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 هچكيد
 سابقه و هدف 

کهه   رند،يم يوند ميپ پس از يدر مدت زمان کوتاه (MSC)ماليمزانش ياديبن يها ها نشان داده که سلول يبررس
و، يداتياکسه  يهها  ژه اسهتر  ي، به ويش عوامل استرسيدر اثر افزا يونديط پيز محيط نامطلوب ريل شرايبه دل
 ياديبن يها سلول يبر بقا ين مطالعه اثر اتوفاژيدر ا ،ت موضوعيل اهميدله ب .باشد يم ييو فقر غذا يپوکسيها

 .شد يبررس( 9O9H)ويداتيمال پس از مواجهه با استر  اکسيمزانش
 ها روش مواد و

و  يکول جداسهاز ياسهتااده از فها   با( (MSCsمغز استخوان يميمزانش ياديبن هاي سلول تجربي، در يك مطالعه
 بها ( اتوفهاووزوم  ياصهل  ياز اجزا) LC3 ييق شناساياز طر يوجود اتوفاژ. چهارم انتخاب شد يپاساژ سلول

ل يه مت يو تهر  ياتوفاژ ين جهت القايسيراپاما. ديورد يبررس MSCsبه  GFP-LC3 يترانساکشن وکتور حاو
با  MSCsون، يدوره انکوباس يپس از ط. افزوده شدند MSCsط کشت يبه مح يجهت مهار اتوفاژ( MA3)نيآدن

 .شد ارزيابي MTT Assay ها با روش ن سلوليا يزان بقايمواجه و م 9O9H از کشنده يها غلظت
 ها يافته
و و مههار  يداتياکس يها ت در برابر استر يش حساسيموجب افزا MSCsدر  ياتوفاژ يالقاج نشان داد که ينتا

سه يدر مقا MSCs يزان بقايش ميو و افزايداتياکس يها نسبت به استر  MSCsش مقاومت يباعث افزا ياتوفاژ
 .کنترل شد يها با سلول

 ينتيجه گير 
را در  يسهلول  يبقها  يزان قابل تهوجه يتواند به م يم MSCsدر  ين مطالعه نشان داده شد که مهار اتوفاژيدر ا

ونهد  يدر پ MA3ل يه از قب ياتوفاژ يها جه استااده از مهارکنندهيدر نت .و بهبود بخشديداتياکس يها برابر استر 
MSCs فراهم کندرا  يسلول درمان يش کارآمديافزا يکار برا ک راهي ،کينزد يا ندهيممکن است در آ.  

 نيسي، راپاماسلولي يپوکسيو، هايداتياکس يها ، استر ياتوفاژ مال،يمزانش ياديبن يها سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
    MSCs  ،رخونسـاز  يغ يياسـتروما  يها سلول از يگروه
و  يط مناسب کشت سلوليکه در شرا استخوان هستند مغز
از  يمختلـف سـلول   يهـا  ز بـه رده يتما ييتوانا ،ط بدنيمح
 يهـا  ، غضروف و سـلول ي، چربياستخوان يها ل سلوليقب

ک ي ـبه عنوان  MSCsامروزه (. 1)باشند يم را دارا يعضلان
و ژن  يدرمـان نـه سـلول   يد بخـ  در زم ي ـام يمنبع سـلول 

کشـنده و   يهـا  يمـار ياز ب ياريجهت درمـان بس ـ  يدرمان
 ـ يبا ا. اند دهيمطرح گرد يکيژنت  ين وجود مشـکلات فراوان

در کـاربرد   ييهـا  تيگوناگون موجب محـدود  يها از جنبه
از  ياريج بسين خصوص نتايدر ا. است شده MSCs ينيبال

 ييابتـدا  ين دارد که در همان روزهايقات دلالت بر ايتحق
 يهـا  از اسـترس  يناش ـ يهـا  بيل آس ـيوند به دليپس از پ

گـر مـوارد، تاـداد    يو د يپوکس ـي، هاييو، فقر غذايداتياکس
ماننـد و تنهـا بهبـود عملکـرد      يزنده م ـ MSCsاز  يزيناچ
(. 2)ده را به همـراه دارنـد  يب ديبافت آس يا هيحاش ينواح
ثر بـا هـدف   ؤم ـ يدرمـان  يکارهـا  ه راهي ـن راسـتا، ارا يدر ا
بـر   يمبتن ـ يسـلول  يهـا  درمـان  يمن ـيو ا يي  کـارآ يافزا

MSCs، د به شمار يقات جديار مهم تحقياز موضوعات بس
ط يز مح ـي ـدرمـان ر بـه  تـوان   يکه از آن جملـه م ـ  رود يم
ــديپ ــل آسـ ـ  يون ــاه  عوام ــت ک ــد   بيجه ــان مانن رس

 يهـا  ژن يا القـا ي ـان ي، ب(OFRs)ژنيآزاد اکس يها کاليراد
ک يژنت يمهندس يها روش قيب از طريبه ترت يسلول يبقا
را نـام  ( preconditioning)کـردن  يشـرط   يپ يها ا روشي

 .برد
ک از ي ـبخ  در خصـوص هـر    تيج رضايبا وجود نتا    
بـه دسـت    يو قابل قبول يها، تاکنون جواب قطا ن روشيا
همـراه   يبا مشـکلات  ينه خاصيک در زميو هر امده استين

 يورز دســت   يهـا  بــه عنـوان م ــال در روش . بـوده اسـت  
ل ي ـاز قب يسـلول  يبقا يها با ژن ياديبن يها سلول يکيژنت

AKT  ،م و کاه  يبه طور دا يسلول ي  بقايل افزايبه دل
ــقابــل توجــه در م خطــر وقــو   ،هــا زان آپوپتــوز ســلولي

از طـرف  (. 3)ها مشاهده شـده اسـت   سلول در  ييتومورزا
ل ي ـدله ، ب ـيج درمـان در ژن درمـان  ينتـا  يگر در بررس ـيد

  و مشـخ  نبـودن محـدوده    ينـد پـا  يبودن فرآ يطولان
 .باشد ينم يياجرا ياز نظر اقتصاد ،يزمان

 از( ن عوارضيا کمترـان بـدرم)انـدرم يـستيت زـيامن    
 يدرمان هـا  يفيکنترل ک يدر استانداردها ياصل يارهايما

از  ينين راستا به منظور استفاده بـال يو در ا باشد يم يسلول
MSCs از ي ـبه تاداد مـورد ن  يابي در درمان، علاوه بر دست

 يسـت يمطلـوب، با  يت عملکـرد يبـا صـلاح   ييها از سلول
ز بدون ين يپ سلوليپ و ژنوتيفنوت يژگيها از نظر و سلول

 يسـت يت زي ـو امن يي  کـارآ يدار باشند، تا افزاينق  و پا
 .ز گردديآم تياستاندارد و موفق يوند منجر به درمانيپ

