـد      مي نيافته را هم از فاز تقسيم خارج      
. ]6[آورند    مي نوروني، يك نورون بالغ تمايز يافته را به وجود        

تـاثير  و NGF و استئورسپورينتفاوت در روند القاي تمايز بين       
 بر پروتئينها سبب برتـري زمـاني تـاثير          استئورسپورينمستقيم  

 شده است كه در نوع خود   NGFتمايزي اين ماده در مقايسه با       
از طرفي سلولهاي عصبي تمايز     ]. 17[بسيار قابل اهميت است     

تواننـد در    مـي )حدود يك ماه  ( تا مدتها    استئورسپورينيافته با   

با درصد بقـاي بـالا زنـده        محيط كشت و در حضور اين ماده        
 ].24[بمانندكه از ويژگيهاي ديگر اين ماده است 

 علاوه بر غلظت مورد اسـتفاده از آن         استئوروسپورينعملكرد  
به نوع سلولهاي تيمار يافته با اين مـاده نيـز بـستگي دارد بـه                 

 نانو مولار اين ماده طـي مـدت سـه روز            10طوري كه غلظت    
كــه مــدلي  Tsu-Pr1  ردهدرصــد از ســلولهاي 80ســبب تمــايز

آزمايشگاهي از سلولهاي توموري سرطان پروسـتات هـستند،         
اين امر كاهش شديد آثـار تهـاجمي و مخـرب ايـن             . شده بود 

  ].25[سلولها را به دنبال داشت 
نتايج به دست آمده از تحقيق حاضر عملكرد وابسته به غلظت           

 5ز   را در ايجاد تمايز در سلولهاي عصبي پس ا         استئورسپورين
 316  و 214بـه طـوري كـه غلظتهـاي       . ساعت تيمار تائيد كرد   

نانومولار با ايجاد بلندترين نوريتها در سـلولهاي تمـايز يافتـه،            
از سـوي   . باعث تمايز آنها به سمت نورون بـالغ شـده بودنـد           

 نانومولار، به علت ايجاد زوايد نوروني كوتاه        110ديگر غلظت 
در  تمـايزي ايـن مـاده   و نامناسب نمي تواند به عنوان غلظـت  

ايـن   بـا توجـه بـه اينكـه       . در نظر گرفته شود    PC-12سلولهاي  
ي سـلولي   هـا   از غلظتهاي مورد استفاده براي تمايز رده       غلظت

،ايـن تـضاد    ]18،16[شود    مي محسوب PC-12عصبي از جمله    
بـين   مورفولوژيكي در سلولهاي عـصبي،     در القاي تمايز كامل   

تـوان در تفـاوت     مـي گـر را اين مطالعه و برخـي مطالعـات دي     
روشهاي تشخيص نورون بالغ و انـدازه گيـري طـول نوريتهـا             

ي تمايز  ها  در مطالعات پيشين براي ارزيابي نورون     . قلمداد كرد 
 ظاهر شاخه شاخه آنها يا نسبت طـول نوريـت بـه             يافته صرفاً 

 17،18[گرفـت     مـي  اندازه جسم سلولي نورون مد نظـر قـرار        
حقيـق حاضـر بـراي ارزيـابي بلـوغ       در صورتي كه در ت    ]. 26و

يكـي از دقيـق تـرين روشـهاي          مورفولوژيكي نورونهاي بالغ،  
اندازه گيري طول نوريتها و زوايد نوروني بر پايـه محاسـبات            

استفاده شد كه يكي از مزيتهاي اين مطالعه نـسبت بـه             رياضي
  ].22[سايرين است 

ن بر   افزو استئورسپورين نانومولار 1000 علاوه بر اين، غلظت     
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ايجاد كمترين طول نوريت باعـث بـه وجـود آمـدن ظـاهري              
آسيب ديده در سلولها شده بود كـه نتـايج حاصـل از بررسـي           

بـه وجـود     دهـد كـه     مي شاخص آپوپتوز در اين سلولها نشان     
آمدن ظاهر آسيب ديده در آنها با توجه به بالا بـودن شـاخص              

لقـاي  آپوپتوز در سلولهاي تيمار شده با اين غلظت بـه علـت ا            
اين غلظت در برخي مقالات بـه عنـوان         .آپوپتوز در آنها است     
و در برخي ديگـر بـه عنـوان غلظـت           ] 1[غلظت تمايز دهنده    

معرفي شده بود كـه در تحقيـق حاضـر          ] 16[القاكننده آپوپتوز   
نقش پروآپوپتوتيكي اين غلظت با القـاي آپوپتـوز در بـيش از             

  .درصد سلولها به شدت تاييد شد 10
ابـل تـوجهي كـه در بررسـيهاي شـاخص آپوپتـوز در               نكته ق 

توان به آن اشـاره كـرد، القـاي آپوپتـوز در              مي غلظتهاي ديگر 
در برخـي   .  نـانومولار بـود    316سلولهاي تمايز يافته با غلظت      

مطالعات به ويژه مطالعاتي كه روي سلولهاي گانگليوني شبكيه 
 316چــشم كــه مــاهيتي عــصبي دارنــد انجــام شــده، غلظــت 

مناسـب و   با توجه به ايجاد نوريتهـاي  استئورسپورينمولارنانو
به جود آوردن سلولهاي عصبي تمايزيافتـه بـه عنـوان غلظـت             
تمايزي مناسب اين ماده در نظر گرفته شده است بـدون آنكـه             

]. 1[توجهي به نقش القايي آن در ايجـاد آپوپتـوز شـده باشـد      
وپتـوز  تحقيق حاضر با بررسي همزمان مورفولوژي وميـزان آپ        

در سلولها نشان داد كه استفاده از اين غلظت در عين حال كـه             
باعث ايجاد زاويـد نـوروني مناسـب و تمـايز مورفولـوژيكي             

شود اما به علت القاي آپوپتوز نمي تواند بـه عنـوان        مي سلولها
 بـه نورونهـاي     PC-12غلظت مناسب براي تمايز سلولهاي رده       

 214يـق حاضـر غلظـت       از ايـن رو در تحق     . بالغ استفاده شود  
 110، به عنوان غلظت ميانه غلظتهاياستئوروسپورين نانومولار

  نانومولار كه در اغلب تحقيقـات مـورد اسـتفاده قـرار            316 و
گيرند، استفاده شد و با توجـه بـه ايجـاد بلنـدترين زوايـد                مي

نوروني و القاي كمترين ميزان آپوپتـوز در سـلولها بـه عنـوان              
 درمقايسه با ساير استئوروسپورين زيمناسب ترين غلظت تماي

 .شود  ميغلظتهاي مورد مطالعه در اين تحقيق معرفي

در مجموع با توجـه بـه اثرهـاي مختلـف غلظتهـاي متفـاوت               
والقاي آپوپتوز و اخـتلاف در معرفـي          در تمايز  استئورسپورين

، استئورسـپورين يك غلظت ثابت براي تمايز سـلولها توسـط          
براين كه ممكـن اسـت بـه عنـوان راه           نتايج اين تحقيق علاوه     

گشايي براي به كارگيري صـحيح ايـن مـاده در تمـايز سـريع               
سلولهاي عـصبي بـدون القـاي آپوپتـوز در آنهـا قـرار گيـرد،                

كند كه هر آزمايش گر قبـل از اسـتفاده تمـايزي از               مي پيشنهاد
، نقش پروآپوپتوتيكي آن را نيز مدنظر داشـته و          استئورسپورين
  .رار دهدمورد بررسي ق
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