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Abstract 
Objective: Two types of stem cells are found in the bone marrow: hematopoietic stem 
cells and marrow stromal cells (MSCs). Is it possible to induce the differentiation of bone 
marrow stromal cells into neural cells in vitro and subsequently transplant them into the 
brain? This might help repair neural lesions observed in some neurodegenerative diso 
ders such as Parkinson’s disease (PD).
Materials and Methods: In this study, cultured MSCs were incubated in serum free me-
dium containing 10-8 M selegiline for 24 hours and cells were cultured for another 48 hours 
in α minimal essential medium (α-MEM) containing 20% fetal bovine serum (FBS).
Then selegiline-treated cells were immunostained for neuronal markers such as NF-200 
and TH.
Results: Cell counting results showed that Selegiline at doses of 10-6, 10-7 and 10-8 M 
increased the mean percent of viable cells. The most effective dose of Selegiline for dif-
erentiation of bone marrow stromal cells (BMSCs) was 10-8 M. Molecular studies indcated 
that the expression of BDNF, GDNF, NGF, NT3, and NT4/5 genes were increased in 
Selegiline-treated cells compared to non-treated group.
Conclusion: BMSCs can be directed to a neural fate in vitro and can be considered as a 
cell source in neurological disorders for autograft therapy.
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مقدمه
كه  است  مكاني  اولين  استخوان  مغز  تولد،  از  پس  پستانداران  در 
خارج  بخش  از  بالغ  خوني  سلول هاي  مي كند،  خون سازي  به  شروع 
عروقي، لايه ادوانتيشيا و اندوتليوم عروق خوني عبور كرده و به داخل 
خون رها مي شوند (3-1). مغز استخوان پس از تولد از دو سيستم اصلي 
با منشاء متفاوت تشكيل شده است كه عبارتند از: 1. بافت خون ساز و 2. 

استرومايي كه اين بافت را حمايت مي كند (4، 5).
سلول  نوع  دو  آن  در  كه  است  ارگاني  تنها  استخوان  مغز 
شده اند.  جمع  جا  يك  در  بافت هايشان  همراه  به  مجزا  بنيادي 
استخواني،  سلول هاي  چربي،  سلول هاي  رتيكولار،  سلول هاي 
سلول ها  از  شبكه اي  صورت  به  اندوتليال  سلول هاي  و  ماكروفاژها 
نام به  را  مناسبي  محيط  و  دارند  قرار  سينوزوئيدها  خارج  فضاي  در 

B(BMW) Bone Marrow Microenvironment فراهم مي كنند (6)، 
در اين محيط سايتوكاين هاي آزاد شده و اينتركشن هاي بين سلولي نقش 

مهمي را در تكثير و تمايز پيش سازهاي خوني ايفا مي كنند (4، 5 و7).
دارندكه  وجود  استخوان  مغز  در  بنيادي  سلول  نوع  دو 
استرومايي مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  از:  عبارتند 

(Mesenchymal Stromal Stem Cell; MSC) و سلول هاي بنيادي 

بيان ژن هاي NT3 ،NGF ،GNFD ،BDNF و NT4/5 در سلول هاي استرومايي
مغز استخوان رت بالغ تحت القاى سلژيلين 
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چكيده 
* هدف: بيان ژن هاي NT-3 ،NGF ،GDNF ،BDNF و NT-4/5 در سلول هاي استرومايي مغز استخوان رت بالغ تحت القاى سلژيلين

* مواد و روش ها: در اين پژوهش دارويي به نام سلژيلين به دليل اثرات تروفيك خود مورد توجه قرار گرفت. اين دارو در 
درمان بيماري پاركينسون مورد استفاده قرار مي گيرد. به منظور القاي فنوتيپ عصبي در سلول هاي استرومايي مغز استخوان، اين 
سلول ها مدت 24   ساعت در معرض سلژيلين با غلظت 8-10 مولار قرار گرفتند سپس به مدت 48 ساعت بعد، سلژيلين از محيط 

حذف شده و فقط سلول ها در معرض محيط و سرم قرار گرفتند. 
* يافته ها: مقايسه نتايج حاصل از شمارش سلولي نشان داد در غلظت هاي 6-10، 7-10 و 8-10 مولار سلژيلين، ميانگين درصد 
سلول هاي زنده بيشتر است. سلول هاي عصبي تمايز يافته در محيط كشت تحت القا سلژيلين با غلظت 8-10 مولار قرار گرفتند 
و در آن سلول هاي عصبي به شكل چندوجهي، سه گوش و يا دوكي شكل با زوايد عصبي مشاهده  شدند. سپس با استفاده از 
رنگ آميزي كرزيل ويوله اين سلول ها شمارش شده و نتايج حاصله به وسيله آزمون آماري مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت، 
در غلظت 8-10 سلژيلين ميانگين درصد سلول هاي عصبي از نظر آماري اختلاف معني داري با غلظت 9-10 وجود نداشت ولي با 
 BDNF, GDNF, NGF, NT3 غلظت هاي 13-10 تا 5-10 از لحاظ آماري تفاوت معني داري را نشان داد. مقايسه الگوي بيان ژن هاي
NT4/5 , در سلول هاي استرومايي مغزاستخوان قبل و بعد از القاي با سلژيلين نشان دادكه غلظت 8-10 مولار سلژيلين بيان ژن هاي 