ل يله تشکيوسه ک است که بير کاتابوليک مسي ياتوفاژ    
ه بـه نـام اتوفـاگوزوم مشـخ      ي ـدو لاي کول با غشايوز
 بـر  را در يتوپلاسـم يدرون س ياتوفاگوزوم اجزا. گردد يم

. دهـد  يل م ـي ـه تحوي ـهـا جهـت تجز   زوزومي ـگرفته و به ل
 يط ـيمح يهـا  پس از مواجهه سـلول بـا اسـترس    ياتوفاژ

 ،ژنيآزاد اکس يها کاليو راد يپوکسي، هاييهمانند فقر غذا
از  ،(وي ـآداپت)ريا سازگار پـذ ي يتطابق ينديشده و با فرآ القا
سـلول را   يبقـا  ،زا يانـرژ  يهـا  تيا کردن متابوليق مهيطر

ر با حذف ياخ هاي هکه در مطالا يبه طور. بخشد يتداوم م
 ي  مـر  سـلول  ي، افـزا ينـد اتوفـاژ  يفرآ يدي ـکل يها ژن

گـزارش شـده    يمشابههاي  هدر مطالا. مشاهده شده است
  يآپوپتـوز افـزا   ،هـا  در سلول يکه به واسطه مهار اتوفاژ

 . ابدي يم
در سـلول شـناخته    ياتيند حيک فرآيبه عنوان  ياتوفاژ    
 يو مر  سلول يمنيستم اي، سيستيشود که در تکامل ز يم

از  يا کنـد و در خصـوص اخـتلالات کشـنده     يم فاينق  ا
و انوا   يمنيخود ا يها يماري، بيستم عصبيل سيل تحليقب

 يعملکـرد  يدارا ياتوفـاژ . باشـد  يرگذار م ـيها تاث سرطان
زان ي  مدت و ميک طرف باعث افزايباشد، از  يدوگانه م

شـرفته باعـث   يگـر در مراحـل پ  يسلول و از طـرف د  يبقا
کن تـاکنون درخصـوص نقـ     يل(. 4)شود يمر  سلول م

حاصل نشده است  يتوافق يند مر  سلوليدر فرآ ياتوفاژ
ز ي ـبرانگ بحـث  هـا  هاز مطالا ـ ياريج بسيدر نتا يو ناهمگون
ن ي ـصورت گرفتـه، در ا  يها يبا توجه به بررس .بوده است

د و ي ـجد يدرمـان كـار   راهک يبه عنوان  يمطالاه از اتوفاژ
پـس از مواجهـه بـا     MSCs ي  بقـا يمن با هـدف افـزا  يا

 .ديگرداستفاده ( 2O2H)ويداتياکس يها استرس
  القاي ايآ -1 :ال بودؤس دوهدف پاسخ به  يبه طور کل     
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پـس   MSCs ي  بقايمنجر به افزا ،نيسيبا راپاما ياژـاتوف
ا مهـار  ي ـآ -2 ا بـر عکـس   ي ـگردد  يم 2O2H از مواجهه با

پـس از   MSCs ي  بقـا يمنجـر بـه افـزا    MA3با  ياتوفاژ
 ا بر عکس يگردد  يم 2O2Hمواجهه با 

 
  ها روشمواد و 
 :يه باکتريد و سويپلاسم
ــي،        ــه تجرب ــك مطالا ــمدر ي  pEGFP-LC3mد يپلاس
بـه  ( در ژاپـن  شـگاه پروفسـور فوکوموتـا   ياز آزما يياهدا)

  E.coliيه بـاکتر يو سـو  ياني ـنـ  و ب يعنـوان وکتـور کلون  
زبـــان يبـــه عنـــوان م TOP10( اينـــويتروژن ـ آمريكـــا  )

. اد وکتور مـورد نظـر انتخـاب شـد    يجهت ازد يوتيپروکار
ن يس ـيژن مقاومـت بـه کاناما   يدارا pEGFP-LC3mوکتور 

زبـان  يترانسـفرم شـده در م   يهـا  کلـون  يجهت غربـالگر 
دار ي ـپا يهـا  کلون يغربالگر ين برايسيو جنت يوتيپروکار

بـه  . باشـد  يم ـ يوتيوکـار ي يترانسفکت شده در رده سلول
 pEGFP-LC3m يديوکتور پلاسـم  ،ياتوفاژ يمنظور بررس

 ـ   يها سلول يابيو جهت رد LC3ژن  يحاو ه مـورد نظـر ب
ن يژن گزارشـگر پـروت    ،کروسـکو  فلورسـانت  يله ميوس

در سـاختار وکتـور قـرار داده شـده     ( GFP)فلورسانت سبز
 .بود
    LC3 (ياتوفاژ يژن مخصوص بررس)    بـه صـورتtag 

. دي ـه گردي ـن اراـو در مت ـ تـل اسـمتص GFPن يبه پروت 
 يدي ـکل ياز اجزا يکي، ه شده در وکتوريتاب LC3ن يپروت 
بـروز   IIو  Iنـو    LC3بـوده کـه بـه دو صـورت      ياتوفاژ

توپلاسـم واقـع   يدر س يا ـين به طور طبين پروت يا .کند يم
به ،  Iنو   LC3م وزاگول اتوفيشده است و در هنگام تشک

LC3   نوII اتوفاگوزوم  يا هيدو لا يل شده و به غشايتبد
م با يتوان به طور مستق يجه آن ميگردند، که در نت يالحاق م
 ييرا در سـلول شناسـا   يشدن اتوفاژ ، القا LC3 ييشناسا
بـه صـورت    LC3 کـه  نيل اين حالت به دليدر ا (.5)نمود

بـه   GFPنقـا  سـبز رنـ      ،باشد يمتصل م GFPوژن به يف
هـا قابـل    اتوفـاگوزوم  يصورت نقطه نقطه متراکم در غشا

 GFP( يعدم اتوفـاز )ن صورت ير ايغ در. هستندمشاهده 
توپلاسم پراکنـده  يکل س کنواخت دري به صورت مامول و

 .است

 :کشت سلولي
 ک يون مغز استخوان يراسيتر نمونه آسپيل يليم 81زان يم    

 ونـد مغـز  يدر مرکـز پ ( تيبـا کسـب رضـا   )داوطلب سالم
 يهـا  سـلول  يجهت جداساز ياتيمارستان شرياستخوان ب

گرفته شد  نيهپار اناقاد در ضد( MSCs)ماليمزانش ياديبن
قات سازمان انتقال خون يل به مرکز تحقيط استريو در شرا

 . افتيران انتقال يا
ــلول      ــور خلاصــه س ــه ط ــا ب ــک يه ــز يا هســته  ت  مغ

ــا ( MNC)اســتخوان ــا اســتفاده از ف ؛  g/mL 177/8)کوليب
و  يجداسـاز  يب غلظتيفوژ شيسانتر با (آمريكا، آمستردام

