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 ياديبن يها سلول در كينرژيدوپام يها ژن و كينوروتروف يفاكتورها انيب
  ديسولفوكسا ليمت يد توسط ماريت از پس و قبل يميمزانش

  
  (M.Sc)پور  نيحس يليل ،(Ph.D)كاشاني  قاسم حاجي مريم ،(Ph.D) يبلوك لشكر يتق ،*(Ph.D)قربانيان  تقي محمد

 يستيز علوم پژوهشكده و يمولكول و يسلول گروه، يشناس ستيز دانشكده، دامغاندانشگاه 

 
  ده يچك

 Mesenchymal stem( يميمزانش ياديبن يها سلول زيتما در يمهم نقش كينوروتروف عوامل: سابقه و هدف
cells, MSCs (ـ فايا كينرژيدوپام يعصب يها سلول به   ـا هـدف . كننـد  يم  ـتحق ني  ـ قي  ـب يبررس  يفاكتورهـا  اني

ماننـد تيـروزين    ماننـد  كينرژيدوپام يها ژن از يبرخ و BDNF, NGF, CNTF, GDNF, NT3, NT5 كينوروتروف
  .است (Dimethyl sulfoxide, DMSO)دمسو توسط ماريت از پس و قبل  MSCs درهيدروكسلاز  

 ـ در و جـدا  بالغ ييصحرا موش يايبيت و فمور يها استخوان مغز از MSCs :ها مواد و روش  كامـل  MEM-α طيمح
 شده كامل MEM-α طيمح -1: شدند داده كشت طيمح دو در چهارم پاساژ يها سلول. شدند داده كشت سرم با شده

 ـهو. شـدند  يدار نگـه  DMSO درصـد  2 ياوحMEM- α طيمح در كه ييها سلول -2 درصد 10 سرم با  ـم و تي  زاني
  .گرفت قرار يابيارز مورد RT-PCR روش به ها ژن انيب و يميتوشيمنوسيا روش به ها سلول خلوص

 مثبـت  پاسخ CD90 يآنت و نيبرونكتيف يآنت فسفاتاز، نيآلكال يزيآم رنگ به MSCs كه داد نشان جينتا :ها يافته
. شـدند  انيب گروه دو هر در كينرژيدوپام يها ژن از يبرخ و كينوروتروف عوامل كه داد نشان RT-PCR جينتا. دادند
 ـ انيب شدت كه داد نشان گروه دو نيا در كينرژيدوپام و كينوروتروف يها ژن انيب يكم مهين سهيمقا  هـا  ژن از يبرخ

 ـ يدار يمعن طور به نشده ماريت MSCs در) BDNF, NGF, CNTF, GDNF( كينوروتروف  مـار يت MSCs از تـر  شيب
  ).≥05/0P( است DMSO با شده

 ـ ك،ينرژيدوپام يها ژن از يبرخ و كينوروتروف عوامل انيب با يميمزانش ياديبن يها سلول :گيري نتيجه  تواننـد  يم
  .رنديگ قرار استفاده مورد نسونيپارك يماريب درمان يبرا

   
  كينرژيدوپام يها ژن ك،ينوروتروف عوامل د،يسولفوكسا ليمت يد ،يميمزانش ياديبن يها سلول: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 بـه  ها آن زيتما تيقابل و ياديبن يها سلول يفناور امروزه

 درمـان  يبـرا  ها آن از استفاده نيچن هم و بالغ يها سلول انواع
 ـ روز طور به ها يماريب  ـ حـال  در يافزون  كـه  بـوده  رفـت  شيپ
 يدرمان سلول بر يمبتن يها روش جاديا يبرا را ييها يدواريام
 علـت  به]. 1،2[ است نموده جاديا مناسب روش كي عنوان به

 مشكلات و سال بزرگ يعصب ياديبن يها سلول هيته مشكلات
 يها سلول از استفاده ،ينيجن ياديبن يها سلول كاربرد ياخلاق

 يعصب ستميس ميترم يبرا مناسب نيگز يجا يميمزانش ياديبن
 ونديپ استخوان، مغز از راحت استخراج و كشت واقع در. است

 ـ عدم اتولوگ،  ـ يهـا  ينگران  ـا بـودن  رس دسـت  و ياخلاق  ني
 سـه  بـه  زيتما ييتوانا و يريخودتكث تيقابل راه هم به ها سلول

  :ghorbanian@du.ac.ir                           Email                         0232-5247146 :نمابر    09125318732  :تلفننويسنده مسئول،  *
 11/6/1391:تاريخ پذيرش  19/2/1390 :تاريخ دريافت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               1 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1698-fa.html


 تقي قربانيان و همكاران محمد       ...                                               دوپامينرژيك هاي ژن و نوروتروفيك فاكتورهاي بيان

131 
 

 شود يم محسوب ها سلول نيا كاربرد تيمز ،ينيجن يسلول رده
]3.[  

 موجـب  اسـت  ممكـن  بالغ ياديبن يها سلول يتيسيپلاست
 هـا،  يمـار يب از يعيوس ـ فيط درمان در ها سلول نيا ي استفاده

. شـود  يمغـز  يهـا  بيآس ـ و وينورودژنرات يها يماريب ژهيو هب
 نقش كينوروتروف عوامل كه دهد، يم نشان رياخ يها پژوهش

 جـاد يا جملـه  از دارنـد؛  مغـز  تهيس ـيپلاست و نيتكو در يمهم
    مدت يطولان تيتقو ناپتوژنز،يس ،يعصب يها رشته در انشعاب

ــزا و شــنينوروترانسم ــاز آزاد شياف ]. 4[ ترينوروترانســم يس
 توسـط  هـا  نيتوكيس و كيتروف عوامل يساز آزاد است ممكن

MSCs استروك دچار كه يزبانيم مانده يباق يها سلول يرو بر 
  ].7-5[ شود كرد عمل بهبود موجب اند، شده

