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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 96-93 فحه، ص6931، مرداد 8، شماره نوزدهمدوره 

 

 اثرات کریاتین و اسید رتینوئیک بر القای اتوفاژی و تمایز سلول های بنیادین چربی

 به نورون های شبه گابارژیک  

 
 9(PhD) ، حجت اله عباس زاده6(MD) ، لیلا دارابی6(PhD) ، فرزاد رجایی9(PhD) زاده ، علی نوری2(PhD) ، تقی طریحی*6(PhDشهرام دارابی )

 

 

 

 دانشگاه علوم پزشكی قزوین ،مرکز تحقیقات سلولی و مولكولی-6

 گروه علوم تشریح، دانشكده پزشكی دانشگاه تربیت مدرس-2

  علوم پزشكی ایلامدانشگاه دانشكده پزشكی  ،گروه بیوشیمی-9

 دانشكده پزشكی دانشگاه علوم پزشكی شهید بهشتی وایی، گروه بیولوژی و علوم تشریحی،مرکز اختلالات شن-9

 

 61/2/31 ، پذیرش:69/6/31 ، اصلاح:26/62/39دریافت: 

 خلاصه
باه عناوان یاک منبا  در  نیاز سلول های بنیاادی رربای و مهاری گابارژیک در بسیاری از بیماری های تخریبی سیستم عصبی مشاهده گردیده آسیب نورون های :سابقه و هدف

  LC3،p62نقا  اتوفااژی در تماایز باه وسایله ارزیاابی بیاان ژنهاای اتوفااژی  مطالعاهدسترس برای تمایز و پیوند در بیماریهای سیستم عصبی نشان داده شده است. در ایان 

 در سلول های بنیادین رربی و بعد از مرحله پی  القا بررسی گردید.  GABARAPو

سلول های مورد مطالعه به ساه گاروه گردید.  جداصحرایی نر  دو عدد موشدر شرایط استریل سلول های بنیادین رربی از اطراف کلیه های در این مطالعه تجربی  ها:مواد و روش

 µM 61 و اساید رتینوییاک1mMسیله بتامرکاپتواتانل در گروه پی  القا، پس از پاساژ سوم سلول های بنیادین رربی به والقا تقسیم شدند. پی  القا و سلول های بنیادین رربی، 

القاا پیادا کردناد. روز  9به مدت میلی مولار، 21و  61و  9، 6سپس در گروه القا، برای پیدا کردن بهترین دوز کریاتین، سلول ها در دوزهای  .به سلول های شبه عصبی تبدیل شدند

در تماایز سالولی باه  p62 و  GABARAP, LC3نقا  ژن هاای اتوفااژی  ارزیابی گردید. همچناین GABAو  nestinاثرات کریاتین به وسیله بیان ایمنوسیتوشیمیایی

 .ارزیابی گردید  RT-PCRوسیله

 61ه القا، در دوز ماهیت رربی بودن سلول ها اثبات گردید. در مطالعات ایمنوسیتوشیمیایی مرحل CD49dدر بررسی ایمنوسیتوشیمیایی سلول های بنیادی رربی به وسیله  ها:یافته

بود که اخاتلاف معنای دار باا  nestin، 9±91%و نشانگر سلول های شبه عصبی  2±98% ،(GABAمیزان بیان نشانگر نورونهای گابارژیكی)روز،  9کریاتین به مدت  میلی مولار

، اما در سلول هاای بیان گردید p62و GABARAP, LC3فاژی در سلول های پی  القا شده ژن های اتو RT-PCR. در بررسی (>19/1p)سایر دوزها و گروه شاهد داشت

 بیان شد. P62بنیادین رربی فقط ژن 

هاای اتوفااژی  ژن را دارناد. GABAو  nestinتواناایی بیاان مارکرهاای ناورونی پاس از القاا در این مطالعاه نشاان داده شاد کاه سالول هاای بنیاادین رربای گیری:نتیجه

GABARAP, LC3  و p62 های بنیادین رربی به سلول های شبه عصبی است بیان شد، که نشان دهنده نق  احتمالی اتوفاژی در تمایز سلول ی پی  القادر سلول ها. 

 .نورونهای شبه گابارژیک، سلول های بنیادین مشتق از بافت رربی، کریاتین، اتوفاژی های کلیدی:واژه

 

                                                 
 می باشد. 198طرح تحقیقاتی دانشگاه علوم پزشكی قزوین به شماره این مقاله حاصل 
 شهرام دارابیمسئول مقاله: دکتر *

  E-mail: shahram2005d@yahoo.com                                                     128-99991116تلفن: . مرکز تحقیقات سلولی و مولكولی ، دانشگاه علوم پزشكی،قزوین: آدرس

