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 .بود مغز استخوان يي استرومايها مشتق از سلول
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 شـناخته  ي و توسـعه اخـتلالات عـصب   يري ـع رونـد پ يدر تسر 
استرس . ن در روند آپوپتوز دخالت دارند  يو علاوه بر ا    اند شده
ب کننـده  ي ـخر ت يها يماري در ب  يعنوان عامل اصل   و به يداتياکس

ن حالت، اخـتلال  يدر ا .)۱(  گزارش شده استيستم عصبيس
 ـ    يدر تعادل ردوکس سلول    ، ي سـلول يکي آپوپتـوت  ي و دفـاع آنت

ب ي و آسيستي زيها ون مولکوليداسي در اکس  يراتييمنجر به تغ  
عنـوان گـروه    ، بـه ي عـصب يهـا  يمـار يب .)۲(گـردد    ي م يسلول

 ـ و پ  يجين رفـتن تـدر    ي از اختلالات، با از ب     يناهمگن شرونده ي
 يهـا  يمـار يعلـت ب  . )۱( شوند ي مشخص م  ي عصب يها سلول
 ـنشده اسـت، بـا ا  طور کامل مشخص   هنوز به  يعصب ن حـال  ي
ع بالقوه در ي از علل شايکيعنوان  و به يداتيش استرس اکس  يافزا

هـر سـاله    . )۳(شنهاد شده است    ي پ ي مختلف عصب  يها يماريب
د که نده ير قرار ميثاها نفر را تحت ت ونيلي مي عصبيها يماريب
ل در  ي ـن دل يهم ـ بـه . ش سن، رو به رشد است     ين آمار با افزا   يا

 ی نـه ي در زم  يا  گذشـته مطالعـات گـسترده      ی طول چنـد دهـه    
ها  داني اکس ي وابسته به سن که مرتبط با کاهش آنت        يها يماريب

 و  DNAهـا،    نيو به پـروتئ   يتدايب اکس يش آس ين افزا يو همچن 
و در  يداتياسترس اکس . )۴( ها هستند، صورت گرفته است     ديپيل
 يمــاري مثــل بيستم عــصبيــ مخــرب سيهــا يمــاريگــر بيد

ز و يوتروف لاتــرال اســکلروزيــنگتون و آمي، هــانتنــسونيپارک
 مخـرب باعـث    يهـا  يمـار يبن  يا. ده شده است  يز د يمر ن يآلزا

 يستم عـصب  ي س يصي و تشخ  يکيزي عملکرد ف  يکاهش تصاعد 
 منجـر بـه     نهايت  در يآسيب سلول  .)۵( شوند ي م ماريدر فرد ب  

در صورت تداوم آسيب به سلول، آسيب       . شود يمرگ سلول م  
 يرهايهـا و مـس   نيپـروتئ . )۶( شود  ميجادي اغيرقابل برگشت

ن با کنتـرل  ي بنابرا،ند آپوپتوز نقش دارندي در کنترل فرا  ياريبس
تـوان رونـد    ي م ـيش آپوپتـوز ي و پي ضد آپوپتوز  يها ان ژن يب

 مخـرب  يهـا  يمـار ي بيشروي ـجـاد و پ يت ا يآپوپتوز و در نها   
  . )۷( را کنترل نمود يستم عصبيس
 ـ مخـرب س يها يماري درمان ب يبرا  ي از داروهـا يستم عـصب ي

، يجز موارد معدوده ن داروها ب  يشود، اما ا   ي استفاده م  يمختلف

 ـنـد و  ک را   يمـار ي رونـد ب   ااثرات کوتاه مدت داشته و اکثـر       ا ي
 در  ي عـصب  يها ن حفاظت سلول  ي بنابرا .)۸(. کنند يمتوقف نم 

 ـ يو از طر  يداتيب اکس يبرابر آس  عنـوان   هـا بـه   دانتي اکـس  يق آنت
 يها بيشبرد آس ي پ ي کاهش و محدودساز   ي برا يروش مطلوب 

 ـ ي از ا  يکي .)۹(د  يآ يشمار م  ه، ب ينورون  يهـا  داني اکـس  ين آنت
ن يد پـور ي ـک نوکلئوزين يآدنوز. باشد ين م يمطرح شده آدنوز  

 يکي فعـال از نظـر متـابول      يها نه است که از سلول    يتي کوئ يوبي
 -Gد متـصل شـونده بـه       ي ـک نوکلئوز ين  يآدنوز. شود يآزاد م 
رنـده  ي نـوع گ   ۴هاست که عملکرد خود را با تعامل با          نيپروتئ
A1  ،A2a  ،A2b و  A3  ـنما ي اعمال م ـ   يهـا  سـلول . )۱۰(د  ي

ــبن ــدهي، گي عــصبيادي ــ را بA2b و A1ن ي آدنــوزيهــا رن ان ي
 اسـت کـه بـه    يع ـي طبيدي ـن نوکلئوزيدر واقع آدنوز  . کنند يم

ــمقــدار ز ــي ــاطق مختلف ــه ي از مغــز بياد در من ــتلا ب مــاران مب
، تروما و صرع آزاد   يسکميس، ا يپل اسکلروز ينسون، مولت يپارک

ستم ي را در س   ي مختلف يها ن مولکول عملکرد  يا. )۱۱(شود   يم
 و  ي انتقال عصب  يها تي دارد که شامل مهار فعال     ي مرکز يعصب

. ک اسـت  ي ـط پاتولوژ ي در شـرا   ي عـصب  يهـا  محافظت نورون 
ق تعامل با   ين، از طر  يو آدنوز يشود اثرات نوروپروتکت   يتصور م 

ن و ين آدنــوزي بنــابرا.شــود ي انجــام مــA1ن يرنــده آدنــوزيگ
م ي را در ترمي نقش عملکردA1رنده يژه گيو ه آن ب يها ررسپتو

. )۱۲( را دارنـد  ي مرکز يستم عصب ي وارد شده به س    يها بيآس
ــا تــلاش ــ زيه ــشف و شنايادي ــل ييســا در جهــت ک  عوام