(DMSO) Dimethylsulfoxide بـه  قـادر  و يقو يحلال 
 يهـا  يژگ ـيو. اسـت  خـود  در يقطب ريغ و يقطب مواد انحلال
 ـ يكاربردهـا  كـه  اسـت  شده باعث ماده نيا خاص  در يفراوان
 حـلال  نيا]. 8[ گردد فيتعر آن يبرا علوم مختلف يها شاخه
 اسـتفاده  مورد حاضر حال در كه است يانجماد ماده نيتر مهم
 بـه  DMSO از هـا  پـژوهش  يبرخ ـ در]. 13-9[ رديگ يم قرار
 اسـتفاده  يسـلول  زيتمـا  يبرا يعصب يها كننده القا ريسا راه هم
 سـوال  نيا به پاسخ پژوهش نيا از هدف]. 14،15[ است شده
 ـ عنوان به تواند يم ييتنها به DMSO ايآ كه است  القـاگر  كي
 و حضور در MSCs ايآ نيچن هم ر؟يخ اي گردد استفاده يعصب
 ـب بـه  قـادر  DMSO حضور عدم  ـنوروتروف عوامـل  اني  و كي
  است؟ كينرژيدوپام يها ژن

 
  ها مواد و روش

 يهـا  اسـتخوان  مغز از MSCs. يسلول كشت و يجداساز
 شـد   استخراج ستاريو نژاد بالغ ييصحرا موش يايبيت و فمور

 شـده  يغن α-MEM (Gibco) طيمح در  ها سلول سپس]. 16[
 ـ وFBS (Gibco) درصـد  10 با  نيس ـياسترپتوما-نيليس ـ يپن

(Gibco) 1 فلاسك در درصد cm2 (Falcon) 25 و شد شتك 
 و درصد CO2 5 و گراد يسانت درجه 37 يدما با انكوباتور در

 بـا  سـاعت  48  از پـس . شـدند  يدار نگـه  درصـد  95 رطوبت

 كف به دهيچسب يها سلول از شناور يها سلول ط،يمح ضيتعو
 تا 70( تراكم به ها سلول دنيرس از پس. دنديگرد جدا فلاسك

 EDTA راه هـم  به درصد 25/0 نيپسيتر كمك به) درصد 80

 4×105 تـركم  با و جدا فلاسك كف از (Merck) درصد04/0
subculture يسلول اتيح يابيارز. شد هيته MSCs  اسـتخراج 

 بار پنج( شد انجام تومتريهموسا روش به استخوان مغز از شده
  ).تكرار
 مــار،يت منظــور بــه  DMSO .توســط هــا ســلول مــاريت
 Phosphate  توسط يتميلگار فاز در چهارم پاساژ يها سلول

buffered saline (PBS)12 مـدت  يبرا و شدند داده شستشو 
) سرم بدون DMSO (درصد 2 يحاو طيمح معرض در ساعت
 DMSO يحاو طيمح زمان، نيا گذشت از پس. گرفتند قرار

 در و داده شستشـو   PBSبـا  هـا  سـلول  سپس. شد ختهير دور
 انكوبـاتور  در روز 10 تـا  5 مدت به سرم بدون طيمح طيشرا
 اسـتفاده  مورد يمولكول يبررس يبرا ادامه در و شده يدار نگه
  .گرفتند قرار
 ـهو نيـي تع يبرا. يميتوش ـيمنوسيا  ،MSCs خلـوص  و تي
 لامـل  يرو بـه  cm2 104×5 تراكم با چهارم پاساژ يها سلول
 بـا  هـا  سلول شستشوي از پس. شدند منتقل نيژلات به آغشته

PBS  درصـد  4 پارافرمالدهيد در دقيقه  20  مدت به (Merck) 

 X-100 معـرض  در دقيقه  15 مدت به سپس. شد انجام ثبوت

Triton 3/0 بـز  درصـد   10 سرم در دقيقه  15 مدت و درصد  
  دماي در شب يك مدت به ها نمونه آن از پس. شدند داده قرار

 بـادي  آنتـي  معـرض  در مرطوب شرايط و گراد سانتي درجه  4
  CD90 يآنت يباد يآنت و 1:100 نسبت با فيبرونكتين آنتي اوليه
 يـك  مـدت  بـه  ها نمونه ادامه در. شدند انكوبه 1:11 نسبت به

 بـه  مرطـوب  شـرايط  و گراد سانتي درجه  37  دماي در ساعت
 ـ و) 1:20( گوسـفند  ضد ثانويه بادي آنتي با بيترت  يبـاد  يآنت
 ـپا در. شدند انكوبه يكيتار در) 1:100( موش ضد هيثانو  اني
 و (Eclipse-E600 Nikon) فلورسنت كروسكوپيم با ها نمونه

 DXM 1200 Nikon Digital)  تـــاليجيد نيدوربـــ

Camera)يدرسـت  آزمودن يبرا. شدند يبردار عكس و مطالعه 
 كنتـرل  كاذب مثبت واكنش ه،ياول يباد يآنت حذف با كار روش
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 ـارز يبرا. شد انجام تكرار بار سه گروه هر يبرا و ديگرد  يابي
 ـك كـار  دسـتور  اسـاس  بـر  فسـفاتاز  نيآلكال ميآنز حضور   تي

 (Alkaline Phosphatase Detection Kit- Millipore- SCR004) 
  .ديگرد انجام

 RT-PCR .  RNA از استفاده با سلولي كل RNX-Plus بر 
 از اطمينـان  براي. شد استخراج سيناژن كيت كار دستور اساس
 ژل الكتروفـورز  و اسـپكتروفوتومتري  RNA كيفيـت  و كميت
 اسـاس  بـر  ،RNA  كروگـرم يم5/0 از سپس. شد انجام آگارز
 ـك كـار  دستور   .شـد تهيـه   cDNA    (Fermentas-K1622)تي
 5/2 راه هــم بــه cDNA تــريكروليم 5 از اســتفاده بــا ســپس

 mM-MgCl2 5/1 )50 تـر يكروليم x1، 8/0 بـافر  تريكروليم

ــيم ــولار يلـ ــريكروليم 8/0 ،)مـ  mM-dNTP2/0 )10  تـ
 كومـولار، يپ 10 دسـت  نييپـا  و بالادسـت  مريپرا ،)مولار يليم