ــ ــلول يدر مح ــت س ــ يط کش  DMEM-Low ياختصاص

Glucose (ــويتروژن ــا ، اين ــا ( آمريك ــا، ) FBS% 81ب آمريك
ايـران،  )نيس ـياسترپتوما% 8ن و يليس ـ يپن ـ% 8، (اينويتروژن

کشـت   CO2% 5گـراد و   يدرجه سانت 37 يدر دما( سيناژن
 .داده شدند

ر چسبنده يغ يها سلول ،ساعت پس از آغاز کشت 41     
 يهـا  ط کشت حذف شدند و سلوليض محيتاو لهيوسه ب

بـا   يط کشـت سـلول  يض مح ـيتاـو  .ماندنـد  يچسبنده باق
ر يــغ يهــا موجــب حــذف ســلول ،روز 3 يفاصــله زمــان
حاصـل از پاسـاژ چهـارم     MSCsت يدر نها چسبنده شد و

ت ي ـد هويي ـجهت تا. فراهم شدند يينها هاي  يآزما يبرا
 ياز نظر مورفولـوژ  in vitroافته در ير يتک  MSCs، يسلول

 . قرار گرفتند يمورد بررس
 

ــاخ  ــين شـ ــطحي  تايـ ــاي سـ ــ MSCsهـ ــيله ه بـ وسـ
 :فلوسايتومتري

شستشـو  ( آمريكـا، اينـويتروژن  )  PBSرا با MSCsابتدا     
نه کردن به فالکن منتقـل شـدند و بـه    يپسيداده و پس از تر

پـس از سـانتريفوژ   . فوژ انجـام شـد  يدقيقه سـانتر  5 مدت
  813-814 ي را دور ريخته و بـه ازاي هـر  يرو مايع ،نمودن

ــر م  ــلول در هـ  ــيکروليسـ ــر محـ ــر از يم 5ط، يتـ کروليتـ
نوکلونال مربوطه افزوده شده و بـه مـدت   وم يها يباد يآنت
انکوبـه   يکيگراد در تـار  يدرجه سانت 4 يقه در دمايدق 31

د بـه  ي ـتـر محلـول پارافرمالد   يکروليم 811در انتهـا  . شدند
د و توسـط  ي ـاضـافه گرد  يباد يآنتسلول و  يمحلول حاو

 .ديگردتجزيه و تحليل ج ينتا ،يتومتريدستگاه فلوسا
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، به رده سـلولي   MSCهاي  ارزيابي توانايي تمايز سلول    
 :استخواني

 اده از ـا استفـب MSC ياـه ز سلولـيزان تماـيم يررسـب    
 ياسـتخوان  يبـه رده سـلول   ياختصاص ـ يزيتمـا  يها تيک

 Ascorbate  ،L-Glutamin ،β-Glycerophosphate يحــاو

Dexamethasone  يبـر رو  ياختصاص ـهـاي   آميزي و رن 
بـه   يا خانـه  24ت ي ـک پليدر . انجام شد MSC يها سلول

 شـده  يجداسـاز  MSCسـلول   81111 ،ييصورت سه تـا 
ط کشـت  يتر محيل يليم 5/1ها  و به آن خته شدير (2 پاساژ)

DMEM-LG انکوبـاتور بـا   ت در ي ـسرم افزوده و پل يحاو
. قرار داده شـد % CO2 5گراد و فشار  يدرجه سانت 37 يدما

تـر  يل يل ـيم 5/1شـد و   يط کشـت خـال  يمح ،روز 3پس از 
گر يدر سه چاهک د. افزوده شد چاهکسه ز به يط تمايمح

ط کشت اضـافه  يتنها مح ،که به عنوان کنترل استفاده شدند
 يمامـول  MSCسـلول   81111ها فقـط   ن چاهکيدر ا)شد

روز،  28بـه مـدت    (.زدهنده وجـود دارد يبدون فاکتور تما
ن يباد از ا. ض شديبار تاو کيروز  3-4ز هر يط تمايمح

آليزارين  %2 يزيتما يها سلول يزيآم ت رن ينها مدت در
ــت تارد  ــيجهـ ــن هويـ ــلوليـ ــتخوان يت رده  سـ  ياسـ
 .مورد استفاده قرار گرفت( اوست وبلاست)
 
بـه رده چربـي    MSCهـاي   ارزيابي توانـايي تمـايز سـلول    
 :(آديپوسيت)

بـا اسـتفاده از    MSC يهـا  ز سـلول يزان تمـا ي ـم يبررس    
ت  يپوس ـيآد يبـه رده سـلول   ياختصاص ـ يزيتما يها تيک

، L-Glutamin  ،H-Insulin (recombinant)  ،IBMX يحاو
Indomethacin   ،Dexamethasone  ،(3-isobutyl-methyl-

xanthine ) يبـــر رو ياختصاصـــ يهـــا يزيـــآم و رنـــ 
 ،يا خانه 24ت يک پليابتدا در . انجام شد MSC يها سلول

 5/1بـه همـراه    MSCسـلول   85111 ييتـا  به صورت سـه 
ختـه و  يسـرم ر  يحاو DMEM-LGط کشت يتر محيل يليم
گـراد و فشـار    يدرجه سـانت  37 يت در انکوباتور با دمايپل

CO2 5 %يط کشـت خـال  يروز مح 3پس از . قرار داده شد 
. چاهک افزوده شـد سه ز به يط تمايتر محيل يليم 5/1شد و 

تنها  ،گر که به عنوان کنترل استفاده شدنديدر سه چاهک د
 85111هـا فقـط    ن چاهـک ي ـدر ا)ط کشت اضافه شديمح

زدهنــده وجــود يبــدون فــاکتور تما يمامــول MSCســلول 
بـار   کي ـروز  3-4ز هر يط تمايروز، مح 7به مدت (. دارد
ز يتمـا  ين مـدت بـه منظـور بررس ـ   ياز ا باد. ض شديتاو

 HCS LipidTOXTMياختصاص ـ يزي ـآم هـا، رنـ    سـلول 

Green Neutral Lipid انجام گرفت. 
 