 صـورت گرفتـه کـه       ويداتيب اکـس  يکننده در برابر آس    محافظت
. کار گرفته شـوند ه  بي عصبيها يماريممکن است در درمان ب  

بـر   نيآدنـوز  وينوروپروتکت  اثر ي حاضر، بررس  ي هدف مطالعه 
 ـبن يها سلول يبقا و ريتکث يرو  از شـده  مـشتق  يعـصب  يادي

ــا ســلول ــز يياســتروما يه ــ طيشــرا در اســتخوان مغ  بيآس
  . باشد يم ويداتياکس

  
  يروش بررس

  :)BMSC(وان ــ مغز استخيي استرومايها  کشت سلول    



  تأثير آدنوزين بر سلول بنيادي عصبي
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استخوان حاصل از مـوش   مغز از مشتق ياديبن يها ابتدا سلول 
، DMEMط کـشت    ي، در مح ـ  ) گرم ۳۰۰ تا ۲۰۰(ستار  ينژاد و 

 واحد بر FBS ،Gibco( ،۱۰۰ (ي درصد سرم گاو۱۵همراه با 
ن يسيتر استرپتومايل يليگرم بر م يلي م۱۰۰ن و  يليس يپنليتر   ميلي

گـراد و    ي سانت ی  درجه ۳۷ يها در دما   سلول. شدند  کشت داده 
CO2 ۵متـر مربـع بـه     يسانت ۲۵ يکي در فلاسک پلاست درصد
ض يرچسبنده با تعو  ي غ يها  روز انکوبه شدند و سلول     ۲مدت  

دن يط کـشت تـا زمـان رس ـ       يمح ـ. ط کشت حذف شـدند    يمح
پـس از  . ان عوض شديک روز در ميه حالت اشباع،    ها ب  سلول

 EDTA trypsinهـا توسـط      دن به حالت اشـباع، سـلول      يرس
  .برداشت شده و تا چهار بار پاساژ داده شدند

 مـوش بـا    BMSC يهـا  سلول :نوروسفرو گسترش   ل  يتشک
 يکي پلاست يها  فلاسک ي جدا شده و بر رو     EDTA-نيپسيتر

و ) تـر يل يلي سلول در هرم۱۰۵(متر مربع منتقل شدند   ي سانت ۲۵
   همـــراه بـــا دو درصـــدDMEM/F12ط کـــشت يدر محـــ

B27 (Gibco) ، ۲۰تــر فــاکتور رشــد يل يلــيگــرم بــر م  نــانو
تـر  يل يلي نانوگرم بر مbFGF (Invitrogen) ، ۲۰ يبروبلاستيف

 ـفاکتور رشد اپ واحـد بـر    EGF (Invitrogen) ، ۱۰۰ يدرمي
ن يسيتر استرپتومايل يلير مگرم ب يلي م۱۰۰ن و  يليس يپنليتر   ميلي

 روز عوض ۲ رشد هر يط کشت و فاکتورها   يمح. قرار گرفتند 
 مـشاهده   ي شبه نوروسفر  يپس از چند روز، ساختارها    . شدند

 ـ  ينوروسفرها. شد  g۱۰۰۰وژ در   يفي سـانتر  ي لهيوس ـ ه شناور ب
 و هيتخل ييرو طيمح سپس.  شدند يآور قه جمع ي دق ۵مدت   به

 و شده جدا هم از نيپسيتر ميآنز از هاستفاد با يسلول يها توده
 از پــس ادامــه در. آمدنــد در منفــرد يهــا ســلول صــورت هبــ

 مجـدد،  فوژيسـانتر  و FBS بـا  نيپـس يتر ميآنـز  يسـاز   يخنث
-ال-يپل از شده پوشانده يسلول فلاسک به حاصله يها سلول

 کـشت  طيمح ـ از اسـتفاده  بـا  و منتقل) چيگما آلدر  يس( نيزيل
 ليتـشک  مرحله با مشابه يطيشرا در و رشد يفاکتورها يحاو

شـدند و تـا سـه بـار         داده ک هفته کـشت   يمدت   به نوروسفر،
 ـ تا يبـرا . )۱۳(پاساژ داده شـدند        هـا،  ن سـلول ي ـت ا ي ـد هو يي

ــارکر   ــا م ــيمي ب ــابي ايمونوسيتوش ــدNestinارزي ــام ش   . انج
 ،يعصب ياديبن يها  سلول ياختصاص نشانگر :يميتوشيمنوسيا

 ـ نينست  ـدل نيهم ـ بـه  ،باشـد   يم  ـماه از نـان ياطم يبـرا  لي  تي
 در نينـست  ياختـصاص  نـشانگر  وجود شده، کشت يها  سلول
 يميتوشيمنوسيا روش از استفاده با شده داده کشت يها  سلول
 پاسـاژ  يهـا   سـلول  از منظور، نيبد. گرفت قرار يبررس مورد

 از پـس  که يطور به د،يگرد استفاده درصد ۷۰ تراکم با چهارم
 ـپارافرمالده توسـط  هـا   سـلول  PBS بـا  شستشو  درصـد  ۴ دي

 يزيآم  رنگ يبرا. شدند تيتثب اتاق يدما در قهيدق ۶۰ مدت به
 معرض در قهيدق ۳۰ مدت يبرا ها  سلول ،يتوپلاسميس عناصر

 یغـشا  پاشـيدگي  هم از تا دگرفتن قرار زين درصد ۳/۰ تونيتر
 هـا   سـلول  داخـل  بـه  ها  يباد  يآنت نفوذ شيافزا به منجر يسلول
 ـيجن سـرم  کردن اضافه با بعد، ی مرحله در. گردد   گوسـاله  ين

 سـپس . شد يريجلوگ يراختصاصيغ يها واکنش از درصد ۱۰
گـراد   ی سانتي  درجه ۴ يدما در و ساعت ۱۲ مدت به ها  سلول

 Mouse anti- nestin, monoclonalهياول يباد يآنت معرض در

antibody ـا گذشت از پس. گرفتند قرار    هـا   سـلول  زمـان،  ني
 در سـاعت  ۲ مـدت  بـه  ادامـه  در و شستشو PBS با مرتبه ۳