 آب و )Unit) Taq polymerase5/2 ميآنـز  تـر يكروليم25/0
 34 در برنامـه  طبـق  تـر، يكروليم 25 يينهـا  حجـم  تا يقيتزر
ــ ــط كليس ــتگاه توس ــتكث دس -DNA (Mastercycler  ري

eppendrof) شد انجام.  
 هـا  آن يابي دست شماره و اندازه استفاده، مورد يمرهايپرا

 ژن عنـوان  به β2M ژن. است آمده 1 جدول در Genbank در

 ونيدناتوراس: از عبارت  PCR  برنامه. شد استفاده يداخل كنترل
: شامل كليس هر و قهيدق 2 مدت به گراد يسانت درجه  94 هياول

 ـثان  30 مدت به  گراد يسانت درجه 94 ونيدناتوراس  نـگ يانل ه،ي

 ـثان  30 مدت به گراد يسانت درجه  55   درجـه   72  اكستنشـن  ه،ي
 نيآخر كل،يس 34 اتمام از پس و هيثان  30 مدت به گراد يسانت

 مدت به گراد يسانت درجه 72 يدما در يينها اكستنشن مرحله
 از ميكروليتـر  8 واكـنش،  اتمـام  از پـس . شـد  انجـام  قهيدق 5

 بـا  و درصـد  5/1 آگارز ژل روي بر PCR واكنش محصولات
 نمايشـگر  دستگاه با و شد الكتروفورز برومايد اتيديوم حضور

. گرفت قرار بررسي و مشاهده مورد (UVIdoc, UK) داك ژل
 ـته مرحله در و گرفت صورت تكرار بار سه نمونه هر يبرا  هي

cDNA ــا ــذف ب ــه ح ــز و RNA نمون  Reverse ميآن

Transcriptase  مرحله در و RT-PCR ميآنـز  حذف با  Taq 

polymerase  محصول و cDNA در. شد كنترل مراحل يتمام 
 هر نسبي بيان ميزان. شد يبررس ها ژن انيب مختلف يها كليس

 بـه . شـد  گيري اندازه UVIdoc افزار نرم توسط هاي ژن از يك
 از يـك  هـر  بانـد  شـدت  ها، ژن بيان نسبي ميزان تعيين منظور
  .گرديد محاسبه β2M ژن باند شدت به نسبت ها ژن

  Genbankتوالي پرايمرهاي مورد استفاده، اندازه و شماره دست يابي آن ها در . 1جدول 
  كد دسترسي bpاندازه دماي انلينگºC نام ژن  توالي پرايمر

F: 5'-CTCTGAGGTGCATAGCGTAATGTC-3' 
R: 5'-AAAACGCTGTGAGAGTGTAGAAC-3' NGF 56 55 NM-012610 
F: 5'-CTG GCT AGC AAG GAA GAT TCG-3' 
R: 5'-CAG GCC CTG ATG TTT TAC ATA AGA-3' CNTF 70 55 NM-013166 
F: 5'-AGG TCA GAA TTC CAG CCG AT-3'       
R: 5'GTT-TCC-TCC-GTG-GTG-ATG-TT-3' NT3 181 55 NM-031073 
F: 5'-TATGTGCGGCGTTGACTGC-3'      
R: 5'CACAGTCAGAAGGCACGGTA-3' NT4 213 55 NM-013184 
F: 5'-GAC TCC AAT ATG CCC GAA GA-3'   
R: 5'-TAG CCC AAA CCC AAG TCA GT-3' GDNF 254 55 NM-019139 
F: 5'-CCG TGA TCT TTC TGG TGC TT-3' 
R: 5'-TTT TGG GCT TCA GAG TG-3' β2m 318 55 NM-012512 
F: 5'-GCC CAA CGA AGA AAA CCA TA-3'      
R: 5'-GAT TGG GTA GTT CGG CAT TG-3' BDNF 405 55 D 10938 
F: 5׳-TGT CAC GTC CCC AAG GTT CAT -3׳  
R: 5׳-CGT GGG ACC AAT GTC TTC AGT G- 3׳  TH 276 55 NM_012740 
F: 5׳-TCC CGG AGG AAC TGC ACT TCG-3׳ 
R: 5׳-GTG TCT TCC TCT GCT CGA TCA-3׳     Nurr1 683 55 U72345 
F: 5'-TTA AAT GCC TTG GCC ATC TC-3' 
R: 5'-CGA GCC AGC ATG CCA TAC TT-3' Shh 173 55 NC-005103 
F: 5'-CCT CCT TTA CGG TGG ACA AA-3'  
R:5'-ATC AAC TCC TCC TGC CCA TG-3' PTCH 269 55 NC-005116 

 از اســتفاده بــا هــا داده ليــتحل و هيــتجز. يآمــار زيآنــال
 يآمـار  محاسـبات . گرفت انجام ،SPSS ,  version 16افزار نرم

 ـ اخـتلاف  يبررس جهت  آزمـون  از اسـتفاده  بـا  هـا  گـروه  نيب

 ـ انسيوار  آن دنبـال  بـه  و) One Way ANOVA( طرفـه  كي
 جينتـا  يآمـار  استنتاج مرز. شد انجام Tukey يليتكم آزمون
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05/0P≤ بـا  مربوطـه  يها ستوگراميه تاًينها. شد گرفته نظر در 
  .ديگرد ميترس Excel افزار نرم

  
  نتايج

 ـم يابيارز  ـح زاني  95±5/2 از بـيش  كـه  داد نشـان  ات،ي
 توسـط  مـار يت از پـس  هـا  سلول. بودند زنده هاي سلول درصد

DMSO نشان را) متعدد و بلند زوائد( يعصب شبه يمورفولوژ 
 ـم نيـي تع بــراي). B.1 شـكل ( دادنـد   از MSCs خلــوص زاني
 ـآم رنگ  كـه  شـد  اسـتفاده  فسـفاتاز  نيآلكـال  يميتوش ـيس يزي

 ـد C.1 شـكل  در ،يصـورت  رنـگ  بـه  ها سلول توپلاسميس  دهي
 و پهـن  توپلاسـم يس بـا  يها سلول صورت به MSCs. شوند يم

 سـلول،  مركز در درشت نسبتاً و يضيب اي گرد هسته با گسترده
  . شوند يم مشاهده
 MSCs سيتوپلاسـم  ،يميتوش ـيمنوسيا روش به يابيارز در