ــور  ــيون وکتـ ــان  pEGFP-LC3mترانسفورماسـ ــه ميزبـ بـ
 :پروکاريوتي

 ــ     ــت بررس ــم يجه ــاژي ــلول بن يزان اتوف ــدر س  ،يادي
 هـا  ن سلوليدر ا يانگر اتوفاژيژن ب يست سازه حاويبا يم

از وکتـور   ن منظـور يبـد . ان شـود ي ـک بي ـبه صورت اکتوپ
pEGFP-LC3m ن سازه، ابتدا ير ايتک  يبرا. دياستفاده گرد

که با  TOP10سوش  E.coli يوکتور مذکور به داخل باکتر
ان ي ـدر پا. دشسرد آماده شده بود ترانسفورم  CaCl2 روش

 ـباكتري ترانسـفورم شـده در پل   ،مرحله ترانسفورم  LBت ي
ن، بـه مـدت   يسيکاناما يک اختصاصيوتيب يآنت يآگار حاو

ل ي ـبـه دل  .دش ـانکوبـه  گـراد   درجه سانتي 37 ک شب دري
 يها ن در وکتور، تنها کلونيسيوجود ژن مقاومت به کاناما

 يحـاو  يها ن صورت کلونيوکتور زنده مانده و بد يحاو
رشد کرده  يها ياز کلون. شدند يب غربالگريوکتور نوترک

 ـبا استفاده از ک يانتخاب طيدر مح  High Pure Plasmidت ي

Isolation ( آلمان -رُوش)  اسـتخرا   دستورالاملو طبق ،
( تي ـکم)سپس غلظـت . ب صورت گرفتيد نوترکيپلاسم
و  يري ـگ د استخرا  شده با دستگاه نانودرا  اندازهيپلاسم
د يآگـارز پلاسـم  % 8ژل  ين با الکتروفـورز بـر رو  يچن هم
 .ت شديفين کييتا
 

 يجهت القـا  MSCsبه  pEGFP-LC3mترانسفکشن وکتور 
 :اتوفاژي

ــور يم 2     ــرم از وکت ــراه  pEGFP-LC3mکروگ ــه هم  5ب
 Fugene 6 Transfection) 6فيـوژن   تـر از ماـرف  يکروليم

Reagent خانـه   6هـر چاهـک   بـه داخـل    (، آلمان، رُوش
 ـبن يها سلول يحاو . دي ـمال ترانسـفکت گرد يمزانش ـ يادي

 511حـدود   ،ک روز قبل از ترانسفکتيلازم به ذکر است 
به منظـور  . خته شدير يا خانه 6هزار سلول در هر چاهک 

 ـبن يهـا  دست آوردن سلوله ب  GFP-LC3مال يمزانش ـ يادي
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ن اضـافه  يس ـيک جنتي ـوتيب يکشت آنت يها طيبه مح ،داريپا
ژن  يدارا ،وکتـور  يحـاو  يهـا  جا که سلول از آن. ديگرد

ک ي ـوتيب ين آنت ـي ـن بودنـد، در مقابـل ا  يس ـيمقاوم بـه جنت 
ــمقاومــت کــرده و بق ــد هــا  ه ســلولي کــه  ياز زمــان. مردن

مار شدند، از روز ين تيسيترانسفکت شده با جنت يها سلول
روز  86آغـاز و باـد از گذشـت     يبه باـد مـر  سـلول    3

 سـپس  . دسـت آمـد  ه ن بيسيدار مقاوم به جنتيپا يها سلول
ت کشـت  ي ـسلول به هر خانه پل 211111 -851111تاداد 
ط کشـت  يتـر مح ـ يل يل ـيم 2 يحـاو  يا ش  خانـه  يسلول

دار منتقـــل  DMEM Low Glucose  ،FBS ياختصاصـــ
 ن بـا غلظـت  يس ـيهـا راپاما  از سـلول  يک سـر يبه . ديگرد

ng/mL 81 (يبه عنوان القاکننده اتوفاژ)  گـر يد يو به سـر 
MA 3  با غلظتmM/mL 8 (يبه عنوان مهارکننده اتوفاژ )

. سوم به عنـوان کنتـرل درنظـر گرفتـه شـد      يافزوده و سر
بـه   CO2% 5گـراد و   يدرجه سانت 37 يت در دمايسپس پل
 يت جهـت بررس ـ ي ـدر نها. ساعت انکوبـه شـد   24مدت 
مشـاهده   يبرا ،سلول يحاو يها تيپل MSCsدر  ياتوفاژ

 يبررس ـکروسـکو  فلورسـنت مـورد    ينقا  سبزرن  با م
 .قرار گرفتند

مبناي اين مطالاـه بررسـي تـاثير     پايه و كه به دليل اين    
هاي مزانشـيمال بـوده و بـراي ايـن      سلول ياتوفاژي بر بقا

ــانگر   ــوريك ژن بي ــه اول حض ــابي در درج ــاركر)ارزي ( م
 ،هـا  آزمـاي   دربنـابراين   ،اتوفاژي از ملزومات مطالاه بود

با ماركر اتوفاژي  گروه كنترل همان سلول ترانسفكت شده
LC3 هاي ترانسفكت شده و تيمـار شـده    است كه با سلول

در واقـع  . شـود  با القاكننده و مهاركننده اتوفاژي مقايسه مي
بدون تيمـار بـا    LC3 مقايسه بين سلول ترانسفكت شده با
ــاژي  ــده اتوف ــده و مهاركنن ــرل)القاكنن ــلول( كنت ــاي  و س ه

ــا ــده و   LC3ترانســفكت شــده ب ــا القاكنن و تيمــار شــده ب
چــون اصــل مطالاــه بررســي . مهاركننــده اتوفــاژي اســت

هـا   و ايجاد و مشاهده اتوفاگوزوم در سـلول  LC3شكست 
متصل بـه   LC3)است در صورت عدم حضور عامل اصلي

GFP )(.2، 86)باشد دار نمياين مطالاه مانا 
 

 : 2O2Hهاي مختلف  با غلظت MSCهاي  مواجهه سلول
  ختهير يا خانه 16ت يخانه پل هر سلول در 82111ابتدا     

 FBS%81 يحاو DMEM Low Glucoseط کشت يمحبه و 

ت به داخل انکوبـاتور  يسپس پل. ک اضافه شديوتيب يآنت و 
ساعت  24دار منتقل و به مدت   CO2گراد درجه سانتي 37

هـا   ل از سـلو  ين مدت بـه تاـداد  يپس از ا. ديانکوبه گرد
، 84، 86 يهـا  بـا غلظـت  ( ياتوفاژ يعامل القا)نيسيراپاما
 MA اـه ـ از سلول يرـگيداد دـه تاـب نانوگرم، 1، 81، 82
اضـافه   mM 3 ،2 ،8 يها با غلظت( يمهار اتوفاژعامل ) 3

سـپس  . نـد ماند يها به عنوان کنترل بـاق  سلول يشد و مابق
ساعت  24گر به داخل انکوباتور منتقل و يبار د يت برايپل

جـز کنتـرل،   ه ها ب ن مدت تمام سلوليپس از ا. شدانکوبه 
ــا غلظــت ــا ب ــاور 2O2H µm/mL 25 ،21 ،85 ،81 يه  مج

ــدت    ــه م ــدند و ب ــاعت 4ش ــار)س ــل ( يکيدر ت در داخ
 .ندانکوباتور، انکوبه شد

 

 : MTTسنج  درصد بقاي سلولي با استفاده از آزمون 
هـا خـار     ع چاهـک يابتدا ما ،پس ازانجام مراحل فوق    

تر از يکروليم 81ساعت با  4ها به مدت  سپس سلولشدند 
تـر از  يکروليم 11عـلاوه  ه ب( آمريكا، سيگما) MTTمحلول 

درجـه   37داخل انکوبـاتور   DMEM Low Glucoseط يمح
تر از يکروليم 811سپس . دار انکوبه شدند CO2 گراد يسانت