 مقدمه 

م عصابی هساتند کاه در سلول های گابارژیک، سلول های مهاری در سیست

، (6) ایجاد بسیاری از بیماری های تخریب کننده نورونی مانند بیماری هاانتینگتون

 (1) ، پارکینسون و ضایعات مغازی(9) ، اوتیسم(9) ، شیزوفرنی(9) ، صرع(2)آلزایمر

و پیوند آنها در  (8و3) نق  دارند. بنابراین ایجاد سلول های گابارژیک (7)و نخاعی

محل ضایعه ممكن است در درمان این بیماری ها موثر باشد. امروزه مشخص شده 

 Adipose-derived stem)بافات رربایکه سلول های بنیاادین مشاتق از 

Cells; ADSCs)  می توانند موجب تشكیل طیف وسیعی از بافتهای همبنادی

 و سالولهای  (62)، اساتخوان(66)غضاروف (61)کاملا تماایز یافتاه مانناد تانادون

 

مناب  سلولی که زیااد ، از شوند. در سلول درمانی و ژن درمانی (69) سیستم عصبی

. (69و69) شاودباشند و به آسانی استخراج شوند و قابل کنترل باشند، استفاده مای 

سلول های بنیادین رربی به راحتی باه سالول هاای عصابی تماایز مای یابناد و 

میتوانند به عنوان جاایگزین سالول هاای آسایب دیاده سیساتم عصابی باه کاار 

یند است که در آن سلول، اندامک ها، پروتیین ها و آاتوفاژی یک فر .(61و67)روند

اجزای تخریب شده سلولی و سیتوپلاسم را در یک غشای دو لایه در بار گرفتاه و 

ت حاصال از تجزیاه سالولی در لیزوزم آنها را تجزیه می کند و در نتیجه محصولا

تولید انرژی و ساخت پروتئین ها و ساختارهای سالولی جدیاد اساتفاده مای شاود. 
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 و همكاران شهرام دارابی؛ ...اثرات کریاتین و اسید رتینوئیک بر القای اتوفاژی 

 

 

نقص در مسیرهای مرتبط با اتوفاژی در سلول های عصابی ممكان اسات باعا  

. (68)بیماری پارکینسون، آلزایمر، هانتینگتون و سایر بیمااری هاای عصابی شاود

و اتوفااژی  در تشكیل غشای اتوفاگوزوم  GABARAPو LC3  ،p62ژنهای

 . القای اتوفاژی به وسیله اسید رتینوئیاک باعا  تماایز سالول هاا (63)نق  دارند

کاه در  )رتینول( است،Aاسید رتینوئیک فراورده متابولیک ویتامین . (21)می شود 

ن . ترکیاب همزماا(26)القا، تمایز نورونی، رشد آکسونی وترمیم عصبی نقا  دارد

اسید رتینوئیک با استفاده از فاکتورهای رشد مختلف، سبب ایجاد انواع سلول هاای 

، مزانشایمی (22)عصبی مانند سلول های گابارژیک از سلول های بنیاادین جنینای

 می شود. (29)و عصبی  (8و3)

یک اسید نیتروژن دار ارگانیک است که به  /Cr(Creatine)کریاتین 

بیعی در بدن مهره داران وجود دارد و نق  اولیه آن، تولید انرژی در صورت ط

. کریاتین سوبسترای آنزیم کریاتین کیناز است (29)سیستم عصبی و عضلانی است

 نشان داد کهمطالعات  نتایج. (29) سلول را تنظیم می کند ATPان که میز

کریاتین باع  افزای  تمایز سلول های بنیادی به سلول های شبه گابارژیكی شده 

 .(21و27) ددگرمینورونهای گابارژیک از مناب  مختلف سلولی ایجاد  و همچنین

های بنیادین رربی به عنوان منب  سلولی، جهت تمایز به مطالعات قبلی از سلول در

نق  اتوفاژی در تمایز به  در این مطالعه. استفاده شدنورون های شبه گابارژیک 

در سلول   GABARAPو  LC3،p62وسیله ارزیابی بیان ژنهای اتوفاژی 

 ه پی  القا بررسی گردید.های بنیادین رربی و بعد از مرحل

 