 و) D.1شكل( رنگ سبز ،)هاي رشته( نيبرونكتيف نشانگر يبرا
 ـ دهيد سبز رنگ به CD90 يبرا  بـراي ). E.1شـكل ( شـوند  يم

 اتيديوم با ها سلول هسته مثبت، نيبرونكتيف هاي سلول شمارش
 درصد 97±2 حدود و اند آمده در روشن قرمز رنگ به برومايد
  .دادند واكنش نشانگرها نيا به ها سلول

  :RT-PCR جينتا
 ـب يبررس ـ به مربوط پژوهش نيا ياصل بخش  و NTF اني

 نشـان  جينتـا . است كينرژيدوپام يها سلول يها ژن از يبرخ
 شـده  مـار يت و) كنتـرل ( نشـده  ماريت يها سلول در كه دهد يم

 انيب NTF يتمام) ماريت از پس روز 10 و DMSO )5 توسط
 نشـان  گـروه،  دو در باندها شدت يكم مهين سهيمقا. است شده
 نشـده،  مـار يت MSCs گـروه  در يها ژن انيب زانيم كه دهد يم
 يآمار لحاظ به اختلاف نيا كه است، DMSO گروه از تر شيب

 است دار يمعن NGF و BDNF ,GDNF, CNTF يها ژن يبرا
  ).B و A .2شكل(

 ـنرژيدوپام يها سلول به مربوط يها ژن  sonicشـامل  كي

hedgehog،patched ، Nurr1 و tyrosinehydroxylase 
 و نشده ماريت MSCs گروه دو در ها ژن نيا انيب سهيمقا. است

 نشـان  DMSO توسط) ماريت از پس روز 10 و 5( شده ماريت
 ـب گـروه  دو در Nurr جز به ها ژن همه كه دهد يم  و شـده  اني

 ژن انيب شده ماريت گروه در كه دهد يم نشان يكم مهين سهيمقا
Th، 3شكل( است دار يمعن.A و B .(دهـم  بـا  پنجم روز جينتا 
  .نداد نشان يتفاوت گريد كي با ماريت از پس

  
  

  
و  DMSOتيمار شده توسط  MSCsتصوير فازكنتراست . Bو ) فازكنتراست(تيمار نشده توسط ميكروسكوپ اينورت  MSCsهاي  مشاهده سلول . A.1شكل

C .MSCs شوند براي اين آنزيم مثبت هستند صورتي ديده ميهايي كه با سيتوپلاسم  سلول. اند تيمار نشده كه براي آنزيم آلكالين فسفاتاز رنگ شده ..D  مشاهده
MSCs هايي از سيتوپلاسم كه  در قسمت. اند تيمار نشده با ميكروسكوپ فلورسانس كه به روش ايمنوسيتوشيمي براي نشانگر فيبرونكتين رنگ شده

تيمار نشده كه براي نشانگر  E MSCs.. شوند برومايد به رنگ نارنجي ديده مي ها با اتيديوم هاي سبز و هسته سلول گليكوپروتئين فيبرونكتين قرار دارد، رشته
CD 90 هايي كه با سيتوپلاسم سبز  سلول. پاسخ مثبت دادهFITC شوند براي اين نشانگر مثبت هستند ديده مي.  
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 ,ladder  ,β2M  NT5 ,NGF: چپاز راست به  .و مشاهده الكتروفورز ژل آگارز RT-PCRبه روش عوامل نوروتروفيك  الگوي بيان .A. 2شكل

CNTF, GDNF, BDNF  وNT3  تيمار نشده گروهدر  MSCs )پايين ( و گروه تيمار شده توسطDMSO )بالا ( NT3 181bp, NT4/5 213bp, 

NGF 56bp, CNTF 70bp, GDNF 254bp, BDNF 405bp, β2M 318bp   .B .مقايسه ميزان بيان نيمه كمي ژن هاي NT5 ,NGF 

CNTF, GDNF, BDNF وNT3  درMSCs  تيمار نشده و تيمار شده باDMSO نسبت به ژن كنترل(β2M) و نيز علامت ستاره نشانه معني داري است 

P≤0.05 .  
  

  

  
در گروه   ,ladder Shh ,β2M Nurr, Ptch, Th,: از راست به چپ. و مشاهده الكتروفورز ژل آگارز RT-PCRبه روش ژنها  الگوي بيان .A. 3شكل

  ,Ptch 272 bp ,Th 276bp, Shh 173 bp, β2M 318 bp Nurr 683 bp ,. )بالا( DMSOو گروه تيمار شده توسط ) پايين(MSCs كنترل 
B .مقايسه شدت بيان نيمه كمي ژن هاي,Ptch  Th  وShh  درMSCs  تيمار نشده و تيمار شده باDMSO نسبت به ژن كنترل(β2M)  و علامت ستاره

  . P≤0.05 نشانه معني داري است
  

  گيري بحث و نتيجه
 توسـط  مـار يت از پـس  و قبـل  MSCs كه، داد نشان جينتا

DMSO ـنوروترف يهـا  فـاكتور  انيب به قادر   از يبرخ ـ و كي
 دهد يم نشان رياخ يها پژوهش. هستند كينرژيدوپام يها ژن
 ،يسلول يها رده انواع به زيتما قدرت بر علاوه ها سلول نيا كه
 ـ ،يعصـب  يهـا  سلول خصوص هب  ـتول بـا  تواننـد  يم  عوامـل  دي

 را طيشرا ها، نيتوكيس انواع و رشد يها هورمون و كينوروترف
 حفاظـت  اثر توان يم. كنند فراهم ها سلول ريسا زيتما القا يبرا

 بـه  زيتمـا  در هـا  آن ييتوانـا  از يناش ـ را ها سلول نيا يعصب
 ـد بيآس يها سلول با شدن نيگز يجا و يعصب يها سلول  دهي
 كـرده  مطـرح  را يا تـازه  امكان رياخ يها پژوهش اما. دانست