تـر از  يکروليم 25به عـلاوه  ( آلمان، مرك) DMSO محلول
در  يزان جذب نـور يها اضافه و م به چاهکبافر سورنسن 

 .شد يريگ نانومتر اندازه 571طول مو  
افـزار   ها با اسـتفاده از نـرم   نيانگيسه ميو مقا يل آماريتحل

SPSS  118/1در p<  ،18/1 p<  15/1و p<  ــر ــا در نظ و ب
تمـام مراحـل    .دي ـگرد انجـام  (SEM)اري ـما يگرفتن خطا

انجـام   (تي ـکيپليتر)ييفوق به صورت سه تـا  هاي  يآزما
 .شد
 

 ها يافته
 يهـا  سـلول  ياختصاص ـ يسـطح  يد حضور مارکرهـا ييات
و  ياختصاص ـ يها يباد يمال با استفاده از آنتيمزانش ياديبن

 :يتومتريدستگاه فلوس
 جدا( MSC)ماليمزانش ياديبن يها پس از کشت سلول    

رشد  يگذشت زمان لازم برا و شده از نمونه مغز استخوان
هــا مــورد  آن ي، مورفولــوژيکشــت اختصاصــ طيدر محــ
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نشان داد کـه   يکروسکوپيمشاهدات م. قرار گرفت يبررس
 يها مشابه سلول يجدا شده از لحاظ مورفولوژ يها سلول
MSC (.8شکل )بودند 

 
 
 
 
 
 
 
 

 7 مغز استخوان، مال جدا شده ازيمزانش ياديبن يها سلول: 0شکل 
 پاساژ اول يروز پس از زمان جداساز

 
 ي، حضـور مارکرهـا  يکروسـکوپ يپس از مشـاهدات م     

وجـود  . قرار گرفت يها مورد بررس موجود در سطح سلول
ــا ــطح يمارکرهـ ــدم  CD73  ,CD29 , CD105 يسـ و عـ

ــا  ــور مارکره ــده ييتا CD31 , CD45  ،CD34 يحض دکنن
 (.2شکل )مال بوديمزانش يها سلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــا ــا يتم ــلول ه ــلول  MSC يز س ــه رده س ــتخوان يب  ياس
 (اوست وبلاست)

 
. هاي بنيادي مزانشيمال بررسي ماركرهاي اختصاصي سلول :9شکل

و عدم حضور  CD37  ،CD29  ،CD105وجود ماركرهاي سطحي 
هاي مزانشيمال  تاييد كننده سلول CD31 ،CD45 ،CD34ماركرهاي 

 . بود

بـا اسـتفاده از مراحـل ذکـر شـده در       MSC يها سلول    
ز داده يتما ياستخوان يـها، به رده سلول روش و بخ  مواد
ــ ــد، پ ــ ،روز 28س از ـش ــآم  ـرن ــزارين رد يزـي  %2 آلي

 MSC يهـا  انگر آن بود کـه سـلول  يج بينتا. صورت گرفت
شـکل  )را داشـتند  ياسـتخوان  يز به رده سـلول يتما ييتوانا

B3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 يها سلول: MSC . A يها سلول يز سلوليتما ييتوانا: 3شکل 
MSC يزيتما يمار با فاکتورهايکنترل بدون ت .B  :يها سلول 
MSC ط يمح حضور فاکتورها و در يافته به استخواني زيتما
 زيتما MSC يها سلول : C .ساز استخوان يها سلول ياختصاص

 يط اختصاصيمح در حضور فاکتورها و يچرب يها سلول افته بهي
 .ساز يچرب يها سلول

 
 :(تيپوسيآد)يچرب يبه رده سلول MSC يها ز سلوليتما

با اسـتفاده از مراحـل ذکـر شـده در      MSC يسلول ها    
ز داده يتمـا  ياسـتخوان  يبخ  موادو روشها ، به رده سلول

 HCS LipidTOXTM يزيــآم روز رنــ  7شــد، پــس از 

Green Neutral Lipid 8 %آن  انگري ـج بينتا. صورت گرفت
 يت ـيت چنـد ررف يخاص ـ يدارا MSC يهـا  است که سلول

 . (C3شکل )افتنديز يتما يبوده و به رده چرب
 

 : LC3 (pEGFP-LC3)ژن  يحاو يانير وکتور بيتک 
بـه بـاكتري مسـتاد     ييايميوكتور نوتركيب با روش ش ـ    

جـا كـه ناقـل كلونينـ  حـاوي ژن       از آن. انتقال داده شد

B    :تمايز استخواني                            A  :كنترل 

C  : چربيتمايز 
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 هـاي نوتركيـب در   تنها باكتري، مقاومت به كانامايسين بود
رشـد  بيوتيك كانامايسين  آگارحاوي آنتي LBمحيط كشت 

 .كردند
 
 
 
 
 
 
 
 

. با استااده از دستگاه نانودراپ DNAت يکم يريو اندازه :0شکل 
انگر ينما، 0/980در نمودار مشخص است، عدد  که وونه همان
 .باشد يم DNAغلظت 

 
 :استخرا  شده يديپلاسم DNAت يفيک ت وين کمييتا
    DNA يرشد کرده بـر رو  يها از تک کلون يديپلاسم 
غلظـت   و LBط کشـت  يک در مح ـيوتيب يآنت يت حاويپل
د استخرا  شده با دسـتگاه نـانودرا  کـه    يپلاسم( تيکم)
(. 4شـکل  )شـد  يري ـگ باشد، انـدازه  يک اسپکتروفتومتر مي

هـا در   نمونه يجذب نور. بود DNA ng/uL 4/218ت يکم
دهنـده عـدم    بود کـه نشـان   λ 211/261  ،18/8طول مو  

 DNAکـه غلظـت    ني ـپـس از ا . باشـد  يم يوجود ناخالص
د ي ـن گرديياستخرا  شده به کمک نانودرا  تا يديپلاسم

 آزمـاي  ت نمونه، از نمونه استخرا  شـده  يفيزکيآنال يبرا
به عمل آمد کـه حضـور    pUC19کنار ناقل الکتروفورز در 

و  DNAبـودن   يل و خط ـيل، سـوپرکو يانگر کويسه باند ب
 د و هـم يدهنده خلوص و عـدم شکسـت در پلاسـم    نشان
د بـود، از  يدکننده صحت مراحل استخرا  پلاسمييان تيچن
و ماادل ناقـل   bp2611 جا كه ناقل کنترل داراي طول  آن

بايسـت محـل قـرار گـرفتن بانـد       خالي است، بنابراين مي
حاصل از پلاسميد نوتركيب بالاتر از پلاسميد كنترل باشد 

شـده بـه    يسـاز  و خـال   ري ـسپس وکتور تک (. 5شکل )
MSCs و پس از ترانسفکت سـازه   افتي انتقالGFP-LC3 