 ـتار طيمح ـ نيهمچن و اتاق يدما  ـ معـرض  در کي  يبـاد   يآنت
 قـرار  ۱۰۰/۱ غلظـت  بـا  FITC با کونژوگه يموش ضد هيثانو

 هنگـام  در هـا   سـلول  ی ستهه شدن مشخص منظور به. گرفتند
ــول از شــمارش، ــات محل ــبروما وميدي ــر  ۱۰۰ دي ميکروگــرم ب

 هـا   سلول تينها در. ديگرد استفاده قهيدق کي مدت به ليتر ميلي
 قـرار  بررسـي  مـورد  نـورت يا فلورسنت ميكروسكوپ توسط
 انتخاب يتصادف طور هب هيناح پنج تعداد چاهک، هر از. گرفتند

  .ديگرد يابيارز مثبت يها سلول درصد و
 ی القايبرا :نيدروژن و آدنوزيد هيها با سوپر اکس مار سلوليت

ه شده از محلـول     ي تازه ته  H2O2 و، از محلول  يداتياسترس اکس 
 کـه   ييهـا   از پاساژ سوم سلول    . استفاده شد  درصد ۳۰استوک  

 يط کشتيها با شرا سلول. د شده بود، استفاده شدييز آنها تايتما
 شـش خانـه قرارگرفتـه و    يهـا  تي در پلکه در بالا عنوان شد،  
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بـه   H2O2 کرومولاري م۱۲۵دن به حالت اشباع با يپس از رس
 ـ. قه انکوبه شـدند   ي دق ۳۰مدت    ـهـا ن    از سـلول   يک سـر  ي ز، ي

 سـاعت قبـل از    ۲۴ن،  ي آدنـوز  ي اثرات حفاظت  يمنظور بررس  به
 ۸، ۶، ۴، ۲، ۰(ن ي مختلف آدنوز  يها ، با غلظت  H2O2مار با   يت

  . مار شدنديت) رکرومولاي م۱۰و 
ــارز ــ تکثيابي ــلولي ــون  (ير س ــراي :)MTTآزم ــارز ب   يابي

-2,5-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3 روش ر و بقـــا ازيـــتکث زانيـــم

diphenyltetrazolium ) MTT(      ل ماده  ياستفاده شد که بر اساس تبد
MTT  مار ي ت يها سلول. )۱۴( فورمازان است    يها ستالي به کر

 قبـل،   ي ن مرحله ي مختلف آدنوز  يها  و غلظت  H2O2شده با   
 سـاعت در  ۴مـدت   به MTT تريل يليگرم بر م  يليک م يبا دوز   

 به ها  سلوليروي محلول  سپس،. درجه انکوبه شدند۳۷ يدما

 فورمازون هاي ستالي کر حل شدنيو برا برداشته شد يآهستگ

 DMSOتـر  يل کروي مMTT ،۱۰۰با  واکنش اثر در جاد شدهيا
 در ونيانکوباس ـ قـه يدق چنـد  از پس. ديبه هر خانه اضافه گرد

 ـکر شـدن کامـل   حـل  و اتاق دماي  ۵۷۰در  جـذب  هـا،  ستالي
 تـر،  قيدق يبررس يبرا. زا خوانده شديالا دستگاه توسط نانومتر
ها با فرمـول      سلول ي بقا .ديگرد رتکرا بار ۵ غلظت هر آزمون

  :دير محاسبه گرديز
 يها جذب سلول/  نانومتر۵۷۰مار شده در ي تيها جذب سلول

  )۱۰۰( ×  نانومتر۵۷۰مار نشده در يت
پس از   :)TUNELآزمون  (ک  ي آپوپتوت يها  سلول ييشناسا

 ـها با پارافرمالدئ   مار، سلول يت  و در بـافر فـسفات       درصـد  ۴د  ي
ــه)PBS ،Gibco(ن يســال    اتــاق يقــه در دمــاي دق۳۰مــدت   ب

)RT (سـپس آزمـون     . کس شدند يفTUNEL      بـا اسـتفاده از 
 ـک  و In Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Germany) تي

  . براســاس دســتورالعمل شــرکت ســازنده انجــام گرفــت     
 ـنوبنزي آم ي تانل مثبت با اسـتفاده از د       يها سلول ) DAB(دن  ي

 شـدند و  يزين رنگ آميلياتوکس و هم  يعنوان کروموژن رنگ   به
 ـ هـر خانـه در پل     ي تانل مثبت، برا   يها سپس درصد سلول   ت ي

  . محاسبه شد

 يها  مشتق از سلولي عصبيادي بنيها سلول :يميتوشيمونوسيا
قه ي دق۲۰کس شدن به مدت     ي ف ي مغز استخوان، برا   يياستروما
مدت   و به دنبال آن به      درصد ۴د  ي اتاق در پارافرمالده   يدر دما 

ــانول ي دق۳۰ ــه درون مت ــد ۱۰۰ق ــددرص ــرار گرفتن ــرا.  ق  يب
 ـ   مونوفلورسانس، سلوليا  ضـد   مونوکلونـال يبـاد  يهـا بـا آنت

CD90 )يها  سلوليبرا (BMSC ضدي باديو آنت  Nestin 

 )Abcam هـر دو از  ( BMSC) مـشتق از يهـا  NSC يبرا(
 يباد يها با آنت ن سلوليون ايانکوبه شده و به دنبال آن انکوباس     

 (Millipore) اناتيوس ـيزوتين ايه کونژوگه بـا فلوئورس ـ يثانو

(FITC)  ـوم بروما يديها با ات    سلول ي هسته. صورت گرفت  د ي
 ـنها در.  شـد  يزيآم رنگ  ميكروسـكوپ  توسـط  هـا   سـلول  تي

 چاهـک،  هـر  از. گرفتند قرار بررسي مورد نورتيا فلورسانس
 يهـا   سـلول  درصد و انتخاب يتصادف طور هب هيناح پنج تعداد
 .ديگرد يابيارز مثبت

 از اسـتفاده  با يآمار يزهايآنال يتمام :يل آمار يه و تحل  يتجز
 هــا داده هيــکل و رفتيپــذ انجـام  ۱۵ نــسخه SPSS افــزار نـرم 