 ـا تـوان  از يناش را يژگيو نيا توان يم است؛  در هـا  سـلول  ني
 فاكتورها، نيا ديتول با MSCs كه چنان. كرد فرض NTF ديتول
 ـتكث موجـب  و داده شيافزا را مانده يباق يها نورون اتيح  ري

 ـگرد بيآس ميترم و) آندوژنوس( زاد درون يها سلول -17[ دي
19 .[  

DMSO و دوسـت  آب( دوگانـه  تيخاص ـ با بيترك كي 
 و آب بـا  اخـتلاط  و خـتن يآم تيقابل كه است،) دوست يچرب

 خواص دادن دست از بدون دوست، يچرب باتيترك در انحلال
 قـات يتحق در حلال كي عنوان به ليدل نيهم به و دارد را خود
 ـ هم. است گرفته قرار استقبال مورد يپزشك ستيز  ـا نيچن  ني

 ـ عنوان به كم نسبتاً يها غلظت در بيترك  ـ كي  دانتياكس ـ يآنت
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 ـگ يم قرار استفاده مورد وينوروپروتكت يها يژگيو با ديجد  ردي
]20 .[  

 امكان كه ابدي بهبود يا گونه به كشت طيشرا كه يصورت در
 ـنوروتروف و رشـد  عوامـل  سـاخت  شـدن  تر فعال  توسـط  كي
 درمـان  يبـرا  را ها سلول نيا از استفاده شود، تر شيب ها سلول

 ريسـا  راه هم به ماده نيا كاربرد به توجه با. دينما يم مساعدتر
 بـه  حاضـر  مطالعه آن، گسترده مصرف و ،يعصب يها كننده القا

 ـ از يبرخ. است پرداخته in-vitro طيشرا در آن نقش  نيمحقق
ــكوربات، از ــدپرن آس ــاميو ل،ي ــه DMSO و E نيت ــوان ب  عن
 كينوروتوكس ـ يها بيآس كننده محافظت مهم يها دانياكس يآنت
 ـ نـام  اه،يس ـ جسم كينرژيدوپام يها نورون به ].  21[ برنـد  يم

Yamaguchi اثـر  با) 2006( كاران هم و DMSO , رتينوئيـك 
 MSCs كـه  دادنـد  نشان پايه، فيبروبلاستي رشد فاكتور و اسيد

 ].22[ كننـد  مي بيان را عصبي ي ها سلول گر نشان نوع چندين
Woodbury و ديسولفوكسا ليمت يد از استفاده با كارانش هم و 

BHA حضـور  در bFGF و PDGF  ـفنوت القـاء  بـه  موفـق   پي
 ـ]. 22،23[ شدند MSCs يعصب  ـن يگـر يد نيمحقق  ـا از زي  ني
 MSCs ينـورون  زيتمـا  يبـرا  خود ييالقا پروتوكل در بيترك

  ].15،24،25[ كردند استفاده
 ـا جينتا كه گونه همان  بـا  DMSO داد، نشـان  پـژوهش  ني
 در كينرژيدوپام يها ژن و NTF انيب موجب درصد 2 غلظت

MSCs ماده نيا كه نمود فرض توان يم اساس، نيا بر. شود يم 
 يمورفولـوژ  در كه يرييتغ وجود با كشت طيشرا در ييتنها به

 ـب سطح در كند، يم جاديا ها سلول  سـلول،  كـرد  عمـل  و ژن اني
 نشـده  NTF انيب شيافزا موجب ماريت از قبل طيشرا به نسبت
 ـ هم. است  ـب جينتـا  نيچن  نشـان  DMSO نمونـه  در هـا  ژن اني

 بيآس ـ موجـب  پـژوهش  نيا در شده استفاده غلظت دهد، يم
. است شده حفظ ها سلول رشد و اتيح قدرت و نشده ها سلول

ــ از ــا اثــر) 2004( كــاران هــم و Tuszynski يطرف ــقب ني  لي
 هـا  سلول زيتما بر را DMSO/BHA و BME مانند ها كننده القا
  ].26[ دانند يم موقت و يواقع ريغ

 ـ MSCs كه داد نشان پژوهش نيا ضمناً  عوامـل  توانـد  يم
 بـه  توجـه  بـا  كـه  دينما انيب mRNA سطح در را كينوروترف

 ـا از اسـتفاده  بر ،يقبل يها پژوهش جينتا  يبـرا  هـا  سـلول  ني
 از يبرخ ـ هـا  سـلول  نيا نيچن هم. كند يم ديتاك يدرمان اهداف

 را شـوند  يم ديتول كينرژيدوپام يها سلول توسط كه ييها ژن
  . است نموده انيب mRNA سطح در زين

NTF القـا  در يمهم ـ نقش كه هستند يترشح يها نيپروتئ 
   از يبرخ ـ. دارد نيتكـو  حـال  در يها نورون بلوغ و بقا ز،يتما

NTF ـجمع از يبانيپشت و تيحما سال بزرگ مغز در   يهـا  تي
 يمـار يب نمونـه  عنـوان  بـه . دارنـد  عهـده  بـه  را بـالغ  ينورون
 خـاص  يسلول تيجمع كي بيتخر از يناش عمدتاً نسونيپارك
 ـتروف نقـش  يمتعـدد  شـده  شـناخته  عوامـل  كـه  است  و كي

 يهـا  روش هـدف . دارد كينرژيدوپام يها نورون بر يمحافظت
 توقف موجب بتواند كه است يعوامل از استفاده مختلف يدرمان

 ـتخر رونـد  بازگشـت  اي و  يعصـب  يهـا  سـلول  يجيتـدر  بي
 يرو بر كه يمتعدد يها پژوهش در]. 27[ گردد كينرژيدوپام
 in-vitro طيشـرا  در استخوان مغز يياستروما يها سلول زيتما

 ـا يالقا يبرا رشد يفاكتورها از گرفت، صورت  هـا  سـلول  ني
 يزيتمـا  اثـر  ،يگـر يد پژوهش در]. 7،28[ است شده استفاده
MSCs ـبن يهـا  سـلول  يرو بر   و شـد  يبررس ـ يعصـب  يادي
 NSC در را ينـورون  زيتمـا  تنها نه MSCs كه ديگرد مشاهده