مربوطه را درسلول هاي عصبي افزايش مي دهد. 
* نتيجه گيري: يافته هاي فوق نشان مي دهند سلژيلين قادر است تمايز عصبي را در سلول هاي استرومايي مغز استخوان تحريك 
جهت  در  گامي  مي توان  نظر  اين  از  كه  نمايد  ايجاد  نوروتروفيك  فاكتورهاي  بيان  توانايي  با  دوپامينرژيك  سلول هاي  و  نموده 

كاربرد درماني اين سلول ها در بيماري پاركينسون برداشت. 

* كليدواژگان: سلول هاي استرومايي مغز استخوان، سلژيلين، فاكتورهاي نوروتروفيك
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مقاله اصيل

.(Hematopoietic Stem Cells) خون ساز
 B(Bone Marrow Stromal استخوان  مغز  استرومايي  سلول هاي 
Cells; BMSCs)  علاوه بر آنكه محيط مناسبي را براي تمايز سلول هاي 
بنيادي خون ساز فراهم مي كنند، قادرند به استئوبلاست ها، كندروسيت ها، 
اديپوسيت ها تمايز يابند (8)، گزارش هايي توسط محققين درخصوص 
تمايز آنها به سلول هاي عضله اسكلتي (9) عضله قلبي (10)، هپاتوسيت ها 
(11)، گليال ها و نورون ها و ديگر سلول ها در شرايط in vitro (تحت 
اثر عوامل القايي مختلف) ارايه شده است. از طرف ديگر اين سلول ها 
را  نوروني  و  گليالي  سلول هاي  به  تمايز  قابليت  نيز   in vivo شرايط  در 

دارند (5، 12، 13).
ماركرهايي  مي توانند  نيافته  تمايز  استرومايي  سلول هاي  حتي  البته 
 ،Class III Beta-Tubulin Isotype (MAP1) نستين،  مثل 
 ،(Vimentin) ويمنتين   ، و   Microtubule-Associated Protein 1
 Glial Fibrillary و و Neuron-Specific Nuclear Protein و (NeuN)
Acidic Protein (GFAP) را بيان  كنند. بنابراين در اين سلول ها ژن هاي 
از  بنابراين  مي شوند (5، 14).  بيان  اكتودرمال  و  اندودرمال  مزودرمال، 
لحاظ قدرت تمايزي، اين سلول ها در رده سلول هاي چند ظرفيتي قرار 

داده مي شوند.
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به طور كلي سلول هاي بنيادي بر حسب قابليت تمايز به سه گروه 
تقسيم مي شوند:

شكل  جنين  در  كه  هستند  سلول هايي  اولين  جزء   :Totipotent  .1
مي گيرند و قابليت تمايز به انواع سلول هاي ارگانيسم را دارند.

Pluripotent .2: از جنين انسان در مرحله بلاستوسيست 100 تا 200 
سلولي منشا مي گيرند.

 Adult) بالغ  بنيادي  سلول هاي  را  گروه  اين   :Multipotent  .3
 (Somatic stem cell) و يا سلول هاي بنيادي سوماتيك (stem cell
استخوان،  مغز  در  فرد  زندگي  طول  تمام  در  سلول ها  اين  مي نامند.  نيز 
روده،  اسكلتي،  عضله  اپيدرم،  محيطي،  خون  دندان،  پولپ  نخاع،  مغز، 
تحت  قادرند  سلول ها  اين  دارند.  وجود  شبكيه  و  قرنيه  كبد،  پانكراس، 
كه  بافتي  سلول هاي  به  ضايعه  ايجاد  دنبال  به  يا  فيزيولوژيك  شرايط 
ديده را ترميم كنند (17- بافت آسيب  يابند و  دارند تمايز  در آن قرار 
15)؛ به عنوان مثال سلول هاي بنيادي خون ساز در مغز استخوان به تمام 
 ،Tو  B لنفوسيست هاي  قرمز،  گلبول هاي  مانند  خوني  سلول هاي  انواع 

نوتروفيل ها، ائوزينوفيل ها و مونوسيت ها تمايز مي يابند (4، 5).
سلول هاي بنيادي در مغز به نورون، آستروسيت و اليگودندروسيت ها 
دستگاه  پوشش  در  كه  اپي تليال  بنيادي  سلول هاي  مي يابند.  تمايز 
گابلت،  جذبي،  سلول هاي  به  دارند  قرار  كريپت ها  عمق  و  گوارش 
پانت و انترواندوكرين تمايز مي يابند و يا سلول هاي بنيادي پوست كه 
دارند به ترتيب به  فوليكول هاي مو قرار  قاعده  بازال اپيدرم و  در لايه 