 
 هامواد و روش

باا اساتفاده از حیواناات مطالعه  این: جداسازی و کشت سلول های بنیادین رربی

 باا کاد کمیتاه اخالا در  تأییاد باا علاوم پزشاكی قازوین دانشاگاهآزمایشگاهی 

696.39IR.QUMS.REC. صاحرایی نار  صورت گرفت. تعداد دو عدد موش

گارم  211و وزن حادود  ستیتو رازی، تهران، ایران()ان Sprague-Dawleyنژاد

کتاامین و  mg/kg91مخلاو  توساط  شادند. حیوانااتطور تصادفی انتخاا  به

mg/kg9  بیهوش شدند. ساطح شاكمی حیاوان زایلازین به شكل داخل صفاقی

پس از ضدعفونی کردن به وسیله قیچی و تیغ جراحی اساتریل بااز شاد. رربای از 

ته شد. در هنگام برداشت رربی از بریده شدن عارو  وخاونی ها برداشاطراف کلیه

پلیات های رربی جداشده با اسكالپل استریل در ها پیشگیری شد. بافتشدن نمونه

و  PBS(phosphate buffered saline) ساای ساای  اسااتریل حاااوی یااک

. در کلیاه مراحال جداساازی و کشات شادبه قطعات بسیار ریز تقسیم  بیوتیکآنتی

 اساتفاده شاد. μg/ml611و استرپتومایساین  U/mL611پنی سایلین  ازسلولی 

سای محایط سی 21طعات ریز شده رربی درون یک تیو  فالكون بزرگ حااوی ق

 باا  DMEM(Dulbecco's Modified Eagle's Medium)کشات

درصد ریخته و در حدود نیم سااعت  179/1آنتی بیوتیک و آنزیم کلاژناز نوع یک 

سای  9دست آمده با لول شیری رنگی به دست آید. محلول بهتكان داده شد تا مح

مخلو  کرده تا آنزیم خنثی شود و  FBS (fetal bovine serum)سرم سی 

رویی سلول ها دور ریختاه دور سانتریفیوژ شده و محلول6111دقیقه در  21سپس 

سی محیط کشت بدون سرم)جلوگیری از کف سی 2نشین شده با شد. سلولهای ته

سپس سوسپانسایون سالولی بارای تصافیه از  در حین پیپتاژ( پیپتاژ شدند و کردن

میكرومتار عباور داده شاد.  611قطعات اضافی از فیلتر نایلونی م  با قطر منافاذ 

دور سانتریفیوژ شدند و تا پاساژ ساوم  9111دقیقه در 9سوسپانسیون سلولی مجدداً 

 ی بیوتیاکآنتا و FBS 61% وDMEM  درون فلاسک حااوی محایط کشات

نگهااداری  %39و رطوباات نساابی  C 97 شااده، درون انكوباااتوردر دمااایریخته

 . (28)شدند

منظور بررسای ماهیات سالول هاای باه: تعیین هویت سلول های بنیادین رربی

 باادیآنتی بیده به کف فلاسک و تأیید منشأ مزانشیمی آنهاا باابنیادین رربی رس

CD49D ،)نشااااانگر ساااالولهای ررباااای( CD34  نشااااانگر ساااالولهای(

)نشانگر سلولهای اندوتلیال عرو ( باه روش ایمونوسیتوشایمی   CD31خونساز(،

  مورد ارزیابی قرارگرفتند.

بنیاادین رربای  سلولهای، سلول های مورد مطالعه به سه گروه: گروههای سلولی

(ADSCs   گروه پی  القا ) سلول های بنیادین رربی کاه در معار ،ME β 

روز قارار  به مدت دو µM 61 RA به مدت یک ساعت و سپسیلی مولار میک 

باه  (Cr) گروه القا )سلول های پی  القا شاده کاه در معار  کریااتینگرفتند( و

 تقسیم شدند. ار گرفتندمیلی مولار قر21و  61و  9، 6با دوزهای روز  9مدت 

بررسی درصد بقای سلول ها در : (Viability test)بررسی زنده بودن سلولها 

 )قبل از شروع مرحله پی  القا( و در مراحل پی  القاا  9سلول های رربی پاساژ 

(Preinduction)و القا(Induction)   انجام شد. بارای انجاام ایان بررسای

جم مساوی از رنگ تریپان بلاو مخلاو  و یک حجم سوسپانسیون سلولی و یک ح

پ انجاام شاد. در ایان وشمارش سلولی با استفاده از لام نئوبار در زیار میكروساك

روش رنگ به داخل سلولهای مرده نفوذ می کند و باه رناگ آبای در مای آیناد و 

سلولهای رنگ نشده معرف سلول های زنده هستند که با شمارش کل سلول هاا و 

سلولهای بنیادین درصد سلول های زنده به دست آمد. تمایز  سلول های رنگ شده

طی دو مرحله پی  القا و القا صاورت گرفات.  سلول های شبه گابارژیک بهرربی 

اساتفاده  جهت بررسی تمایز GABAو  nestinدر این دو مرحله آنتی بادیهای 

 شد.

ژ ساوم، پس از تریپسینه کردن سلول های بنیاادین رربای پاساا: پی  القا مرحله

خاناه ای  29های پلیات سلول به طور مساوی در هار یاک از خاناه 61111تعداد 

باا دز یاک  بتامرکاپتواتانل لامل گذاری شده ریخته شد. در مرحله اول پی  القا از

بر روی سلول های بنیادین رربی حااوی محایط کشات بادون سارم  میلی مولار

پای  القاا، شستشاو  اول . پس از گذشت یک ساعت از مرحله(23) استفاده گردید

 FBSانجام شد. مرحله دوم پی  القا با اضافه نمودن محیط حاوی  PBSتوسط 

بر روی سلولها صاورت  دو روزبه مدت  (3) میكرومولار 61و اسید رتینوئیک  69%

 شمارش و تعیین درصاد سالولهای زنادهمراحل بررسی ایمونوسیتوشیمی و  گرفت.

 انجام شد. 