 را اثر نيا كه دهد يم شيافزا زين را ها آن بقاء بلكه كند، يم القا
-33[ دانند يم مرتبط MSCs توسط BDNF و NGF ترشح با

 نيا ييتوانا ليدل به MSCs ونديپ از يناش كرد عمل بهبود]. 29
 نـوروژنز،  بـرد  شيپ و يعصب زيتما آپوپتوز، كاهش بر ها سلول
 با MSCs.  است دهيد بيآس ينواح در ناپتوژنزيس و وژنزيآنژ

 ـتول بـه  زبـان يم يها سلول القا و كيتروف يفاكتورها ترشح  دي
 يم ـيترم يهـا  سميمكان نمودن فعال اي و يضرور يها مولكول

 گردد يم يعصب كرد عمل موثر و عيسر بهبود موجب آندوژنوس
 ـتول كـه  شـد  داده نشان نيچن هم]. 33-35[  موجـب  NTF دي

 ـنرژيدوپام يها نورون از حفاظت  زيتمـا  و بقـا  شيافـزا  و كي
ــدوژنوس ــجمع آن ــا ســلول تي ــدهيزا يه ــه ن ــورون ب ــا ن  يه

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               6 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1698-fa.html


  1391زمستان، )46پياپي( 2، شماره 14جلد                                                                                                كومش

136 

 

 ـ در. گـردد  يم كينرژيدوپام  ـا نيب  اثـر  احتمـال  فاكتورهـا  ني
 يهـــا نـــورون بـــر GDNF و NGF، BDNF يحفـــاظت

 در هـا  ژن از گـروه  نيا انيب]. 36[ است تر شيب كينرژيدوپام
 ـا از اسـتفاده  هيفرض GDNF كينوروتروف فاكتور انيب كنار  ني
 ـتقو را نسونيپارك يماريب درمان يبرا ها سلول  ـ تي  ـنما يم  دي

]37،38 .[  
 مغـز  يياسـتروما  يهـا  سـلول  كـه  دادند نشان زين گرانيد

 ،GFRα1 ، Nurr1، Shhشامل كينرژيدوپام يها ژن استخوان،
Ptch و smt كنند يم انيب را .MSCs علاوه افته،ي زيتما يانسان 

 ـنظ را نيدوپـام  ن،يپـروتئ  و mRNA سـطح  در TH انيب بر  ري
 ـ ترشـح  و ديتول كينرژيدوپام يكرد عمل يها نورون  كننـد  يم

]39 .[Shh و است كيمورفوژن رسان اميپ مولكول كي Nurr1 
ــن ــدهيگ زي ــوده orphan رن ــرا كــه ب ــورون نيتكــو يب  يهــا ن

  ].40[ است يضرور كينرژيدوپام
 موثر نقش به ها پژوهش از يبرخ شد اشاره كه يطور همان

 دارنـد  اشـاره  يزيتمـا  يهـا  پروتوكل در ها كننده القا ليقب نيا
ــ و] 15،20،24،41،42[ ــر،يد يبرخ ــواد گ ــ م ــنظ ييايميش  ري

DMSO آن از يناش ـ يمورفولوژ رييتغ و يسم سلول يبرا را 
 ـ يسـلول  زيتمـا  نه و يسلول اسكلت ساختار رييتغ را  داننـد  يم
 2 غلظـت  بـا  DMSO كه داد نشان پژوهش نيا]. 26،43،44[

ــد ــر درص ــم اث ــته يس ــ و NTF و نداش ــا ژن از يبرخ  يه
 ـتغ با انيب نيا و شده انيب ماده نيا حضور با كينرژيدوپام  ريي

 ـگ جهينت اما. است بوده راه هم زين  ـ يري  يزيتمـا  اثـر  بـر  يقطع
DMSO ـن ژن، انيب سطح در    روش بـه  يكم ـ يبررس ـ بـه  ازي

real time-PRC دارد  .  
 د،ينما يم زيمتما ها پژوهش ريسا از را قيتحق نيا كه چه آن
 ـنوروتروف يفاكتورهـا  زمـان  هـم  انيب يبررس  يهـا  ژن و كي
 طيشـرا  در MSCs توسـط ) mRNA سطح در( كينرژيدوپام
 و قبـل  MSCs .باشد يم DMSO با ماريت از پس و قبل كشت

  كيــــنرژيدوپام يهــــا ژن از يبرخــــ مــــار،يت از پــــس
 )TH, Ptch, Shh (يزيتما تيظرف دهنده نشان كه كرده انيب را 
 ـنرژيدوپام يها نورون به ها سلول نيا  يهـا  سـلول . اسـت  كي

 ـنروتروف عوامـل  انيب ليدل به يميمزانش ياديبن  يهـا  ژن و كي
 مـورد  نسـون يپارك يماريب درمان يبرا تواند يم كينرژيدوپام

  .رديگ قرار استفاده
  

  تشكر و قدرداني
 پـژوهش  معاونت مصوب طرح محل از پژوهش اين نهيهز

 دانشـكده  از. اسـت  شـده  نيتـام  دامغـان  دانشـگاه  يفناور و
 بـه  دامغـان  دانشـگاه  يستيز علوم پژوهشكده و يشناس ستيز

 و تشـكر  آزمايشـگاهي  امكانـات  گذاشـتن  اختيـار  در خاطر
  .گردد مي قدرداني

  
  منابع

[1] Armesilla-Diaz A, Elvira G, Silva A. p53 regulates the 
proliferation, differentiation and spontaneous transformation of 
mesenchymal stem cells. Exp Cell Res 2009; 315: 3598-3610.  

[2] Kim DH, Yoo KH, Choi KS, Choi J, Choi SY, Yang SE, et 
al. Gene expression profile of cytokine and growth factor during 
differentiation of bone marrow-derived mesenchymal stem cell. 
Cytokine 2005; 31: 119-126. 

[3] Delcroix GJ, Garbayo E, Sindji L, Thomas O, Vanpouille-
Box C, Schiller PC, Montero-Menei CN. The therapeutic potential 
of human multipotent mesenchymal st romal cells combined with 
pharmacologically active microcarriers transplantedin hemi-
parkinsoni an rats. Biomaterials 2011; 32: 1560-1573. 