كراتينوسيت و فوليكول مو تمايز مي يابند (6، 8، 9).
پاتولوژيكي  شرايط  تحت  بالغ  بنيادي  سلول هاي  آن  بر  علاوه 
سلول هاي  به  محيطي  فاكتورهاي  در  تغيير  يا  التهاب  مانند  خاصي 
ديگري كه مربوط به آن بافت خاص نمي باشد، تمايز مي يابند. به اين 
 Adult Stem Cell Plasticity و يا Transdifferentiation ويژگي
مي گويند (10، 11، 16، 17). مطالعات زيادي در مورد مكانيسم توانايي 
تمايز بالاي سلول هاي بنيادي بالغ انجام شده است. سلول هاي استرومايي 
مغز استخوان جزو  سلول هاي بنيادي سوماتيك به حساب مي آيند؛ اين 
سلول هاي طويل، شبيه به فيبروبلاست بوده و انواع سيتوكين ها را توليد 
استخوان  مغز  سلول هاي  درصد  تا 0/01  كه 0/001  مي كنند (18-20) 
را تشكيل مي دهند (21). نخستين بار پاتولوژيست آلماني به نام كونهيم 
وجود اين سلول ها را در مغز استخوان شناسايي كرد. وي با مطالعاتي 
كه بر روند ترميم زخم انجام داد، به اين نتيجه رسيد كه مغز استخوان 
محل  در  كلاژن  الياف  دهنده  رسوب  فيبروبلاست هاي  منشأ  مي تواند 
براي  همكارانش  و  فرندستين  سال 1986  در  سپس   .(22) باشد  ترميم 
اولين بار اين سلول هاي بنيادي غيرخون ساز را در مغز استخوان شناسايي 

كردند (23). 
كشت  ظروف  كف  به  بودند  قادر  راكه  سلول ها  اين  آنها 
شكل  به  و  شوند  جدا  استخوان  مغز  خون ساز  سلول هاي  از  و  بچسبند 
كلوني هايي در آيند و ويژگي  فاگوسيتوزي داشته باشند را تحت عنوان 
Colony forming unit fibroblastss (CFU-Fs)و   ناميدند (5، 6، 24). البته به 

نام هاي ديگري نيز شناخته شده اند (27-25)كه سلول هاي استرومايي مزانشيمي 
است؛ در حالي كه اين سلول ها را مي توان در بافت هايي مثل استخوان تيغه اي 
(ترابكولار)، بافت چربي، سينوويوم، عضله اسكلتي، ريه، طحال، كبد، كليه، 
مغز، غضروف ، قلب، پوست، دندان هاي شيري و سلول هاي اطراف عروق 

مربوط به ژله  وارتون بندناف انسان نيز مشاهده نمود (19، 28).
كه  است  آن  استخوان  مغز  استرومايي  سلول هاي  ديگر  ويژگي  از 
برابر  شوند  تا 30  و 25  يافته  تكثير  كشت،  محيط  در  قادرند  سلول ها  اين 

(5، 6، 29، 30)، بدون آنكه تمايزي داشته باشند. البته اگر تا 12 پاساژ در 
مي دهند.  دست  از  را  خود  تمايز  قدرت  كم كم  بمانند  باقي  كشت  محيط 
شرايط در  قادرند  سلول ها  اين  كه  داده  نشان  تحقيقات  نيز  طرفي  از 

in vitro وin vivo به سلولهاي عصبي تمايز يابند. مطالعات سنچز راموس و 
همكارانش نشان داد كه سلول هاي استرومايي مغز استخوان انسان داراي ظرفيت 
تمايز به سلول هاي عصبي بوده است، در اين تحقيقات از اسيد رتينوئيك،
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)،  فاكتور رشد عصبي
سلنيوم و   (Transferrin) ترانسفرين   ،(Epidermal Growth Facotr)

(Selenium) استفاده گرديد و به دنبال آن بخشي از سلول ها ماركر عصبي 
NeuN (حدود 5 درصد) و بخش ديگر ماركر آستروسيتي GFAP (حدود 1 