در  GFP-LC3دار ي ـان پاي ـبـه منظـور ب   ،هـا  به داخل سلول
ابتـدا  . استفاده شـد ن يسيترانسفکت شده از جنت يها سلول
 مار شـدند و در ين تيسيمختلف جنت يها ها با غلظت سلول

 ـ يت غلظـت به ينها  يهـا  سـپس سـلول  . دسـت آمـد  ه نـه ب
 کشـت ( ng 821)نيسينه جنتيترانسفکت شده با غلظت به

  GFP-LC3 يدار حاويپا يها ت سلوليداده شدند و در نها
 .دست آمده ب
 
 
 
 
 
 
 
 

؛ 9ستون . به عنوان كنترل pUC19؛ پلاسميد 0ستون : 2شكل 
نسبت به  LC3پلاسميد حاوي ژن .  LC3پلاسميد حاوي ژن 

 . ويرد تر بوده و بالاتر قرار مي كنترل سنگين
 

ــا ــاژ الق ــار اتوف ــلول يو مه ــا در س در حضــور  MSC يه
 :MA3ن و يسيراپاما
ن بـه عنـوان عامـل القاکننـده     يس ـيکه راپاما ييجا از آن    

در  ،اسـت  ياز عوامل مهار کننده اتوفـاژ  MA3و  ياتوفاژ
ط القـا و  ينه شـرا يزان بهيدست آوردن مه ب يامر برا يابتدا
 ـبن يها ، سلولياتوفاژ مهار در مجـاورت   يميمزانش ـ يادي

 ه ـج بـيه نتاـک مختلف عوامل فوق قرار گرفتند يها غلظت
 :باشد ير ميشرح ز

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 GFPپس از الحاق  MSC يها رنگ در سلول نقاط سبز:  6شکل 
 . LC3با 

 
 رل ـال کنتـميمزانش ياديبن يها در حالت اول در سلول     
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در مواجهه  MSC-GFP-LC3 يها سلول :B .نيسيراپاما ng 8 در مواجهه با MSC-GFP-LC3 يها سلول :A . نيسيبا راپاما ياتوفاژ يالقا: 7شکل
با . است ياتوفاژ يدارا يها دهنده سلول فلش قرمز نشان .نيسيراپاما ng 00 در مواجهه با MSC-GFP-LC3 يها سلول : C. نيسيراپاما ng 01 با
 .ابدي يش ميهم افزا ين، اتوفاژيسيش غلظت راپامايافزا

 
نقا  سبز  ،(ياتوفاژ يا القايبدون مهار ) GFP-LC3 يحاو

مشاهده شد  (مشخ  شده با فل ) %8حدود  يرن  کم
 ـبن يها در سلول ين حضور اتوفاژيکه مب مال يمزانش ـ يادي

صـورت عــدم رخــداد   لازم بـه ذکــر اســت در . باشــد يم ـ
ده ي ـکنواخـت سـبز رنـ  د   يها به صورت  ، سلولياتوفاژ

 يهـا  اتوفـاگوزوم )سـبز رنـ   عدم وجود نقا   و شوند يم
شـکل  )است يدهنده عدم اتوفاژ نشان( IIنو   LC3 يحاو
6    .) 

 ـبن يهـا  در حالت دوم سـلول       يمال حـاو يمزانش ـ يادي
GFP-LC3 مار شـدند ين تيسيمختلف راپاما يها با غلظت .

به صورت نقا  سبز  يدرون سلول مناطق ،ياتوفاژ يبا القا
زان يمشاهده شد هر چه م. شود يجاد ميا( نقطه نقطه)رن 

حضـور و تاـداد    ،شـود  يشـتر م ـ يماده القاکننده ب( غلظت)
در درون سلول هم  (مشخ  شده با فل )نقا  سبز رن 

. باشـد  يشـتر م ـ يب ين اتوفـاژ ين امر مبيکه ا ابدي يم يفزون
عـدم حضـور   )کنتـرل  يهـا  لازم به ذکـر اسـت در سـلول   

زان نقا  سبز رن  مشـابه حالـت اول بـود    ي، م(نيسيراپاما
 (.7شکل )

 ـبن يهـا  در حالت سوم سلول       يمال حـاو يمزانش ـ يادي
GFP-LC3   يکه با مهارکننـده اتوفـاژ(MA3) مـار شـده   يت

قرار گرفتند و مشاهده شد کـه تاـداد    يمورد بررس ،بودند
قـت نقـا    يافته و در حقينقا  سبز رن  به شدت کاه  

هـا   ن سلوليدر ا ين کاه  اتوفاژيمبکه  سبز وجود ندارد

مختلـف   يها غلظت ج نشان داد که استفاده ازينتا. باشد يم
MA3  ،نداشـته و در واقـع    يزان مهار اتوفاژيدر م يريتاث

کسـان  يزان ي ـبـه م  ياتوفاژ،  MA3مختلف  يها در غلظت
زان نقا  سـبز رنـ    يکنترل م يها در سلول. گردد يمهار م

 (.1شکل)باشد يشتر ميب
 
 
 
 
 
 
 
 

-MSC-GFP يها سلول مواجهه.  MA3با  ياتوفاژ مهار: 8شکل 

LC3  باMA3 يدورد يمنجر به کاهش اتوفاژ. 
 

القا و  ين برايسيتوان از راپاما يج بالا نشان داد که مينتا    
MA3 ـبن يها در سلول يمهار اتوفاژ يبرا   يو بررس ـ يادي

 .استفاده کردمال يمزانش ياديبن يها سلول ياثر آن بر رو
 

 ـبن يها در سلول يسلول يو کاه  بقا ياتوفاژ يالقا     يادي
 (:2O2H)ويداتيپس از مواجهه با استرس اکس يميمزانش
 با ( يه عنوان القاکننده اتوفاژـب)نـيسيزودن راپاماـا افـب    
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مشاهده شـد کـه   ،  MSC يها مختلف به سلول يها غلظت
بر مر   ياثر چندان ،ييبه تنها ياتوفاژ مختلف يها غلظت

 يهـا نداشـت، البتـه غلظـت بـالا      ا زنده مانـدن سـلول  يو 
هـا   ن سـلول ي ـمر  در ا ين باعث مقدار مختصريسيراپاما
 ng/mL 86ن، غلظـت  يسيراپاما يمنظور از غلظت بالا)شد
کنتـرل و   يهـا  سـلول  اري ـن و انحراف مايانگيم. (باشد يم

MSC نيس ـيشـده بـا راپاما   ماريت( غلظـتng/m 1 ) حـدود 
 غلظـت )ن يس ـيشـده بـا راپاما   ماريت MSCو  11 ± 114/1

ng/m 81 )ن و انحـراف  يانگي ـم. بـود  1/68 ± 65/8 حدود
کسـان  ي بـا  يها تقر غلظت يتمام کنترل در يها سلول اريما

 (.8نمودار )بود
ــم     ــلولي ــر  س ــزا يزان م ــا اف ــه  2O2H  غلظــت يب ب

و  شـده بـود   هـا القـا   در آن يکـه اتوفـاژ   MSC يها سلول
ه ، ب ـ(صورت نگرفته بـود  ييچ القايکه ه ييها سلول)کنترل