در مرحله القا، پس از خارج کردن محیط کشت حاوی اسایدرتینوئیک و : القاه مرحل

ل هااا ی شاابه عصاابی در محاایط کشاات ، ساالوPBSشستشااوی ساالول هااا بااا 

DMEM/F12  حاویFBS 69% میلای 21و  61و  9، 6با دوزهای  و کریاتین

در ابتدا با استفاده از تسات بررسای زناده باودن  روز قرار گرفتند. 9مولار به مدت 

ها افزای  نشان مای ها، روزها و دوزهایی که در آن میزان مرگ و میر سلولسلول

سلولها در معار  میازان دوز غیار سامی کریااتین در  داد مشخص گردید. سپس

 هاای اولیاهباادی آنتیاز روزهای مناسب قرار گرفتند. در پایان این مرحله ارزیابی 

باه روش ایمونوسیتوشایمی بار روی  GABAو   nestinبادیهاای آنتای شامل

تمام مراحل و همچنین نحوه شمارش و تعیین درصد سلول هاا ها انجام شد. سلول
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به این ترتیب باالاترین درصاد تماایز باه سالول هاای شابه ند قبل انجام شد. مان

 گابارژیک در گروه القا مشخص گردید.

، تعاداد سالول هاادر هر مرحله، پس از تریپسینه کردن : بررسی ایمونوسیتوشیمی

خانه ای ریخته شاد.  1های پلیت سلول به طور مساوی در هر یک از خانه 61111

مراحال بررسای ایمونوسیتوشایمی انجاام  ها باه کاف پلیات، پس از اتصال سلول

دقیقه قرار داده شاد، پاس  21به مدت  %9ید ئها در محلول پارافرمالدگردید. سلول

دقیقاه قارار  69به مدت  %9/1سلول ها درون تریتون ایكس ، PBSاز شستشو با 

یه به شستشو گردید. سلول ها در آنتی بادی اول PBSداده شد. سپس سلول ها با 

 nestin بادیهااای اولیااهآنتیقاارار گرفتنااد.  C 9 ساااعت در دمااای 29ماادت 

(;Abcam 6:911و ) GABA (;Abcam 6:911 ).هااا بوساایله ساالول بودنااد

PBS  آنتاای بااادی ثانویااه کونژوگااه بااه شسااته شااده و درFITC(1:100; 

Chemicon)   ساعت در دماای اتاا   2به رنگ سبز دیده می شود به مدت که

آیوداید که هسته سلول هاا پروپیدیومبرای شمارش سلول ها از رنگ داده شد. قرار 

واکان  ایمنای مثبات باا میكروساكوپ  های باسلول استفاده شد. ،قرمز می شود

 . فلورسنت شمارش گردید

RT-PCR : بارای انجاام RT-PCR ژن هاایLC3،p62  ،GAPDH 

 Gene Runnerر ابتدا پرایمرهای مورد نیاز توسط نرم افزا  GABARAPو

کل از سالول هاای هار گاروه باه  RNA(. در این تكنیک6طراحی گردید)جدول

(، استخراج گردیاد. باه منظاور RNA extraction kit)وسیله کیت استخراج 

 DNase I amplificationناخواساته باا اساتفاده ازکیات DNAحاذف 

(grade kitصورت گرفت. سپس ) RNA با اساتفاده از کیات تولیادcDNA 

(synthesis kit وآنزیم کپی برداری معكوس باه )DNA ( مكمالcDNA )

تكثیار شاده، ماورد  RT-PCRحاصاله باه روش  cDNAتبدیل شاد. ساپس 

 به عنوان کنترل داخلی استفاده گردید. GAPDHبررسی قرار گرفت. از ژن 

ها و اطلاعاات بدسات آماده از بررسای زناده باودن سالول: تجزیه تحلیل آماری

روش آماری آناالیز واریاانس یاک  و Student T-Testوسط شمارش سلولی ت

 >19/1pو  مورد مقایسه قرار گرفات TUKEYو آزمون  (ANOVA)طرفه 

 شد. معنی دار در نظر گرفته

 

 پرایمر ها .6جدول

Gene Primer(5'--> 3') 
Sequence 

size 

GAPDH 
F: GTTGTCTCCTGCGACTTCA 

R: GGTGGTCCAGGGTTTCTTA 
631 bp 

LC3 
F: TGTTAGGCTTGCTCTTTTGG 

R:GCAGAGGAAATGACCACAGAT 
263 bp 

p62 
F:TCCTACAGACCAAGAATTATGAC 

R: TTCTCATGCACTTTCCTACTG 
292bp 

GABARAP 
F: TTGATGTGCCTCCTACCTCC 

R: TGTTTACCCTCCATTCCCAC 
211bp 

 