درصد) را بيان كردند (14، 31-33).
موش  و  انسان  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي   2000 سال  در  وودبوري 
صحرايي را در محيط كشت تا بيش از 20 پاساژ پيش برد و سپس سلول ها 
در معرض محيط كشت فاقد سرم  و حاوي بتامركاپتواتانول قرار داده شدند، 
نشان  را  عصبي  سلول  فنوتيپ  سلول ها،  درصد  از 50  كمتر  ترتيب  بدين 
دادند (34، 35). بنابراين سيتوكين ها، فاكتورهاي رشد، نوروتروفين ها باعث 
محيط  در  عصبي  سلول هاي  به  استخوان  مغز  استرومايي  سلول هاي  تمايز 
 ،(BHT)  Butylated Hydroxy Toluene   و وجود  نيز  و  مي شوند  كشت 
(DMSO و) Dimethylsulfoxide ،(BHA)    Butylated Hydroxyanisolee

 cAMP 5 در محيط كشت و يا هر عاملي كه بتواند سطح-azacytidine و
داخل سلولي را افزايش دهد، مي تواند اين سلول ها را به سمت سلول هاي 
در  همكارانش  و  دنگو  كه  طوري  به  دهد (33، 35، 36).  سوق  عصبي 
 cAMP دهنده  افزايش  عوامل  كه  رسيدند  نتيجه  اين  به  خود  تحقيقات 
 Dibutyryl cAMP و Isobutyl Methyl Xanthine درون سلولي نظير

نيز موجب تمايز سلول هاي BMSC به سلول عصبي مي گردد (37). 
گونه اي  به  كشت  محيط  در  را  سلول ها  اين  تمايز  مى توان  بنابراين   
كنترل و تنظيم نمود كه به سلول هاي عصبى تمايز يابند تا بتوان از آنها در 

جهت بهبودي بيماري هاى نورولوزيك استفاده كرد. 
ابتدا بايد القا كننده مناسبي انتخاب شود كه بتواند اين سلول ها را در 
محيط كشت به سمت سلول هاي مورد نظر سوق دهد كه بدين ترتيب از 
داروي دپرنيل به منظور القاي فنوتيپ عصبي در سلول هاي استرومايي 

مغز استخوان استفاده شد.
سلول هاي  سال 1986،  در  بار  اولين  براي  همكارانش  و  فرندستين 
بنيادي غيرخون ساز را در مغز استخوان شناسايي كردند (23). سلول هاي 
در  بنيادي  سلول هاي  بهترين  به عنوان  استخوان  مغز  مزانشيمي  بنيادي 
جهت سلول درماني شناخته شده اند؛ به دليل آنكه اين سلول ها به راحتي 
تهيه و كشت داده مي شوند، خالص كردنشان آسان است زيرا به كف 
 ،5) مي شوند  جدا  خوني  رده  سلول هاي  از  و  مي چسبند  كشت  ظرف 
ژن هاي   ،(6) مي مانند  زنده  طولاني  مدت  به   in vivo شرايط  در   ،(36
اندودرمال،  ژن هاي  همين طور  و  دوپامينرژيك  نورون هاي  به  مربوط 
ايمني  واكنش  مي كنند (34، 38، 39).  بيان  را  اكتودرمال  و  مزودرمال 
و  اخلاقي  موانع  گونه  هيچ  آنها  كاربرد  نمي كنند،  ايجاد  ميزبان  در  را 
 in در  را  بالايي  تمايز  و  تكثيري  خود  قدرت  ندارد (14، 28)،  قانوني 
vitro دارند، به طوري كه قادرند در شرايط in vivo و in vitro به سلول 

عصبي تمايز يابند (5، 10، 13).

مواد و روش ها 
اساس  بر  حيوانات  روى  بر  كار  اخلاقى،  اصول  رعايت  منظور  به 
اعصاب  علوم  انجمن  كار  دستور  و   1975 سال  هلسينكى  پروتوكل 
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آمريكا انجام شد. 
به منظور جداسازي سلول هاي استرومايي مغز استخوان از موش هاي 
اين  به  كار  روش  شد؛  استفاد  اسپراگوداولي  نژاد  هفته)   6 -8) صحرايي 
صورت بود كه فمور و تيبياي موش ها خارج شده، مغز استخوان آنها به همراه 
محيط MEM - و α و سرم FBS 20 درصد از ديافيز استخوان ها در فلاسك 
سلولي تخليه شد. پس از پنج پاساژ مكرر، سلول هاي  مخصوص كشت 
استرومايي يك دست در كف فلاسك  باقي ماند. به منظور تاييد هويت 
استرومايي سلول هاي كشت داده شده، از روش ايمونوهيستوشيمي با رديابي 

آنزيم آلكالين فسفاتازبه صورت يك مرحله اي و فيبرونكتين استفاده شد. 
 BMSC مرحله بعد در اين پژوهش القاي فنوتيپ عصبي در سلول هاي
بود. براي شروع كار، ابتدا لازم بود ميزان زنده ماندن سلول پس از تاثير 
داروي سلژيلين به دست آيد. بدين ترتيب سلول ها به مدت 24 ساعت در 
معرض محيط كشت MEM - و α فاقد سرم و حاوي غلظت هاي مختلف 
سلژيلين (2-10 تا 13-10 مولار) قرارگرفتند (40). تعدادي از سلول ها نيز در 
محيط كشت فاقد سلژيلين و FBS قرار داده شدند و به عنوان گروه كنترل 
در نظر گرفته شدند. سپس تريپسينه كردن و شمارش سلولي انجام شد، 
تجزيه و تحليل آماري نتايج حاصل از شمارش سلولي با استفاده از آزمون 
كروسكال واليس (Kruskal-Wallis Test) و ANOVA صورت گرفت.