زان مـر  در  ي ـدا کـرد، البتـه م  ي  پيافزا يريطور چشمگ
القا شده بـود، نمـود    يها اتوفاژ آن که در MSC يها سلول

طور که در نمودار مشاهده  همان(. 2نمودار)داشت يشتريب
  يبـرا  2O2H در مواجهـه بـا   يدرصد مر  سـلول  ،شود يم

ن مشابه بـود و در  يسيراپاما ng/mL84-1 محدوده غلظت 
 الا ـه بـب2O2 H µM 85از غلظت  يسلول يواقع کاه  بقا

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 هاي غلظت. راپامايسين نسبت به حالت كنترل 8و  ng/mL 08 ،06 ،00 ،09 ،01 هاي در غلظت MSCهاي  سلول يميزان بقا: 0نمودار 

 ng/mL 00-8 هاي تاثيري در مرگ سلول نداشته و از غلظت ng/mL 06 مرگ سلولي آغاز شد ،به بالا. 
(SD ± Mean  ،*  :12/1 p<  ،***   :10/1 p<.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  9O9Hهاي متااوت  راپامايسين پس از مواجهه با غلظت ng/mL 8و  01، 09، 00هاي  در غلظت MSCهاي  سلول يميزان بقا: 9نمودار 
(SD ± Mean  ،***  :110/1 p<  ،**   :10/1 p<.) 
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 هاي سلولي در غلظت يبقا.  9O9Hهاي متااوت  پس از مواجهه با غلظت MA 3  ،mM/mL 3-0در غلظت  MSCهاي  سلول يبقا: 3نمودار 
 µM 92-02 9O9H هاي حاوي  در سلولMA 3 نسبت به كنترل بيشتر است. 

(SD ± Mean  ،***  :110/1 p<  ،**   :10/1 p<.) 
 

سه بـا کنتـرل   ين در مقايسيمار شده با راپامايت يها در سلول
 .ديان گردينما يآشکار به طور

 
هاي بنيـادي   سلولي در سلول يافزاي   بقامهار اتوفاژي و 

 (:2O2H)مزانشيمي پس از مواجهه با استرس اکسيداتيو
 mM/mL 3-8 MA3ج اسـتفاده از محـدوده غلظـت    ينتا    
، نشـان   MSC يهـا  به سلول( يبه عنوان مهارکننده اتوفاژ)

بر رونـد   يريگونه تاث چيها ه در سلول يداد که مهار اتوفاژ
عـلاوه بـرآن، کـاه  قابـل     . نداشـت  يمر  سـلول  يايطب

مار شـده  يت MSC يها در سلول يملاحظه روند مر  سلول
، از جملـه   2O2Hمختلف  يها در مواجهه با غلظت MA3با 

در  MA3بـا   يدر واقع مهار اتوفاژ. ت بوديز اهمينکات حا
ط يها بـه شـرا   سلول يساز منجر به مقاوم ،ياديبن يها سلول
 (.3نمودار)دياسترس گرد -ويداتياکس
 

 بحث
بـه عنـوان   ( MSCs)ماليمزانش ـ ياديبن يها امروزه سلول    
ونـد  يآل در رابطـه بـا پ   دهي ـار مهـم و ا يبس يک منبع سلولي

 ماكينو ن بارياول يبرا يوقت 8111شوند، از سال  يشناخته م
 يزيت تمـا ي ـررف،  in vitro هـاي   يو همکاران  در آزمـا 

MSCs را ( هـا  تيوس ـيوميکارد) يعضـله قلب ـ  يها به سلول
 يو مهندس ينه سلول درمانيقات در زميتحق گزارش کردند،

 (.6)کـرده اسـت   داي ـتوسـاه پ  يزيانگ بافت به طرز شگفت
 ،ها وجـود دارد  ن سلوليکه در درمان با ا يا لهان مسيتر مهم

ونـد  يپـس از پ  يها در مـدت کوتـاه   ن سلوليمر  اغلب ا
تر از حـد   نييار پايبسوند يپ ييباشد که موجب شده کارآ يم

و همکـاران  گـزارش    تومـا  ن رابطه،يدر ا(. 7)انتظار باشد
ــر از  ــد، کمت ــ MSCsاز  %44/1کردن ــد از  4 يدر ط روز با

(. 1)داشـتند ي مطلـوب  يبقا،  SCID يها وند به قلب موشيپ
ز يدر ر MSC يها در مر  زودرس سلول يعوامل گوناگون

و همکاران   ژو ن رابطهيدر هم. نق  دارند يونديط پيمح
و و يداتياکس ـ يها مطالااتشان نشان دادند که استرس يدر ط
 ـاز دلا ،(يپوکس ـيبه همراه ها ييفقر غذا)يسکميب ايآس ل ي
 ييابتـدا  يدر روزهـا  MSC يها مر  زودرس سلول ياصل

 (. 1)باشند يم ونديپس از پ
 يبقا يبر رو ين بار اثر اتوفاژياول ين پژوه  برايدر ا    

ط يمح زيط نامطلوب ريمال در شرايمزانش ياديبن يها سلول
 ـبـه عنـوان    ياتوفـاژ . دي ـگرد ي، بررسيونديپ نـد  يک فرآي
، يسـت يشـود کـه در تکامـل ز    يدر سلول شناخته م ـ ياتيح
ز در ي ـکنـد و ن  يفـا م ـ ينقـ  ا  يو مر  سلول يمنيستم ايس

ــاز قب يا خصــوص اخــتلالات کشــنده ــل تحلي ســتم يل سي
رگـذار  يها تاث و انوا  سرطان يمنيخود ا يها يماري، بيعصب

 ـ، از اسـت دوگانـه   يعملکـرد  يدارا ياتوفاژ. باشد يم ک ي
 رف ــسلول و از ط يزان بقاي  مدت و ميطرف باعث افزا
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 (.81)شود  يشرفته باعث مر  سلول ميگر در مراحل پيد
 در  يون در خصوص نق  اتوفاژــتاکن يـور کلـه طـب    
 يحاصل نشده است و ناهمگون يتوافق يند مر  سلوليفرآ

 .ز بوده استيبرانگ بحث ،ها هاز مطالا ياريج بسيدر نتا
ــا اســترس     ــميداتياکســ يه ــ و و ه ــرميچن ــر س و  ين فق
 يهـا  در مر  زودرس سلول يکه از عوامل اصل يپوکسيها

MSC را القـا   يباشـند، اتوفـاژ   يم ـ يونـد يط پيمح ـ زيدر ر
نشـان   شـرز شـوال   و ماتسـو  ن موضو يد اييادر ت. کنند يم

بـا   يتوکندري، مييو، فقر غذايداتياکس يها دادند که استرس
ــم  ــاق  و ه ــرد ن ــ عملک ــترسيچن ــا ن اس ــيرت يه م وکول