 يآمـار  ی سهيمقا. شد  ارائه ميانگين ± انحراف معيار  صورت به
 ـيتعق آزمـون () ANOVA( آزمون از استفاده با ها  گروه نيب  يب

Tukeys post hoc test (و هيــتجز مــستقل يتــ آزمــون و 
  .شد گرفته نظر در دار يمعن P>۰۵/۰ و ليتحل

 
  ها افتهي

 : مغز استخوان  يي استروما يها استخراج و کشت سلول        
 يهـا   نشان داد کـه در سـاعت  BMSCج حاصل از کشت    ينتا
ص يتـشخ  قابـل  ري ـغ هـسته  ها گرد و شناور و با      ه، سلول ياول

ت بعد، شروع بـه اتـصال بـه          ساع ۸ تا   ۶ ها، ن سلول يا. بودند
 چـسبنده در ابتـدا ظـاهر        يهـا  سـلول . سطح فلاسـک کردنـد    

 را نشان دادند و پس از آن به سـرعت رشـد کـرده و      ينامنظم
 را ميتقـس  ييتوانـا  که جاد کردندي را ا يبروبلاستياشکال شبه ف  

ک هفته بعد از شروع کـشت، از        ي يدر ط ). A-1شکل  ( دارند
.  انجام شـد   ين پاساژ سلول  ي اول  چسبنده اشباع شده   يها سلول
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 ـ۳ کار هـر    ي در ادامه   يهـا بـه پاسـاژ بعـد      روز سـلول ۴ ي ال
 همـوژن  تيجمع به ها سلول پنجم و چهارم پاساژ در. دنديرس
 ـ و ت ي ـن هويـي  تعيبـرا  ).B -1 شـکل  (دنديرس ـ يدسـت  کي

ــش ــلول يميمزان ــودن س ــارکر    ب ــا، از م ــا روش CD90ه  ب
هـا مثبـت      سـلول  ۷/۹۸±۲/۳ استفاده شـد و      يميتوشيمونوسيا

  ).  C,D-1شکل(بودند 
 

  
 .شوند ديده مي با نماي كروي ظرف به چسبيده هاي سلول كشت ازشروع بعد ساعت A (۲۴: هاي استرومايي مغز استخوان کشت سلول: ۱ شكل

B (دست بعد از پاساژ چهارم سلولي هاي يک سلول .C (هاي دوکي شکل نماي فاز کنتراست سلول .D (سنت از تصوير نماي فلورC و نمايش 
 هاي سلول هسته دهنده ی نشان قرمز رنگ  وCD90 نشانگر دهنده نشان سبز رنگ). نشانگر مزانشيمي (CD90هاي مثبت با مارکر سلول

  .برابرD (۴۰۰ و C( برابر و براي تصاوير ۲۰۰)B و A(بزرگنمايي براي تصاوي . باشد مي برومايد اتيديوم با شده آميزي رنگ
  

 ـ بنيها به نوروسفر و سلول   BMSC يها ز سلول يتما  يادي
 ـپل در گـرفتن  قـرار  بـا  BMSC يهـا   سلول :يعصب  ري ـغ تي

 در شـناور  صـورت  بـه   مناسـب  ييالقا کشت طيمح و چسبنده
 قرار هم کنار ه دريدر ساعات اول ها سلول نيا. در آمدند  طيمح

 نام به طيمح در شناور و نامنظم کوچک، يها  يکلون گرفتند و 
 قطـر  يري ـگ انـدازه ).  A, B-2شـکل (جاد کردنـد  يا روسفرنو

 از پــس  روز۷  و۴ ،۱ ســاعت، ۳ يهــا زمــان در نوروســفرها
 متحـد  هـم  با مرور به کوچک يها  يکلون که داد نشان کشت،

 هـا   سـلول  ريتکث. دهند  يم ليتشک را بزرگتر يها  يکلون و شده
ن يهمچن .بود نوروسفرها ی اندازه شيافزا بر يگريد عامل زين

 ـاول يدهاياسـفروئ  از هـا  سـلول  از يبرخ که رسد يم نظر به  هي
 .کردنـد  جـاد يا را هيثانو يدهاياسفروئ و کرده ريتکث شده، جدا

   هفـتم  روز در نوروسـفرها  قطـر  کـه  دادنـد  نـشان  جينتـا  نيا
  ينوروسـفرها  بـه  نـسبت  يمعنـادار  طور هب) ۶/۳۲۵ ± ۰۹/۹(
ــاعت  ۳ ــ ،)۹۲/۳۲ ± ۷۴/۱(س   و) ۵۹/۱۱۵ ± ۸۸/۴(ک روز ي
  ). C, D, E-2شکل( داشت شيافزا) ۶۹/۱۳۴ ± ۴/۲۱(روز  ۴
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 روز پس از D (۷ روز و C (۴ روز، B (۱ ساعت، A (۳هاي  هاي بنيادي عصبي در زمان نوروسفرهاي شناور مشتق از سلول: ۲شکل 

 )P>۰۵/۰(دار با روز هفتم  معنيی اختلاف   نشان دهنده *.هاي مختلف نمودار مقايسه قطر نوروسفرها در زمان) E. کشت
  

افـزار   کرومتر و با نـرم    ي م يها بر مبنا    قطر نوروسفر  يريگ اندازه
Image Jآنها کشت و نوروسفرها شکست از پس.  انجام شد 

 دهيچسب فلاسک کف به يعصب ياديبن يها   سلول فلاسک، در
 چنـد  يگـاه  کـه  ديگرد جاديا آنها در ييها   استطاله و زوائد و

. بودنـد  اطـراف  يهـا   سـلول  با ارتباط در و يسلول جسم برابر
 ،يمورفولـوژ  نظـر  از و بودنـد  ميتقـس  قـدرت  يدارا ها  سلول

بعد از چنـد    . آوردند دست به را يعصب شبه سلول يها  يژگيو
 چند يها ، با زائدهي شبه عصبيها ساعت از آغاز کشت، سلول