به منظورتعيين دوز مناسب داروي سلژيلين براي القاي فنوتيپ عصبي، 
سلول هاي استرومايي مغز استخوان به مدت 24 ساعت در معرض محيط 
كشت MEM - و α فاقد سرم، حاوي غلظت هاي 5-10 تا 13-10 مولار سلژيلين 
(40، 41) و سپس به مدت 48 ساعت ديگردر محيط كشت MEM - و α و 
شدند.  انكوبه  سانتي گراد  درجه  ودردماي 37  گرفته  درصدقرار  سرم 20 
و  نوري  ميكروسكوپ  با  مشاهده  و  ويوله  كرزيل  رنگ آميزي  انجام  سر 
بزرگ نمايي  با  گراتيكول،  از  استفاده  با  عصبي  شبه  سلول هاي  شمارش 
400 × (42، 43) صورت گرفت. به منظور تاييد هويت سلول هاي عصبي 
با  هيدروكسيلاز  تيروزين  و   200 نوروفيلامنت  عصبي  ماركرهاي  بيان 
روش ايمونوهيستوشيمي مورد بررسي قرار گرفت و نيز به منظور بررسي 
سلول هاي  در   NT-4/5 و   BDNF ،NGF ،GDNF NT-3 ژن هاي  بيان 
حاصل از تمايز سلول هاي استرومايي مغز استخوان در in vitro از روش 
 Reverse transcriptase-polymerase chain reaction و

(RT-PCR)  استفاده شد.
در اين روش ابتدا mRNA استخراج شده از سلول با آنزيم كپي برداري 
سپس  و  شد  تبديل   cDNA به   (Reverse Transcriptase) معكوس 

cDNA با روش PCR تكثير شده و مورد بررسي قرار گرفت. 
 Primer Design نرم افزار  با  ژن  هر  به  مربوط  پرايمرهاي  ابتدا 
قرار  ارزيابي  مورد   Generunner نرم افزار  از  استفاده  با  و  شد  طراحي 
پرايمر   :R بالادست،  پرايمر   :F) پرايمرها،  به  مربوط  اطلاعات  گرفت. 

پايين دست) به قرا ر زير است: 
BDNF-F: 5'-GCC CAA CGA AGA AAA CCA TA-3'
BDNF-R: 5'-GAT TGG GTA GTT CGG CAT TG-3'
GDNF-F: 5'-GAC TCC AAT ATG CCC GAA GA-3'
GDNF-R: 5'-TAG CCC AAA CCC AAG TCA GT-3'
NGF-F: 5'-CCT CTT CGG ACA CTG TGG A-3'
NGF-R: 5'-CGT GGC TGT GGT CTT ATC T-3'
NT3-F: 5'-AGG TCA GAA TTC CAG CCG AT-3'
NT3-R: 5'-GTT TCC TCC GTG GTG ATG TT-3'
NT4/5-F: 5'-TAT GTG CGC CGT TGA CTG C-3'
NT5/5-R: 5'-CAC AGT CAG AAG GA CGG TA-3'
Beta-2M-F: 5'-CCG TGA TCT TTC TGG TGC TT-3'
Beta-2M-R: 5'-TTT TGG GCT TCA GAG TG-3'

يافته ها 
استخوان  مغز  استرومايي  سلول هاي  پنجم  پاساژ   1 شكل  در 
شبه  كلوني هاي  و  بوده  شكل  دوكي  سلول ها  كه  مي شود  داده  نشان 
سلول ها  مثبت  واكنش  شكل2  در  كرده اند.  ايجاد  را  فيبروبلاستي 
كه  طوري  به  است  شده  داده  نشان  فسفاتاز  آلكالين  آنزيم  به  نسبت 
صورتي  رنگ  به  آنزيم  اين  محتوي  استرومايي  سلول هاي  سيتوپلاسم 
ديده  شده اند. در شكل 3 سلول هايي نشان داده شده كه واكنش مثبت 
اتيديوم  به كارگيري  با  نيز  و  داشتند  را  ضدفيبرونكتين  آنتي بادي  به 
اين  شمارش  با  كه  مي شود  ديده  قرمز  رنگ  به  هسته هايشان  برومايد 
و  هستند  استرومايي  سلول ها،  درصد   97 حدود  شد  مشخص  سلول ها 

به آنتي فيبرونكتين واكنش مثبت نشان داده اند. 

شكل 1: پاساژ پنجم سلول هاي MSC را نشان مي دهد كه سلول ها دوكي 
شكل و كلوني هاي شبه فيبروبلاستي ايجاد كرده اند (200×).