[4] Zhao LR, Duan WM, Reyes M, Keene CD, Verfaillie CM, 
Low WC. Human bone marrow stem cells exhibit neural 
phenotypes and ameliorate neurological deficits after grafting into 
the ischemic brain of rats. Exp Neurol 2002; 174: 11-20. 

[5] Lu J, Moochhala S, Moore XL, Ng KC, Tan MH , Lee LK 
et al. Adult bone marrow cells differentiate into neural phenotypes 
and improve functional recovery in rats following traumatic brain 
injury. Neurosci Lett 2006; 398: 12-17. 

[6] Li Y, Chen J, Chen XG, Wang L, Gautam SC, Xu YX, et 
al. Human marrow stromal cell therapy for stroke in rat 
Neurotrophins and functional recovery. Neurology 2002; 59:  514-
523. 

[7] Kang SK, Jun ES, Bae YC, Jung JS. Interactions between 
human adipose stromal cells and mouse neural stem cells in vitro. 
Brain Res Dev Brain Res 2003; 145: 141-149. 

[8] MacGregor WS. The chemical and physical properties of 
DMSO. Ann N Y Acad Sci 1967; 141: 3-12. 

[9] J M Davis. Basic cell culture. Second Edition Oxford 2002 . 
[10] Miyamoto Y, Oishi K, Yukawa H, Noguchi H, Sasaki M, 

Iwata H, Hayashi S. Cryopreservation of human adipose tissue-
derived stem/progenitor cells using the silk protein sericin. Cell 
Transplant 2012; 21: 617-622. 

[11] de Lima Prata K, de Santis GC, Orellana MD, Palma PV, 
Brassesco MS, Covas DT. Cryopreservation of umbilical cord 
mesenchymal cells in xenofree conditions. Cytotherapy 2012 ; 14: 
694-700. 

[12] Miranda-Sayago JM, Fernandez-Arcas N, Benito C, 
Reyes-Engel A, Herrero JR, Alonso A. Evaluation of a low cost 
cryopreservation system on the biology of human amniotic fluid-
derived mesenchymal stromal cells. Cryobiology 2012; 64: 160-
166. 

[13] Yu ZW, Quinn PJ. The modulation of membrane 
structure and stability by dimethyl sulphoxide [review]. Mol 
Membr Biol 1998; 15: 59-68. 

[14] Qian DX, Zhang HT, Ma X, Jiang XD, Xu RX. 
Comparison of the efficiencies of three neural induction protocols 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               7 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1698-fa.html


 تقي قربانيان و همكاران محمد       ...                                               دوپامينرژيك هاي ژن و نوروتروفيك فاكتورهاي بيان

137 
 

in human adipose stromal cells. Neurochem Res 2010; 35: 572-
579. 

[15] Jiang J, Lv Z, Gu Y, Li J, Xu L, Xu W, et al. Adult rat 
mesenchymal stem cells differentiate into neuronal-like phenotype 
and express a variety of neuro-regulatory molecules in vitro. 
Neurosci Res 2010; 66: 46-52. 

[16] Azizi SA, Stokes D, Augelli BJ, Digirolamo C, Prockop 
DJ. Engraftment and migration of human bone marrow stromal 
cells implanted in the brains of albino rats-similarities to astrocyte 
grafts. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 3908-3913.  

[17] Suzuki H, Taguchi T, Tanaka H, Kataoka H, Li Z, 
Muramatsu K, et al. Neurospheres induced from bone marrow 
stromal cells are multipotent for differentiation into neuron, 
astrocyte, and oligodendrocyte phenotypes. Biochem Biophys Res 
Commun 2004; 322: 918-922.  

[18] Maltman DJ, Hardy SA, Przyborski SA. Role of 
mesenchymal stem cells in neurogenesis and nervous system 
repair. Neurochem Int 2011; 59: 347-356. 

[19] Croft AP, Przyborski SA. Mesenchymal stem cells 
expressing neural antigens instruct a neurogenic cell fate on neural 
stem cells. Exp Neurol 2009; 216: 329-341. 

[20] Sanmartín-Suárez C, Soto-Otero R, Sánchez-Sellero I, 
Méndez-Álvarez E. Antioxidant properties of dimethyl sulfoxide 
and its viability as a solvent in the evaluation of neuroprotective 
antioxidants. J Pharmacol Toxicol Methods 2011; 63: 209-215. 

[21] Iacovitti L, Stull ND, Johnston K. Melatonin rescues 
dopamine neurons from cell death in tissue culture models of 
oxidative stress. Brain Res 1997; 768: 317-326. 

[22] Yamaguchi Y. Heparin sulfate proteoglycans in the 
nervous system: their diverse roles in neurogenesis, axon guidance, 
and synaptogenesis. Semin Cell Dev Biol 2001; 12: 99-106. 

[23] Muñoz-Elías G, Woodbury D, Black IB. Marrow stromal 
cells, mitosis, and neuronal differentiation: stem cell and precursor 
functions. Stem Cells 2003; 21: 437-448. 

[24] Woodbury D, Schwarz EJ, Prockop DJ, Black IB. Adult 
rat and human bone marrow stromal cells differentiate into 
neurons. J Neurosci Res 2000; 61: 364-370. 

[25] Yamaguchi S, Kuroda S, Kobayashi H, Shichinohe H, 
Yano S, Hida K, et al. The effects of neuronal induction on gene 
expression profile in bone marrow stromal cells (BMSCS)--a 
preliminary study using microarray analysis. Brain Res 2006; 
1087: 15-27. 

[26] Lu P, Blesch A, Tuszynski MH. Induction of bone 
marrow stromal cells to neurons: differentiation, 
transdifferentiation, or artifact? J Neurosci Res 2004; 77: 174-191. 

[27] Sullivan AM, Toulouse A. Neurotrophic  factors  for  the   
treatment   of   Parkinson’s  disease. Cytokine Growth Factor Rev 
2011; 22: 157-165. 

[28] Sanchez-Ramos J, Song S, Cardozo-Pelaez F, Hazzi C, 
Stedeford T, Willing A, et al. Adult bone marrow stromal cells 
differentiate into neural cells in vitro. Exp Neurol 2000; 164: 247-
256. 