 هایافته
در مطالعه با میكروسكوپ نوری : جداسازی و کشت سلول های بنیادین رربی

 ،سه پاساژ های بنیادین رربی در محیط کشت از لحاظ مورفولوژی پس از سلول

ها در محیط کشت یكدست و یكنواخت به دست آوردند. سلول "ظاهری نسبتا

های در حال تكثیر ظاهری گرد، به دو شكل دیده شدند. تعدادی از سلول "عمدتا

تصاص می دادند ها را به خود اخکروی و کورک داشتند و مابقی که اکثریت سلول

 (.A-6شكل ) به شكل پهن، دوکی و شبه فیبروبلاستی مشخص شدند

های بنیادین رربی نسبت به سلول: تأیید ماهیت سلول های بنیادین رربی

CD49d )ها مثبت بودند و سیتوپلاسم سلول )نشانگر سلول های بنیادی رربی

نگ سبز در آمد، هسته به ر FITCبادی ثانویه کنژوگه به به علت استفاده از آنتی

 . اما(D6-شكل) آیوداید به رنگ قرمز در آمدندها نیز توسط پروپیدیومسلول

 )نشانگر سلول های خونساز( و CD34سلولهای بنیادین رربی نسبت به 

CD31  نشانگر سلول های اندوتلیال( منفی بودند((شكل-B,C6). 

درصد بقا : پی  القا و القا هدر طی مرحلسلولها با تریپان بلو  تعیین میزان حیات

نشان دهنده این بود که  سلول های پی  القا و القا شده سلول های بنیادین رربی

 %8/39 ±98/2القا نشده یا گروه شااهد، باا  میزان بقای سلول های بنیادین رربی

 ( بیشتر از سلول های القاا شاده گروههاای دیگار>19/1p) داریبه صورت معنی

در گروه پی  القا، اگرره بیشتر بود اما تفااوت معنای دار  βMEبود، اما نسبت به 

بتامرکاپتواتانل یک میلی مولار باه مادت یاک  پی  القا که (. گروه6نمودار ) نبود

باود، اماا پاس از اساتفاده از  % 2/31 ±89/1ساعت دریافات کردناد، میازان بقاا 

و  باود % 9/82 ±99/9روز ، میازان بقاا   2 میكرومولار به مدت 61اسیدرتینوئیک

نسبت به گروه سالول هاای ختلاف بین آنها معنی دار نبود، اما میزان مرگ و میر ا

 ،6دوزهاای  درمیزان مرگ و میار ، 9 در گروه القا در روزبیشتر بود. بنیادین رربی 

 %76±22/6و  %79±99/2، %9/78±88/2بااه ترتیااب بااا  میلاای مااولار 61و  9

میلای  21کریاتین  ( سلولی را نسبت به گروه>19/1pکمترین میزان مرگ و میر )

ایان  ". ضامناباود( >19/1p) ( دارناد و اخاتلاف معنای دار%1/91±19/9) مولار

 21بررسی نشان می دهد که بیشترین میزان مرگ و میر سالولی در دوز کریااتین 

نسبت به ساایر گروههاا ( >19/1p)میلی مولار در روز پنجم، با اختلاف معنی دار 

مای رساد بناابراین ایان دوز در  %91میزان بقای سلول ها باه کمتار از  است، که

 (.6نمودار ) مطالعات حذف می شود

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

سلول  Cو Bبنیادین رربی در پاساژ سوم، تصاویرسلول های  Aتصویر . 6شكل

 CD31)نشانگر سلول های خونسااز(، CD34های بنیادین رربی نسبت به 

سلول های  بنیادین رربای D( منفی بودند تصویر)نشانگر سلول های اندوتلیال

)نشانگر سلول های بنیادی رربی(مثبت بودند و سیتوپلاسم  CD49dنسبت به 

به رنگ سبز در  FITCبادی ثانویه کنژوگه به سلول ها به علت استفاده از آنتی

آیوداید به رنگ قرمز در آمد)خط مقیاس آمد، هسته سلول ها نیز توسط پروپیدیوم 

 میكرومتر(. 91
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 رربی، پی  القا، القا . درصد بقا سلول ها در گروههای6نمودار 

ADSCs ،سلولهای بنیادین رربی به عنوان شاهد :βME گروهی که بتامرکاپتواتانال باا دوز یاک :

میكرومولار  61اسیدرتینوئیک با دوز  گروهی که RA میلی مولار به مدت یک ساعت دریافت کردند،

میلی مولار باه  21و  61و  9، 6: گروههایی که کریاتین با دوزهای Crروز دریافت کردند.  2ت به مد

با بقیه گروهها  b1به جز  aروز قرار گرفتند. گروهها با حروف لاتین مشخص شده اند و گروه  9مدت 

 b1باا  c3با تمامی گروهها اختلاف معنی دار داشت و نیز  dاختلاف معنی دار داشت. همچنین گروه 

(. بقیه گروهها در مقایسه با هم اختلاف معنی داری را نشان ندادند >19/1pاختلاف معنی دار داشتند )

(19/1p> .) 