شكل 2: شناسايي سلول هاي استرومايي مغز استخوان موش صحرايي: 
يك  آلكالين فسفاتاز  روش  با   BMSC سلول هاي  ايمونوسيتوشيمي 
به  مثبت  واكنش  كه  سلول هايي  سيتوپلاسم  تصوير  اين  در  مرحله اي، 
مي شود ديده  صورتي  رنگ  به  داده اند،  نشان  فسفاتاز  آلكالين  نشان گر 

.(× 400)

تا  10-2) سلژيلين  مختلف  غلظت هاي  اثر  دوگانه   مقايسه 
قرار  بررسي  مورد  استرومايي  سلول هاي  بقاي  ميزان  بر   (10-13

غلظت  در  زنده  سلول هاي  درصد  ميانگين  كه  گونه اي  به  گرفت 
،  10-11  ،  10-12  ،  10-13 غلظت هاي  با  سلژيلين  مولار   6-10

نشان  را  معني داري  تفاوت  آماري  لحاظ  از   10-7  ،10-8  ،10-9  ،10-10
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 ،10-3  ،10-4  ،10-5 غلظت هاي  با  ميانگين  اين  كه  حالي  در  نمي دهد، 
.(p<0/05) 2-10 و همچنين با گروه كنترل، معني دار است

شكل 3: سلول ها را با سيتوپلاسم حاوي رشته هاي سبز رنگ فيبرونكتين 
نشان مي دهد و هسته سلول ها نيز با اتيديوم برومايد به رنگ قرمز روشن 

ديده مي شوند (400 ×).

شكل 4: تصوير فاز كنتراست سلول هاي شبه عصبي القا شده با غلظت 
8-10 مولار دپرنيل، كه در آن سلول هاي عصبي به شكل چند وجهي، سه 

گوش و يا دوكي شكل با زوايد عصبي مشاهده شدند (400 ×) .

با  سلژيلين  مولار   10-7 غلظت  در  زنده  سلول هاي  درصد  ميانگين 
تفاوت  آماري  لحاظ  از   10-6 و   10-8  ،10-9  ،10-10  ،10-11 غلظت هاي 
معني داري نشان نمي دهد، ولي با غلظت هاي 10-13، 10-12، 10-5، 10-4، 
و  است  معني دار  آماري  لحاظ  از  تفاوت  اين  كنترل  گروه  با  و   10-3

همچنين ميانگين درصد سلول هاي زنده در غلظت 8-10 مولار سلژيلين 
با غلظت هاي 9-10، 7-10، 6-10 از نظر آماري اختلاف معني داري ندارد، 
ولي اين اختلاف با غلظت هاي 10-13، 10-12، 10-11، 10-10، 10-5، 10-4، 
3-10، 2-10 و با گروه كنترل از نظر آماري معني دار است (نمودار 1). بنابر 

اين نتايج حاصل از شمارش سلولي نشان داد در غلظت هاي 6-10، 7-10 و 
8-10 مولار سلژيلين، ميانگين درصد سلول هاي زنده بيشتر است. 

شكل4 سلول هاي عصبي تمايز يافته را نشان مي دهد كه در محيط كشت 
تحت القاي سلژيلين با غلظت 8-10 مولار قرار گرفتند و در آن سلول هاي عصبي 
به شكل چندوجهي، سه گوش و يا دوكي شكل با زوائد عصبي مشاهده  شدند. 
سپس با استفاده از رنگ آميزي كرزيل ويوله (شكل  5) اين سلول ها شمارش 
شده و نتايج حاصله به  وسيله آزمون آماري مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت 
(نمودار 2)، در غلظت 8-10 سلژيلين ميانگين درصد سلول هاي عصبي از نظر 

آماري اختلاف معني داري با غلظت 9-10 ندارد ولي با غلظت هاي 13-10 تا 10-5 
.(p<0/001) از لحاظ آماري تفاوت معني داري را نشان مي دهد
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سلول هاي  درصد  ميزان  بر  دپرنيل  مختلف  غلظت هاي  تاثير  نمودار1: 
زنده در سلول هاي استرومايي مغز استخوان

.(p<0/05) نسبت به غلظت  6-10 مولار دپرنيل معني دار است :a
.(p<0/05) نسبت به غلظت 7-10 مولار دپرنيل معني دار است :b
.(p<0/05) نسبت به غلظت 8-10 مولار دپرنيل معني دار است :c

d: تفاوت معني دار با يكديگر ندارند.

شكل 5: سلول هاي شبه عصبي كه با رنگ آميزي كرزيل ويوله، به رنگ بنفش 
تيره ديده شدند (400 ×).
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سلول هاي استرومايي مغز استخوان موش صحرايي بالغ

.(p<0/001) نسبت به غلظت  8-10 مولار دپرنيل معني دار است :a
b: تفاوت معني دار با يكديگر ندارند.