ن يـي  ماننـد ظـاهر شـدند کـه تع    ي مخروط يها يژگي و و  يقطب
حـدود  .  انجـام شـد    Nestinآنها با استفاده از نـشانگر       ت  يهو
 مشتق شده   ي عصب يادي بن يها  درصد از سلول   ۲۱/۸۶ ± ۰۳/۱

ن ي مغز استخوان نسبت به مارکر نـست       يي استروما يها از سلول 
ــلول ( ــشانگر س ــا ن ــيه ــصب ي پ ــاز ع ــد ) يش س ــت بودن    مثب
 ). A, B -3شکل(

 ي بررسبه منظور :MTTن به روش ينه آدنوزين غلظت بهييتع
 مـشتق شـده از   ي عصبيادي بنيها ن، سلولي آدنوزياثر حفاظت 

 يها مار با غلظتي مغز استخوان پس از ت   يي استروما يها سلول

د قـرار گرفتنـد،   يدروژن پراکساين در معرض ه يمختلف آدنوز 
ر يش تکثي از افزاي حاکMTT انجام شده با آزمون يها يبررس

 مـدت  يبـرا (ن يدنـوز مار شده با آ ي ت ي عصب يادي بن يها  سلول
ن ي که آدنوزيگروه(سه با گروه کنترل بود يدر مقا)  ساعت ۲۴
 ـ). افت نکرده بودنـد   يد در يدروژن پراکسا يو ه  ج ين نتـا  يهمچن

هـا در برابـر      ن منجـر بـه حفاظـت سـلول        ينشان داد که آدنوز   
شده با   ماري ت يها  سلول. د شده است  يپراکسا دروژنيت ه يسم

ن يبــالاتر )۰۲/۹۰±۲۴/۰( نيکرومــولار از آدنــوزي م۶غلظــت 
مار ي ت يها   زنده را داشتند که نسبت به سلول       يها  درصد سلول 

 ۴ ،)۴۴/۶۷±۵/۰(کرومـــولار ي م۲ يهـــا شـــده بـــا غلظـــت
) ۳۶/۸۲±۱۹/۰(کرومـولار  ي م ۸و  ) ۷۳/۷۸±۱۷/۰(کرومولار  يم

  .)۴ شکل() P>۰۵/۰(داري داشت  اختلاف معني
 يابي ـل جهت ارزج حاصل از آزمون تان   ينتا :ج آزمون تانل  ينتا

 مـشتق   ي عصب يادي بن يها  در سلول  ني آدنوز يآپوپتوز  ياثر آنت 
مـار شـده بـا      ي مغـز اسـتخوان ت     يي استروما يها شده از سلول  

د منجـر بـه     يدروژن پراکسا يد نشان داد که ه    يدروژن پراکسا يه
 ـمقا). A-D 5شـکل  ( شـود  يها م  آپوپتوز در سلوليالقا سه ي
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 ـز ه  ا يک ناش ي آپوپتوت يها  درصد سلول  د در  يدروژن پراکـسا  ي
 سـاعت و  ۲۴ مـدت  ين برايمار شده با ادنوزيت( NAHگروه  
 )قـه ي دق ۳۰ مـدت    يد بـرا  يدروژن پراکسا يکرومولار ه ي م ۱۲۵

کرومـولار  ي م ۱۲۵مار شده با    يت (NHو گروه   ) ۴۸/۰±۰۴/۳۰(

) ۱۹/۵۳±۱۲/۱) (قـه ي دق ۳۰ مـدت    يد بـرا  يدروژن پراکـسا  يه
دهنـده   ن امر نـشان ي که ا بودي از وجود اختلاف معنادار يحاک

 در برابر ي عصبيادي بنيها  سلوليبر رو ني آدنوز ياثر حفاظت 
 ).E ۵ شکل(باشد  يآپوپتوز م

 

  
ه يه تهي فاز کنتراست در همان ناحBر ي فلورسنت و تصوAر يتصو). Nestin(ن ي نشانگر نستي برايميتوشيمنوسيا) B و A: ۳شکل 

وم يدي شده با اتيزيآم  رنگيها  هسته سلولی دهنده و رنگ قرمز نشان) Nestin(ن ينگر نست نشای دهنده رنگ سبز نشان. شده است
  .باشد يد ميبروما

 

 
 اختلاف ی  نشان دهنده*. MTTبه روش  ني مختلف آدنوزيها مار شده با غلظتي تي عصبيادي بنيها سه سلولينمودار مقا: ۴شکل 
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اه ي سيها  کانيپ. NAHگروه ) D و NHگروه ) NA ،Cگروه ) N ،B آزمون تانل مربوط به گروه يها کروگرافيم)   A :۵شکل 
نمودار ) E  . برابر۲۰۰ ييبزرگنما. باشند ي مي تانل منفيها  سلولی دهنده  قرمز نشانيها کاني تانل مثبت و پيها  سلولی دهنده نشان

دروژن يمار شده با هي تي عصبيادي بنيها سلول (NH، )ي عصبيادي بنيها سلول (N يها ل مثبت در گروه تانيها سه درصد سلوليمقا
ن و يمار شده با آدنوزيت شي پي عصبيادي بنيها سلول (NAHو ) نيمار شده با آدنوزي تي عصبيادي بنيها سلول (NA، )ديپراکسا

   ).۰۵/۰<P(  NHدار با گروه  يمعندهنده اختلاف   نشان *).ديدروژن پراکسايمار شده با هيت
  

  بحث 
 يهـا   سلول ين بر رو  ي آدنوز ي حاضر، اثر حفاظت   ي مطالعه     

، داد قـرار    يمورد بررس ـ را   مشتق شده از مغز استخوان       يعصب
ن ي مختلف آدنوز  يها ها با غلظت   ن سلول ين صورت که ا   يبه ا 

 زان بقا و کاهش آپوپتـوز يش مي، افزايج بررس ينتا. مار شدند يت
ــر نوروپروتکت ــوزيــو در کــل اث ب يط آســين را در شــرايو آدن

 غلظـت  به وابسته زنده، يها  سلول درصد. و نشان داد  يداتياکس
 کـه  است يحال در نيا. بود ها  سلول کشت طيمح در نيآدنوز