 

در بررسای ایمونوسیتوشایمی : تعیین میازان تماایز باه روش ایمونوسیتوشایمی 

 nestinباادی هاای سلولهای بنیادین رربی بعد از مراحل پی  القا و القا باا آنتی

درصادهای متفااوتی از  )نشانگرشبه گاباارژیكی( GABAو نگرشبه عصبی( )نشا

مثبت بودن سلول ها بوسیله میكروسكوپ فلورسنت تشخیص داده شد. به منظاور 

تعیین درصد سلول های ایمونوپوزیتیو شابه عصابی و همچناین شابه گاباارژیكی 

 nestinشمارش سلولی صورت گرفت. در روز پنجم القا، میزان بیان آنتای باادی 

 RA، در گااروه MEβ 2±9%، در گااروه %6در گااروه ساالولهای بنیااادین ررباای

 61، %97±9 میلی ماولار 9، %8±2میلی مولار  6و در گروههای کریاتین،  2±9%

در روز پانجم القاا،  .(2)نمودار بود  % 93±2میلی مولار  21و  % 91±9میلی مولار

، در گاروه %2±6ادین رربیدر گروه سلولهای بنی GABAمیزان بیان آنتی بادی 

MEβ 6±9% در گااروه ،RA 6±1%  ،میلاای مااولار  6و در گروههااای کریاااتین

 %91±9میلی ماولار  21و  %98±2میلی مولار 61، %91±2میلی مولار 9، 6±62%

میلای ماولار بیاان  61روز پنجم القا به وسایله کریااتین در دوزدر  .(2)نمودار  بود

به  "عمدتا %98±2به میزان GABAو  %91±9با میانگین  nestinنشانگرهای

در  .(2نسبت به دوزهاای دیگار بیشاتر باود )نماودار  (>19/1p) طور معنی داری

 میلی مولار اختلاف بیان بین آنتی بادی 21و  6مقایسه بین گروههای القا در دوز 

nestin  وGABA  میلی مولار اخاتلاف بیاان  61و  9معنی دار بود، اما در دوز

سلول های معنی دار نبود. از طرفی تمایز به  GABAو  nestin ادیبین آنتی ب

درصد بود، کاه نشاان  1شبه گابارژیكی در مرحله پی  القا کمتر از شبه نورونی و 

داد مرحله پی  القا به تنهایی قادر به ایجاد سلول های نورونی و گاباارژیكی نمای 

 (.2باشد )نمودار

سلول های بنیادین رربی ژن هاای  در: RT-PCRبررسی سلول ها به وسیله 

بیاان شاد. در سالول  p62نشد، اما ژن  بیان GABARAP و LC3اتوفاژی 

 61و اسااتفاده از اساایدرتینوئیک هااای شاابه عصاابی پااس از مرحللااه پاای  القااا 

بیان شد. ژن  GABARAP و LC3 ،p62روز ژنهای  2 میكرومولار به مدت

GAPDH  (2)شكل ها بیان گردید به عنوان کنترل داخلی در تمامی گروه.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

میزان بیان نستین و گابا در گروههای مختلف سلولی با استفاده از آنتی . 2نمودار 

 بادی اختصاصی

بیان به سطحی مشابه  N7پیوسته بر بیان افزوده می شود اما در گروه  N6تا  N1در بیان نستین از 

N5  می رسد. بین تمامی گروهها به استثنایN5  باN7 یاختلاف معن( 19/1داری وجود داردp< .)

بیان به سطحی مشابه  G7پیوسته بر بیان افزوده می شود اما در گروه  G6تا  G1در بیان گابا از 

G5  می رسد. بین تمامی گروهها بجزG5  باG7 یاختلاف معن( 19/1داری وجود داردp< .)

روز  9ه گردید که در مرحله القا، به مدت در گروهی مشاهد GABAو  nestinبیشترین میزان بیان 

های شبه ها اختلاف معنی دار در بیان آنتی ژنمیلی مولار دریافت کردند، که با سایر گروه 61کریاتین 

 عصبی داشتند. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در سلول های شبه عصبی پس از مرحله پی   RT-PCRتصویر بالا  .2شكل

، LC3روز ژنهای  2 میكرومولار به مدت 61و استفاده از اسیدرتینوئیک القا 

p62 و GABARAP بیان شد 

 GABARAP و LC3در سلول های بنیادین رربی ژن های اتوفاژی  RT-PCRتصویر پایین 

 .در دو گروه سلولی بیان گردید GAPDHبیان شد. ژن p62 نشد، اما ژن  بیان

 
 ح  و نتیجه گیریب

سالول هاای شابه عصابی  روش مستقیم بارای ایجاادکه از در این تحقیق 

یاک  βMEپس از پاساژ سوم سلول های بنیادین رربی به وسیله استفاده گردید. 
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میكرومولار، باه مادت دوروز 61میلی مولار به مدت یک ساعت و اسید رتینوییک 