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010    404 404

بيان ژن هاى نوروتروفيك در سلول هاى استرومايى



بنابراين با توجه به اينكه غلظت 8-10 مولار سلژيلين باعث افزايش 
براي  مطلوبي  دوز  به  عنوان  نيز  غلظت  همين  مي گردد،  سلول ها  بقاي 
القاء سلول هاي استرومايي به سمت سلول هاي عصبي در نظر گرفته شد. 
سلول هاي شبه عصبي ظاهر شده پس از تيمار سلول هاي استرومايي مغز 
استخوان با غلظت 8-10 مولار سلژيلين از نظر نشانگرهاي عصبي مانند 
بررسي  مورد  هيدروكسيلاز  تيروزين  و  كيلودالتون  نوروفيلامنت 200 

قرار گرفتند (شكل هاي 6 و 7).

شكل 6: الگوي بيان ژن BDNF، 48 ساعت پس از القاي دپرنيل با غلظت 
8-10 مولار

شكل 7: الگوي بيان ژن GDNF، 48 ساعت پس از القاي دپرنيل با غلظت 
8-10 مولار

شكل 8: الگوي بيان ژن NGF، 48 ساعت پس از القاي دپرنيل با غلظت 
8-10 مولار

 BDNF, GDNF, NGF, NT3  NT4/5 مقايسه الگوي بيان ژن هاي
در سلول هاي استرومايي مغز استخوان قبل و بعد از القا با غلظت 10-8 

مولار سلژيلين در (شكل هاي 12-8) نشان داده شده است.

شكل 9: الگوي بيان ژن NT-3، 48 ساعت پس از القاي دپرنيل با غلظت 
8-10 مولار

با  دپرنيل  القاي  از  پس  ساعت   48  ،NT-4/5 ژن  بيان  الگوي   :10 شكل 
غلظت 8-10 مولار

بحث
كه  داد  نشان  هيستوشيمي  روش  به  فسفاتاز  آلكالين  آنزيم  ارزيابي   
سلول هاي جدا شده از مغز استخوان موش صحرايي داراي فعاليت آلكالين 
فسفاتازي هستند. ميزان بالاي فعاليت اين آنزيم از ويژگي  سلول هاي تمايز 
نيافته مانند سلول هاي بنيادي جنيني، سلول هاي زاياي جنيني و كارسينوماي 

جنيني است ولي با تمايز سلولي، اين فعاليت نيز كاهش مي يابد. 
آنتي ژن  بيان   ،BMSC سلول هاي تشخيص  معيارهاي  از  ديگر  يكي 
سطحي فيبرونكتين است به طوري كه با به كارگيري آنتي بادي ضدفيبرونكتين 

به روش ايمونوهيستوشيمي بيان اين آنتي ژن نيز به اثبات رسيد. 
فنوتيپ  القاي  و  بقا  ميزان  بر  سلژيلين  داروي  تاثير  پژوهش  اين  در 
عصبي در سلول هاي استرومايي مغز استخوان مورد بررسي قرار گرفت. 
،10-6 غلظت هاي  كه  داد  نشان  آماري  بررسي هاي  و  سلول  شمارش 

سلول هاي  بقاي  ميزان  بر  را  تاثير  بيشترين  سلژيلين،  مولار   10-8 و   10-7

استرومايي دارند. پس از تعيين دوز مناسب، اين سلول ها جهت القاي فنوتيپ 
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عصبي در معرض غلظت هاي 5-10 تا 13-10 مولار دپرنيل قرار داده شدند. 
غلظت 8-10 مولار سلژيلين تاثير به سزايي بر تمايز اين سلول ها به سمت 
 in سلول هاي عصبي دارد، چنانچه سلول هاي حاصل از تمايز در شرايط
vitro نوروفيلامنت 200 و تيروزين هيدروكسيلاز را بيان كردند. همچنين 
 BDNF ، NGF غلظت مذكور باعث القاي بيان بيشتر ژن هاي نوروتروفيك
GDNF ،NT-3 و NT4/5 در سلول هاي تمايز يافته شد. وجود سلول هاي 
 in vitro بيان كننده نوروفيلامنت 200 و تيروزين هيدوركسيلاز در شرايط
با استفاده از روش ايمونوسيتوشيمي به اثبات رسيد و نيز با استفاده از روش 
RT-PCR نشان داده شد كه سلول هاي تمايز يافته، ژن هاي اعضاي خانواده 
نوروتروفين ها شامل BDNF ،NGF ،GDNF ،NT-3 و NT4/5 را بيان 
مي كنند. علت استفاده از سلژيلين به عنوان ماده القاكننده آن بود كه اين ماده 
باعث افزايش طول زوايد نورون هاي دوپامينرژيك و حفظ بقاي آنها در 

محيط كشت مي گردد (40، 44).
البته سلول هاي استرومايي مغز استخوان تمايز نيافته نيز قادرند فاكتورهاي 
نوروتروفيك NGF ،GDNF و BDNF را بيان كنند (2، 45، 46). سلژيلين 