 زنـده  يهـا  سلول درصد کرومولاريم ۶ از بالاتر يها  غلظت در
 شيافزا و لابا غلظت ليدل به احتمالا امر نيا که داشت کاهش

 نيبنـابرا . بود ها  سلول مرگ متعاقبا و نيآدنوز از يناش تيسم
 يبعد مراحل يبرا نهيبه دوز عنوان به کرومولاريم ۶ غلظت از
 ـگرد اسـتفاده  مطالعه نيا ن، در  ي آدنـوز  ي محافظـت نـورون    .دي

طـور   همـان . ن دارو صورت گرفت   ي ا يکرومولاري م ۶غلظت  
جـاد کننـده    يز عوامـل ا    ا يک ـيو  يداتيب اکـس  يکه ذکر شد، آس   

دو عامل عمده در به  .باشد ي ميل برنده عصبي تحليها يماريب
ل هـستند کـه عبارتنـد از        ي ـو دخ يداتيب اکـس  يوجود آمدن آس  

 ـو نقـص در مکان    ي سلول يها  دانيد اکس يش تول يافزا  يهـا  سمي
 تـنفس   ي ط ـ ي سلول يها دانيها اکس   داني در برابر اکس   يحفاظت
جـاد شـده و بـر حـسب     ير بدن اون مواد ديداسي و اکس  يسلول

 ـتواننـد مف    يدشـان م ـ  يزان تول يم  ـد  ي در واقـع  . ا مـضر باشـند    ي
 ـولوژيزي ف يها   آزاد در غلظت   يها  کاليراد  عملکـرد  يک بـرا  ي
ــسي هــستند و در تنظــيهــا ضــرور ســلول يعــيطب  يرهايم م
رها ن واکنشگيا. )۱۵( دارند يا  ت قابل ملاحظه  ي اهم يرسان اميپ

 يها  از ژنيسي، رونو يامرساني پ يرهاي مس يبا فعال کردن برخ   
م کننـده   ي تـرم  يهـا   نيدان، پروتئ ياکس  ي آنت يها  ميمربوط به آنز  
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DNA  دهند   ير قرار م  يثاپتوز را تحت ت   و ضد آپ  يها  ني و پروتئ
 يها کاليحد راد ش از   يش ب يزا است که اف   ين در حال  يا. )۱۶(

 ـپي لننـد  مهـم در بـدن ما  يهـا  لکولووميتواند به ب  يآزاد م  ها، دي
 ـ و در نهاکـرده  وارد ي جد يها بي آس DNAها و    نيپروتئ  تي

. ند مـزمن شـو    يهـا  يماري ب جاديها و ا    سلول بيمنجر به تخر  
ر يثا آزاد با تيها کاليدهند که راد يمطالعات انجام شده نشان م 

رقابل يتوانند صدمات خطرناک و غ يک مي نوکلئيادهي اسيرو
 ـ در ساختمان ا يبرگشت جـاد  ي اياتي ـ حيهـا  ن مـاکرومولکول ي

 در مـاده   يرات دائم ـ يي ـجـاد تغ  يو بـا ا   يداتيب اکـس  يآس. ندينما
 ـتواند باعث بـروز جهـش، سـرطان و پ    ي م يکيژنت  گـردد  يري
 يهـا  ، جهـش يريند پي فرآ يقات انجام شده بر رو    ي تحق .)۱۷(

ن اسـت   ي از ا  ي مستعد کننده آن حاک    يطي و عوامل مح   يکيژنت
عث آپوپتوز تواند با يت ميو در نها  يداتيش استرس اکس  يکه افزا 

 يويداتيط اکـس  يدر واقع، اگر شـرا    .  شود ي عصب يها  در سلول 
تحمل ر قابل ي غي عصبيها  سلوليکه به وجود آمده است برا

ها اتفـاق   ن سلوليا آپوپتوز در ا   ي شده   يزير  باشد، مرگ برنامه  
 از اتفاقـات بـه صـورت        يا  در آپوپتوز مجموعه  . )۱۸(افتد    يم
 يرهايهـا و مـس   نيپـروتئ . دهند ي رخ ميپ در  يک و پ  يستماتيس
ن با تداخل يبنابرا. ند آپوپتوز نقش دارند   ي در کنترل فرا   ياريبس

تـوان در رونـد      يک م يآپوپت  يک و آنت  ي پروآپوپت يها  ان ژن يدر ب 
 ـ درمـان ا ي را به وجـود آورد و در راسـتا         يراتييآپوپتوز تغ  ن ي

ن مصرف  ي که مغز بزرگتر   يياز آنجا . )۷(ها اقدام نمود      يماريب
ن يشتريو ب يداتي اکس يها ژن در بدن است، استرس    ي اکس ی کننده

 يهـا  ميتمرکـز آنـز  . ن قـسمت از بـدن دارنـد       ي ا ير را رو  يتاث
مغـز  داز و کاتـالاز در      يون پراکس يل گلوتات ي از قب  يدانياکس يآنت

ز کمتر خواهد شد، يزان در افراد سالخورده ن   ين م يکم است و ا   
هـا و اسـترس      داني اکـس  ين آنت ين ا ي ب يک ناهماهنگ ين  يبنابرا
 را آغـاز    يستم عصب يب س يد و روند تخر   يآ يش م يو پ يداتياکس

ن ي آدنـوز يهـا دارو  داني اکـس ين آنتي از ا يکي. )۱۹(د  ينما يم
اد در  ير ز ي است که در مقاد    يعي طب يدين نوکلئوز يآدنوز .است

نـسون، ام   ي پارک يمـار يک مغـز مثـل ب     ي پاتولوژ يها انواع مکان 

 ـ، ماننـد ا ي مغزيها بياس، و آس  ، ترومـا و صـرع در   يسکمي
 ـ س ي از عملکردهـا   ياريده شـده و بـس     ير د ي درگ ينواح ستم ي
 يهـا   و عملکـرد  ي شـامل مهـار انتقـال عـصب        يکـز  مر يعصب

. )۲۰( دهد يک انجام ميط پاتولوژ ي را در شرا   يمحافظت نورون 
 ـ ذخيناپـس ي سيهـا  کـول ينکـه در وز   يل ا ي ـن بـه دل   يآدنوز ره ي