 61کریااتین  (91)هبه سلول های شبه عصبی تبدیل شدند و به دنبال آن به وسایل

روز بیشترین میزان نورونهای شبه گابارژیكی ایجاد گردیاد.  9میلی مولار، به مدت 

امروزه در درمان بیماری های سیستم عصبی از سلول درمانی و سلولهای بدن خود 

یمار مشكل رد شدن توساط سیساتم بیمار استفاده می شود، زیرا سلول های بدن ب

ایمنی را ندارند. سلولهای بنیادین عصبی در هیپوکامپ و نواحی اطراف بطنی قارار 

خاود بیماار  . استخراج این سلول ها و استفاده از آ نها در درمان بیمااری(96)دارند

تقریبا غیر ممكن است. آسانترین ایده در درمان این بیماران، استخراج سلول هاای 

بنیادی مزانشیمی مانند رربی از خود شخص و تمایز آنها به سالول هاای بنیاادین 

ایجاد سلول های شبه عصبی از سلول های بنیادین رربی به وسایله  عصبی است.

ال سازی اتوفاژی می باشد. علاوه بر مكانیسام اسید رتینوییک احتمالا از طریق فع

اثر کلاسیک اسیدرتینوئیک از طریق گیرنده های هساته ای، اخیارا مكانیسام اثار 

 .  (21)تمایزی دیگر آن، از طریق فعال کردن اتوفاژی شرح داده شده است

در  ، ژنتیكی و اپای ژنتیكایسلولی و مولكولی ،مطالعه مسیر های بیوشیمیایی

-92, 91)سطح وسیعی برای مطالعه بیماری های عصبی متفاوتی در جریان است 

به روش  یدرمانمطالعات . یكی از کاربردهای هدفمند این مطالعات استفاده در (99

. از مسایرهای بیوشایمیایی مهام (98-99)های سلول درمانی و ژن درمانی است 

ین هاای زیاادی در ئپاروت بیماری های عصبی اتوفاژی می باشاد.مورد مطالعه در 

برای شروع   LC3پروتیین. (91, 93)شروع و ادامه و اتمام اتوفاژی دخیل هستند 

شاان  p62و  LC3اسات. در مطالعاات بیاان  نیاز اتوفاژی و تشكیل اتوفاگوزوم

بیانگر افازای  تشاكیل  LC3-IIدهنده فعالیت اتوفاژی می باشد و میزان بیشتر 

نیز نقشای مانناد  GABARAP .(63)واکوئول های اتوفاژی در سلول می باشد

LC3 هاا را ظرفیات اتصاالی باه اتوفاگوزوم دارد. هر دو جز یک خانواده هستند و

ولی اسات کاه در اثار اساترس یک پروتئین داخل سل p62. (63)بخشندبهبود می

القاء شده و در تنظیم مسیرهای سیگنالی حیات و مرگ سالول نقا  دارد. سلولی، 

آن در انتقال سیگنال، تكثیر، بقاای سالول، مارگ، تاورم، تشاكیل  p62 عملكرد

باشد و این پروتیین در اثر القای اتوفاژی به استرس اکسیداتیو می تومور و در پاسخ

بیان  LC3در این مطالعه در در سلول های بنیادین رربی ژن . (96)بیان می شود

و اساتفاده از به عصابی پاس از مرحللاه پای  القاا نشد، اماا در سالول هاای شا

 p62 ،LC3روز ژنهااااای  2 میكرومااااولار بااااه ماااادت 61اساااایدرتینوئیک 

بیان شد که نشان دهنده فعال شدن اتوفاژی در این سلول ها   GABARAPو

در مرحله القا برای تمایز سلول هاای شابه عصابی باه ناورون هاای شابه  است.

ولار استفاده گردید و بیشترین میزان نورون هاای میلی م 61گابارژیک از کریاتین 

شبه گابارژیک ایجاد گردید. کریاتین دارای خواص حفاظات ناورونی در سالولهای 

. در مدل هاای (92) عصبی در مقابل صدمات ناشی از ایسكمی و هایپوکسی است

گیرد. کریاتین پس از ضایعات مغزی و نخاعی، کریاتین جلوی افزای  آسیب را می

طریق ثابت نگااه داشاتن پتانسایل غشاای میتوکنادری، کااه  ساطح  ضایعه از

، از نكاروز و آپوپتاوز در سالول هاای ATPکلسیمی میتوکندریایی و حفظ تعادل 

. کریااتین باه وسایله ماواد غاذایی و (92) کنادعصبی، تا حد زیادی جلوگیری می

کریااتین اثارات مساتقیم ضاد همچنین بصورت آندوژنز در بدن تأمین می شاود. 

. کمبود کریاتین در بیماران مبتلا به آسیب سیستم عصبی در اثر (99)پتوزی داردآپو

. در مطالعات قبلی کریاتین باع  افزای  تماایز (99)صدمات مشاهده گردیده است

. همچناین (27, 21)سلول های بنیادی به سلول های شبه گابارژیكی شاده اسات

گزارش شده است کاه کریااتین دارای اثارات محافظات ناورونی در ماوش مادل 

. پس از آسیب نخاعی، کریاتین جلوی تخریاب بای  از (99)ضایعات نخاعی است

، همچناین (99)بهبود عملكرد متابولیسم انرژی، می گیرد حد نورون ها را به وسیله

و نخاع جنین ماوش  (21)ایجاد سلول های گابارژیكی از استریاتوم  کریاتین باع 

 د.می شو (91)

نورون های گابارژیاگ مهمتارین منبا  تولیاد نوروترانسامیتر گاباا هساتند. 