[29] Crigler L, Robey RC, Asawachaicharn A, Gaupp D, 
Phinney DG. Human mesenchymal stem cell subpopulation 
express a variety of neuro-regulatory molecules and promote 
neural cell survival and neuritogenesis. Exp Neurol 2006; 198:  54-
64. 

[30] Lou S, Gu P, Chen F, He C, Wang M, Lu C. The effect of 
bone marrow stromal cells on neuronal differentiation of 
mesencephalic neural stem cell in Sprague-Dawley rats. Brain Res 
2003; 968: 114-121. 

[31] Song S, Kamath S, Mosquera D, Zigova T, Sanberg P, 
Vesely DL, Sanchez-Ramos J. Expression of brain natriuretic 
peptide by human bone marrow stromal cells. Exp Neurol 2004; 
185: 191-197. 

[32] Garcia R, Guiar J, Alberti E, Cuetara K, Pavon N. Bone 
marrow stromal cells produce nerve growth factor and glial cell 
line-derived neurotrophic factors. Biochem Biophys Res Commun 
2004; 316: 753-754. 

[33] van Velthoven CT, Kavelaars A, van Bel F, Heijnen CJ. 
Regeneration of the ischemic brain by engineered stem cells: 
fuelling endogenous repair processes. Brain Res Rev 2009; 6: 1-
13. 

[34] Dharmasaroja P. Bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells for the treatment of ischemic stroke. J Clin Neurosci  
2009; 16: 12-20. 

[35] Delcroix GJ, Schiller PC, Benoit JP, Montero-Menei CN. 
Adult cell therapy for brain neuronal damages and the role of 
tissue engineering. Biomaterials 2010; 31: 2105-2120. 

[36] McCoy MK, Martinez TN, Ruhn KA, Wrage PC, Keefer 
EW, Botterman BR, et al. Autologous transplants of adipose-
derived adult stromal (ADAS) cells afford dopaminergic 
neuroprotection in a model of Parkinson’s disease. Exp Neurol 
2008; 210: 14-29. 

 [37] Shintani A, Nakao N, Kakishita K, Itakura T. Protection 
of dopamine neurons by bone marrow stromal cells. Brain Res 
2007; 1186: 48-55. 

[38] Rodrigues Hell RC, Silva Costa MM, Goes AM, Oliveira 
AL. Local injection of BDNF producing mesenchymal stem cells 
increases neuronal survival and synaptic stability following ventral 
root avulsion. Neurobiol Dis 2009; 33: 290-300. 

[39] Hermann A, Gastl R, Liebau S, Popa MO, Fiedler J, 
Boehm BO, et al. Efficient generation of neural stem cell-like cells 
from adult human bone marrow stromal cells. J Cell Sci 2004; 117: 
4411-4422. 

[40] Kramer BC, Woodbury D, Black IB. Adult rat bone 
marrow stromal cells express genes associated with dopamine 
neurons. Biochem Biophys Res Commun 2006; 343: 1045-1052. 

[41] Kaka GHR, Tiraihi T, Arab Kheradmand J, Azizzadeh 
Delshad AR. A study on in-vitro transdifferentiation of  rat bone 
marrow stromal cells into neuroepithelial-like cells. Iran Red 
Crescent Med J 2009; 11: 133-139. (Persian). 

[42] Gomez-Angelats M, Bortner CD, Cidlowski JA. Cell 
volume reg-ulation in immune cell apoptosis. Cell Tissue Res 
2000; 301: 33-42. 

[43] Arechabala B, Coiffard C, Rivalland P, Coiffard LJ, de 
Roeck-Holtzhauer Y. Comparison of cytotoxicity of various 
surfactants tested on normal human fibroblast cultures using the 
neutral red test, MTT assay and LDH release. J Appl Toxicol 
1999; 19: 163-165. 

[44] Yu R, Mandlekar S, Kong AT. Molecular mechanisms of 
butylated hydroxylanisole-induced toxicity: induction of apoptosis 
through direct release of cytochrome c. Mol Pharmacol 2000; 58: 
431-437.

 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               8 / 9

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1698-fa.html


 Koomesh                                                                                                                           winter 2013, 14 (2):  

  18

Effects of dimethyl sulfoxide on expression of neurotrophic 
factors and dopaminergic genes by mesenchymal stem cells 
 
Mohammad Taghi Ghorbanian (Ph.D)*, Taghi Lashkarbolouki (Ph.D), Maryam Haji Ghasem Kashani 
(Ph.D), leyli Hosseinpour (M.Sc)  
Depat. of Cellular and Molecular Biology, School of Biology and Institute of Biological Sciences, Damghan 
University, Damghan, Iran 

 
(Received: 22 Apr 2011Accepted: 01 Sep 2012) 

 
Introduction: Neurotrophic factors play an important role in differentiation of mesenchymal stem cells 

(MSCs) into dopaminergic neurons. The objective of this work was to determine the expression of brain 
derived neurotrophic factor (BDNF), nerve growth factor (NGF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), glial 
cell derived neurotrophic factor (GDNF), NT3 and NT5 and dopaminergic genes such as tyrosine 
hydroxylase  in MSCs before and after dimethyl sulfoxide (DMSO) induction. The aim of this study was to 
evaluate the differentiation of MSCs induced by DMSO. 

Materials and Methods: MSCs obtained from the femur and tibia of adult rats were cultured in α-MEM 
mediums supplemented with serum. Fourth passage of MSCs were cultured in two different types of 
medium: 1- α-MEM containing 10% serum as control group (untreated cells) and 2- α-MEM containing 2% 
DMSO as treated cells. Identification and determination of the purity of MSCs were examined by 
immunocytochemistry staining. Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to 
study mentioned genes expression of the MSCs. 

Results: These results represented that MSCs were immunopositive for alkaline phosphatase, anti- 
fibronectine and anti- CD90. In addition the semiquantative study of PCR method showed that some 
neurotrophic factors (BDNF, NGF, CNTF, GDNF) expression in the untreated MSCs increased 
significantly compared with that of DMSO-treated group (P<0.05). 

Conclusion: MSCs play an important role in the treatment of Parkinson's disease by expression of 
neurotrophic factors and some dopaminergic genes. 
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