 ـ.  دارد ي مهم ـ يني و انـدوکر   ينيشود نقش اتوکر   ينم ن يهمچن
ها نقش دارد   ليدها در نوتروف  يد سوپراکس ين در مهار تول   يآدنوز

 ين باعـث کـاهش رهاسـاز   ي، آدنـوز يستم عـصب يدر س . )۲۱(
ها، فعال شـدن   کولي وزيستم آزادسازي سگلوتامات، تداخل با  

ــال ــا کان ــيه ــسيس شي پ ــار گيناپ ــدهي و مه ــا رن  NMDA يه
ــدهيگ( ــا رن ــس يه ــگلوتاماترژ ستمي ــ) کي ــود  يم  در .)۲۲(ش

نـاز و در    ين ک يش آدنـوز  يگر مشاهده شد که افـزا     ي د يا مطالعه
ر ي مغــز و نخــاع تــاثيهــا ن در ســلوليدنــوزش آيادامــه افــزا

 مورنو. )۲۳( صرع دارد    يماري از ب  يريشگي را در پ   يريچشمگ
 ام اس نـشان     يماري با ب  يواني ح ي مدل ها  يو همکاران بر رو   

 عبور کند و    ي مغز -ياند از سد خون   تو ين مولکول م  يداد که ا  
 ـ مخـرب س يها يماري در درمان ب   يبه طور موثر    يستم عـصب ي

ن ي آدنـوز  يکيولـوژ يعملکـرد ب  . )۲۴(رد  يمورد استفاده قرار گ   
کـدام از    هـر  يده ـ گنالي و عملکـرد س ـ    يان نـسب  يوابسته به ب  

. ن اسـت  ي آدنـوز  يارج سلول ن به غلظت خ   يو همچن ها   رندهيگ
ن ي با ا  ،شوند يان م ي در مغز ب   يني آدنوز يها رندهي انواع گ  ی همه

 مختلـف، متفـاوت   يهـا  ها و سـلول  ع آنها در مکانيحال، توز 
 ـ خـود را تـا حـد ز   ين اثر حفـاظت يآدنوز .)۲۵( است  از يادي

علاوه بـر  . )۲۶(کند  ياعمال م A1 يني آدنوزيها رندهيق گيطر
ــا ــار داروي ــين، مه ــدهي گي ــا رن ــوز آديه ــط A2 ينين  توس

ن دو  ي ـشـود، چـون ا     ي م يها باعث حفاظت عصب    ستيآنتاگون
 ـدر ا . )۲۷( باشـند  يرات متـضاد هـم را دارا م ـ       يگنال تاث يس ن ي

 خود متوجه شـدند کـه   ی  و همکاران در مطالعه   ان جی راستا،  
طـور قابـل     ، به A2a يزان رسپتورها ي در م  ي درصد ۵۰کاهش  

 يمـار يشرفت ب يها شده و پ    ن سلول ي باعث محافظت ا   يتوجه
 و  ميجيتـا . )۲۸(انـدازد    ير م ي به تاخ  ي موش يها ن مدل يرا در ا  
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 را به A1 يني آدنوز يها رندهي خود، گ  ی  در مطالعه   نيز همکاران
 ـ بن يهـا  صورت غالب در سلول    زولـه شـده از     ي ا ي عـصب  يادي

ن ي از آدنـوز   ير ناش ي مغز موش و تکث    subventricularمنطقه  
 ـ سـازگار بـا ا     .ها مـشاهده کردنـد     ن سلول يرا در ا   جـه،  ين نت ي

 ـتوسـط آگون  A1 يني آدنـوز يها رندهي گيساز فعال  يهـا  ستي
 ـز، تکثين مختلف  ـ بنيهـا  ر سـلول ي .  را نـشان داد ي عـصب يادي

ن ممکـن  يآدنـوز  A1 رنـده يج نشان داد که گين نتاين، ايبنابرا
 ـ بنيهـا   سـلول يريدپذي تجد يژگياست بر و    در ي عـصب يادي

 A1رنده يگ. ر بگذاردي تاثي مرکزيستم عصبيط پاتوژنز س يشرا
 ـ بن يها اد در سلول  يبه مقدار ز    ـ ب ي عـصب  يادي  ـ ي شـود و    يان م

 ـ مـشاهده شـده در ا    ياحتمالا اثرات حفاظت عصب    ن مطالعـه  ي
. باشـد  ين رسـپتور م ـ   ي ـل فعـال شـدن ا     ين به دل  يتوسط آدنوز 

کنند  يان ميز بي را نA2b ي، رسپتورهاي عصب يادي بن يها سلول
ن رسپتورها  ي ا ی واسطهه   خود را ب   يريرات تکث يتوانند تاث  يو م 

شـود کـه    ي احتمال داده ميول. ن اعمال کننديدر حضور آدنوز  
 ـ بنيهـا   سـلول ين بر روي آدنوز يريرات تکث يتاث  ي عـصب يادي
ل ي ـل که تما  ين دل ي است، به ا   A1 يواسطه رسپتورها ه  شتر ب يب

ــوز ــپتورهايآدن ــه رس ــ بA1 ين ب ــت A2bشتر از ي . )۲۹( اس
توان و خود    ساز چند  شي پ يها ، سلول ي عصب يادي بن يها سلول
 و  ي عـصب  يهـا  تواننـد بـه سـلول      ي هستند که م   يريدپذيتجد

رود که استفاده  ين، انتظار ميبنابرا. ابنديز يال تماي گليها سلول
نـسون،  ي پارکيمـار ي ماننـد ب  ياز آنها در درمان اختلالات عصب     

 ـ مفي و سکته مغـز ي عصبيها بيم اس، آس   ا يماريب  د باشـد ي
 يهـا  ر سلولي بقا و تکثي حاضر به بررسی مطالعه .)۳۰و ۳۱(

  ن پرداخـت يک توسـط آدنـوز   يپوکـس يط ه ي تحت شـرا   يعصب
 ـ کـه باعـث حفاظـت ا      ي سلول يرهاي مس ها و  سمي مکان يول ن ي