همچنین سلول های عصبی و گلیال در مغز در حال تكامل گابا را تولید و رها مای 

کنند. گابا از گلوتامات به وسیله آنزیم گلوتامات اسید دکربوکسیلاز ایجاد می شاود.  

ی و تحریكی است، همچنین به عنوان یک گابا علاوه بر اینكه نوروترانسمیتر مهار

مولكول سیگنالی می باشد که اثرات اتوکرین و پاراکرین دارد و در تشكیل سیستم 

عصبی در دوره جنینی، نق  مهمی بازی می کناد. گاباا  مانناد فاکتورهاای رشاد 

. گابا فاکتوری است که به وسیله دپلاریزه (97)باع  رشد آکسون می شود عصبی 

درون ساالول، باعاا  رهااا شاادن  کااردن غشااای ساالولی و افاازای  کلساایم آزاد

 . سلول های گابارژیكی درکاه  درد نقا  دارناد،(98)فاکتورهای رشد می شود

آسیب نخاعی سبب فعال شدن عوامل آپوپتوزی، بدنبال آن افزای  اکسیداسایون، 

التها  و در نهایت منجر به مرگ سلول های گابارژیكی در نخاع مای شاود و درد 

. در دوره جنینی اگار سالولهای گاباارژیكی دراار آسایب (93)دیگر مهار نمی شود

شوند، سلول های تحریكی گلوتامینرژیكی افزای  یافته باعا  افازای  تحریاک 

 .(91)پذیری کورتكس و بیماری صرع می شود 

و  βMEهااای بنیااادین ررباای در مرحلااه پاای  القااا تحاات اثاار ساالول

ک در محیط کشت به سلولهای شبه نورونی متمایز شدند، در حالی کاه اسیدرتینوئی

میزان تمایز به سلول های شبه گابارژیک بسیار کم باود. ایان سالول هاا، پاس از 

روز، درصاد زیاادی ناورون  9میلی مولار پاس از  61مرحله القا به وسیله کریاتین 

ی پای  القاا شاده، ژنهای اتوفاژی در سلول هاهای شبه گابارژیک ایجاد گردید. 

 بیان شد و احتمالا اتوفاژی در القا سلولی نق  دارد.

 

 

 تقدیر و تشكر
جهات حمایات  بدینوسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشاكی قازوین

تقادیر و و کارشناسان خانمها فهیمه حاج آقاایی و هااجر صاادقی  مالی از تحقیق

   تشكر می گردد.
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Deficit of inhibitory GABAergic neurons as a part of central nervous system 

(CNS) pathogenesis was reported in neurodegenerative disorders; and adipose-derived stem cells (ADSCs) were shown 

to be a feasible option for cell transdifferentiation in neuronal disorders therapy. In this study, the role of autophagy in 

differentiation was considered by evaluating the expression of the autologous genes of LC3, P62 and GABARAP in 

fatty stem cells and after the pre-induction stage. 

METHODS: In this experimental study, under sterile conditions ADSCs were obtained from pararenal fat of two male 

adult rats. The cells were divided into three groups of fatty stem cells, pre-induction and induction. Following third 

passages of cell culture, ADSCs were preinduced to neural-like cells (NLCs) using 1mM β-mercaptoethanol (βME) and 

10µM retinoic acid (RA), and then NLCs were induced by creatine(Cr) in 1, 5, 10, 20 millimolar for 5 days.  In 

induction stage, the effects of creatine on differentiation were studied by anti nestin and GABA antibody 

immunostainig. The roles of GABARAP, LC3 and p62 autophagy genes in transdifferentiation were assessed by RT-PCR. 

FINDINGS: Immunocytochemical studies on ADSCs using CD49d indicated that cultured cells were ADSCs. In the 

immunochemical studies of the induction stage, at a dose of 10 mM creatinine for 5 days, the expression of the GABA 

neurons and the nestin-like neuronal cell marker were 58±2% and 56±5%, respectively which had a significant 

difference with other doses and control group (p<0.05). RT-PCR results indicated that in pre-induced cells autophagy 

genes of GABARAP, LC3 and p62 were expressed but only P62 gene was expressed in fatty stem cells. 

CONCLUSION: This study demonstrated that fatty stem cells after induction are able to express nestin and GABA 

neuronal markers. GABARAP, LC3 and p62 autophagy genes were expressed in pre-induced cells, which indicates the 

potential role of autophagy in the differentiation of fatty stem cells into nerve-like cells. 

KEY WORDS: GABAergic-like neurons, Adipose derived stem cells, Creatine, Autophagy. 
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