باعث افزايش بيان فاكتورهاي نوروتروفيك درآنها مي گردد. 
مطالعه اي نيز بر روي اثر سلژيلين بر تمايز سلول هاي بنيادي جنيني انجام 
شده است كه نشان داده سلژيلين بيان ژن هاي BDNF ،NGF و NT-3 را 
در آنها القا مي كند (47). همچنين اثرات تروفيك سلژيلين بر نورون هاي 
دوپامينرژيك محيط كشت مورد بررسي قرار گرفته است و مشاهده شده 

كه سلژيلين اثري مشابه BDNF بر روي اين سلول ها دارد (40، 44). 
عصبي  القاكننده  به عنوان  دارو  اين  از  حاضر  پژوهش  در  بنابراين 
استفاده شد، به طوري كه در تحقيقي تاثير BDNF و سلژيلين بر نورون هاي 
دوپاميني مغز مياني جنين رت در شرايط in vitro مورد بررسي قرار گرفت 
و مشخص شد BDNF در جهت افزايش زوايد عصبي نورون ها نقش دارد 
در حالي كه سلژيلين باعث افزايش طول زوايد نورون هاي دوپاميني و حفظ 
بقاي آنها در محيط كشت مي گردد. بنابراين با توجه به اثرات تروفيك اين 

دارو بر نورون هاي دوپاميني، از آن به عنوان القاكننده استفاده شد. 
در يك جمع بندي كلي مي توان گفت كه سلول هاي استرومايي مغز 
استخوان به هر دو شكل تيمار شده و تيمار نشده با دپرنيل قادرند بعد از پيوند 
به جسم مخطط موش هاي صحرايي پاركينسوني به سلول هاي عصبي و به 

ويژه سلول هاي دوپامينرژيك تمايز يابند.
بيماري هاي  با  نوروتروفيك  فاكتورهاي  ارتباط  به  توجه  با 

در  پژوهش  به  بسياري  محققين  اخير  سال  چند  در  عصبي  تحليل 
سيستماتيك تزريق  نمونه  طور  به  شده اند.  علاقه مند  زمينه  اين 

NGF ،BDNF ،NT-3 ،NT-4/5 و bFGF به جسم مخطط آسيب ديده 
 NT-4/5 و NGF ،BDNF نوزادان موش صحرايي نشان داد كه فاكتورهاي

اثر حفاظتي قابل توجهي بر نورون ها دارند (31، 48، 49).
چنانچه رامر و همكارانش در سال 2000، شاخ خلفي نخاع را قطع كرده و 
به دنبال آن درمان با NGF ،NT-3 و GDNF را شروع كردند و مشاهده كردند 

آكسون نورون هاي حسي ترميم شده و فانكشن خود را به دست آوردند. 
فاكتورهاي  از  استفاده  با  كه  مي دهد  نشان  پژوهش ها  اين  مجموعه 
در  را  شده  زده  پيوند  سلول هاي  درماني  قابليت  مي توان  نوروتروفيك 
بيمارك هاى نورولوژيك افزايش داد. بدين ترتيب با استفاده از اثر القايي 
دپرنيل مي توان تعداد بي شماري سلول بيان كننده فاكتورهاي نوروتروفيك 

را در in vitro توليد و از آنها جهت پيوند درماني استفاده نمود. 
مكانيسم هاي  با  پيوند  از  پس  بود  خواهند  قادر  سلول ها  اين  احتمالا 
اتوكرين و يا پاراكرين، برخود و سلول هاي ميزبان اثر گذاشته و نه تنها ميزان 
بقا و تزايد سلولي را افزايش دهند، بلكه باعث عصب دهي مجدد و برقراري 

ارتباط عصبي گردند. 
چنانچه ونگ و همكارانش در سال 1995 گزارش دادند كه دو فاكتور 
BDNF و NT-3 باعث افزايش بيان سيناپتوفيرين مي شوند و از اين طريق 

ايجاد سيناپس هاي بالغ را تحريك مي كند (50). 

نتيجه گيرى 
ايمونوهيستوشيمي،  مورفولوژيكي،  بررسي هاي  نتايج  مجموع 
مولكولي در اين پژوهش نشان داد كه دپرنيل قادر است تمايز عصبي 
سلول هاي  و  نموده  تحريك  استخوان  مغز  استرومايي  سلول هاي  در  را 
دوپامينرژيك با توانايي بيان فاكتورهاي نوروتروفيك را ايجاد نمايد. با 
پيوند اين سلول ها به حيوانات مدل پاركينسوني و بررسي اين سلول ها 
در in vivo و همچنين بهبود رفتاري در حيوانات نيز مي توان گامي در 

جهت كاربرد درماني اين سلول ها در بيماري پاركينسون برداشت. 

تقدير و تشكر
بدين وسيله از دانشگاه تربيت مدرس  ودانشگاه علوم پايه دامغان كه 

حمايت مالي اين طرح را بر عهده داشته اند تشكر و قدرداني مي گردد. 
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