ن ي ـشود، در ا   ي م يپوکسيط ه ين در شرا  يها توسط آدنوز   سلول
ــورد بررســ ــه م ــتيمطالع ــرار نگرف ــ.  ق ــوع ياز طرف ــر ن  اگ

ن حالت مشخص شـود،    ي فعال شده در ا    يني آدنوز يرسپتورها
 را در   ي بهتر ي موثر، داروها  يها ستي آگون ييتوان با شناسا   يم

 ـاز ا . افتي يستم عصب ي مخرب س  يها يماريجهت درمان ب   ن ي

 ـرو مطالعـات ب  ن در ي آدنــوزينـه نقـش حفـاظت   ي در زميشتري
مطالعـات  .  لازم اسـت ي عـصب يها  در سلول  يپوکسيط ه يشرا

 ـ که در تکث   ي درک عوامل  ي برا ياديز  يهـا  ز سـلول  ير و تمـا   ي
 يده ـ گنالي س ـ يها سمين در مورد مکان   ي و همچن  ي عصب ياديبن

ک مطالعه مشاهده شد که     يدر  . )۳۲( آنها صورت گرفته است   
ن يرنده آدنوزي و گ CPAن به نام    ي آدنوز يها ستي از آگون  يکي

A1  شـود و    ي م ـ يعصب يادي بن يها ر سلول يش تکث ي باعث افزا
 ـ CPAر القا شـده توسـط       ين تکث يا  ـ آنتاگون ي  لهيوس ـ ه، ب ست ي

DPCPA شـود  يف م ـ ي تضع .CPA ـ  ون يلاسين فـسفر  ي همچن
 ERK kinase/ و ERK يم کننده خارج سـلول ي تنظينازهايک

MEK   و Akt   ون آنهـا توسـط   يلاسيکه فـسفر  دينما ي را القا م
DPCPA  فعـال   دهد که  يها نشان م   ين بررس يا. شود ي مهار م 

 ـ بن يها ر سلول يک تکث ي و تحر  A1ن  يرنده آدنوز يشدن گ   يادي
 ـ از طر يعصب  رخ Akt و MEK/ERKنگ يگنالير س ـيق مـس ي

 ير، بلکه برا  ي تکث ي نه تنها برا   Akt يده گنالير س يمس. دهد يم
 ـ. )۳۲(  اسـت يز ضروري ني عصبيادي بن يها ز سلول يتما  يول

 القـا شـده توسـط       يهـا  گناليمطالعات نشان داده است که س ـ     
هـا،    به نورون ي عصب يادي بن يها ز سلول ي تما ين، بر رو  يآدنوز

ن ير ندارد، هر چند در ا يها تاث  تيگودندروسيها و ال   تيآستروس
توانـد از سـد      ين م ـ يآدنوز.  لازم است  يشترينه مطالعات ب  يزم

ک دارو عمـل   يعنوان   تواند به  ين م ي بنابرا  مغز عبور کند   يخون
وند شـده مـوثر     يا پ ي ي درون ي عصب يها  سلول يکند که در بقا   

  . )۳۳( باشد

 
   يريگ جهينت

 ن نقـش  يتـوان گفـت، آدنـوز      ي م ـ ي کل يبند ک جمع يدر       
 يهـا   بيآس مستعد که يعصب يها  سلول از محافظت در يمهم
ب ممکن اسـت    ين ترک يل ا ين دل يبه هم . ردو هستند دا  يداتياکس

 ي ناش ـيط اختلالات عصب  يد در شرا  ي کاند يک دارو يعنوان   به
 جينتا به توجه با. ردياستفاده قرار بگو مورد يداتياز استرس اکس

 يرو بـر  نيآدنـوز  مثبـت  راتيتاث و توجه قابل آمده دست به
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 ـبن يهـا  سـلول  در آپوپتـوز  مهار  ريتـاث  يبررس ـ ،يعـصب  يادي
 ستميــس يهــا يمــاريب (يشگاهيــازما يهــا مــدل در نيآدنــوز
 ـ In vivo طيشــرا در) يعـصب  کاســپازها  ين بررســيو همچن

  .شود يشنهاد ميپ
  

 قدرداني و تشكر
  به شماره طرح    (ييان نامه دانشجو  ين مقاله بر اساس پا    يا      

  

ZUMS.REC.1394.121 (     يمصوب دانشگاه علـوم پزشـک 
 يقات و فناور  ي معاونت تحق  يت مال يباشد و با حما    يزنجان م 

 ـ ا ي پزشـک  ی  دانـشکده  يقات مرکـز  يشگاه تحق يو در آزما   ن ي
 لازم خـود  بر قالهم اين نويسندگان. دانشگاه انجام گرفته است

ن مطالعه کمک کردنـد  ي که به انجام ايافراد تمامي از دانند مي
 پزشـكي  علـوم   دانـشگاه يقـات و فنـاور  يتحق  معاونتنيزو 

 .قدرداني نمايند و تشكر مالي حمايت زنجان جهت
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Background and Objective: Excessive production of free radicals during oxidative stress can cause serious 

damage to important biomolecules and activate programmed cell death pathways in the body. In the nervous 

system, neuronal cell death leads to many progressive neurodegenerative disorders. The aim of this study 

was to evaluate the effects of adenosine on the inhibition of apoptosis in oxidative damage induced by 

hydrogen peroxide in bone marrow derived neural stem cells (BMSCs-dNSCs) . 

Materials and Methods: BMSCs-dNSCs were pretreated with different doses of adenosine for 24 hours and 

then exposed to 125μM H2O2 for 30 minutes. Using MTT and TUNEL assay, we evaluated the effects of 

adenosine on cell survival and apoptosis in pretreated BMSCs-dNSCs in comparison to control groups. 

Results: The results showed that the apoptosis rate in the 6 µM adenosine pretreated BMSCs-dNSCs was 

significantly decreased compared to the control group in the condition of oxidative stress (P<0.05).   

Conclusion: Our findings suggest that adenosine protects NSCs against oxidative stress induced cell death, 

therefore it may be used to promote the survival rate of NSCs and could be a candidate for the treatment of 

oxidative stress mediated neurological diseases. 
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