، 82)شـوند  ياتوفـاژ  يتوانند باعـث القـا   يم ،کياندوپلاست
88.) 
ط يو همکــاران  نشــان دادن کــه تحــت شــرا پليكــانو     
آزاد ســوپر  يهـا  کـال يهـا کـه شـامل راد    ROSو، يداتياکس ـ
د يو پر اکس ـ( -OH)ليدروکسيه يها کالي، راد(-O2)دياکس
د شـده و  ي ـتول يادي ـد، به مقدار زنباش يم( 2O2H)دروژنيه
و اغلب باعث مـر  سـلول   زده به سلول  يجد يها بيآس
 (.83)دنشو يم

جـه  ين نتي ـقات خـود بـه ا  يتحق يو همکاران  در ط يو    
 ،ويداتياکس ـ يهـا  در اثـر اسـترس   يدند که مر  سـلول يرس

بـا   .گرفـت  يتوسط آپوپتوز و به واسطه کاسپازها صورت م
ها ادامه  ROS  يه کاتالاز و افزايچنان تجز مهار کاسپاز هم

ن مر  يشد و نشان دادند ا يم يداشت و باعث مر  سلول
 (.84)گرفت يصورت م يتوسط اتوفاژ يسلول
  مقاومـت و  يبـه منظـور افـزا    ين مطالاه اتوفـاژ يدر ا    
و بهبـود   ييآ  کـار يدر جهت افـزا  MSC يها سلول يبقا

قرار گرفت  يوند، مورد بررسيها باد از پ ن سلوليعملکرد ا
 يهـا  در سـلول  ياتوفـاژ  ،اد شـده يجه مطابق اهداف يدر نت

MSC  درin vitro   کشـنده   يهـا  پس از مواجهه بـا غلظـت 
2O2H ـ، القا و مهار شد و در ادامه م  بـه   يسـلول  يزان بقـا ي

قـرار   يابي ـمـورد ارز  MTT assay  يبـا آزمـا   يطـور کم ـ 
 .گرفت
 ـاز ا يج حاکيکه انجام شد، نتا يهاي  يدر آزما     ن بـود  ي

توانـد موجـب    يم ـ MSC يهـا  در سـلول  يکه مهار اتوفـاژ 
 يهـا  هـا در پاسـخ بـه اسـترس     ن سـلول ي  مقاومت ايافزا
زان قابـل  ي ـرا بـه م  يسـلول  يشده و بقـا ( 2O2H)ويداتياکس

در  MSC يهـا  سـلول )سه با حالـت کنتـرل  ي، در مقايتوجه
 يهـا  در سـلول  يکـه اتوفـاژ   يو در حـالت ( يحالت مامول

MSC يدر ارتبا  با مهار اتوفـاژ . شود، بهبود بخشد يالقا م 
ن بار نشان دادنـد کـه   ياول ين  برااو همکار ، چنو اثر آن
کـه تحـت    يزمـان  Helaو  Hek 293  ،U87 يهـا  ني ـسل لا
جاد شد و يا يقرار گرفتند، مر  سلول 2O2H مختلفر يمقاد

بـدون   2O2H يزان کشندگينشان دادند که م يبا مهار اتوفاژ
بـا   يزان کشـندگ ين مياما ا. افتيار کاه  يآپوپتوز بس مهار

 (.85)نکرد يرييتغ يمهار آپوپتوز بدون مهار اتوفاژ
بـر   ياتوفـاژ  ين در ارتبـا  بـا اثـر مهـار و القـا     يچن هم    

ــلول ــا س ــف يه ــارا  ،مختل ــاران  در طـ ـكواه  يو همک
له يبـه وس ـ  ياتوفـاژ  ينشان دادند کـه بـا القـا    هايي همطالا
که به اشـاه مقـاوم بودنـد،     يسرطان يها ن، سلوليسيراپاما

مردند و به درمان بـا اشـاه پاسـخ     يحساس شده و زودتر م
بـه   يز نشان دادند کـه بـا مهـار اتوفـاژ    يو ن دادند يم يبهتر
نســبت بــه اشــاه در  يتومــور يهــا ســلول،  MA3له يوســ
 (.86)دهند ينشان م يشتريمقاومت ب يوتراپيراد
 يهـا  و همکاران  هم ثابـت کردنـد کـه در سـلول    آزاد     

بــا واســطه  يپوکســيها ،(glioma)ومــاينه وگليســ يســرطان
ن نشان دادنـد  يچن هم. شود يها م باعث مر  سلول ياتوفاژ

ســرطان پروســتات هــم نقــ  شــرفت يدر پ يکــه اتوفــاژ
ــازاوا  (.87)دارد ــا  ك ــد داروه ــان دادن ــاران  نش  يو همک
 يا داروهــايــاكســيد  آرســنيك تــري ماننــد  ييايميشــ

منجر به مـر    ير اتوفاژيمس يبا القا ،کننده تومور سرکوب
ن صورت درمان صورت يشوند و بد يم يسرطان يها سلول

و همکــاران  نشــان دادنـد کــه مهــار   لـين (. 81)رديــگ يم ـ
 يلاريپـاپ  يسرطان يها شتر سلوليباعث مقاومت ب ياتوفاژ

 ياتوفـاژ  يکه القـا  يشود، در حال يم يوتراپيد به راديرو يت
 يهـا  ن نو  سرطان و کشتن سلوليممکن است در درمان ا

   (. 81)د باشديمتداول مف يها مقاوم به درمان يسرطان
 

 گيري نتيجه
در  يدهد که مهار اتوفـاژ  يما نشان م هاي  يآزما جينتا    

ستم يک سيمال ممکن است بتواند يمزانش ياديبن يها سلول
 وارده در  يها بيها در برابر آس ن سلوليا يبرا يقو يدفاع
 .فراهم کند in vitroو  in vivoط يشرا
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 تشكر و قدرداني
ــان       ــل پاي ــق حاص ــن تحقي ــه  اي ــد نام ــي ارش  كارشناس

هماتولوژي مصوب مركز تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي  
مرکـز   از وسيله بدين. باشد انتقال خون مي و پژوهشي طب

تحقيقات انتقال خون و مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشـي  
كه در انجام اين پروژه ما را ياري نمودنـد  طب انتقال خون 
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Abstract 
Background and Objectives 

Previous studies have showed that a large percentage of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) die 

in the early stages of transplantation due to oxidative streeses, hypoxia, and serum deprivation. 

Hence, this study was aimed to address whether induction or inhibition of autophagy would 

affect the viability of MSCs after exposure to oxidative stress. 

 

Materials and Methods 

In this descriptive study, MSCs were isolated from bone marrow with ficol and density 

gradient method; the fourth passage MSCs were selected in the study. Autophagy was detected 

by using transfection of GFP-LC3 to MSCs. Induction and inhibition of autophagy were 

performed by using rapamycin and 3MA, respectively. MSCs were exposed to lethal doses of 

H2O2 followed by cells viability evaluated with MTT assay. 

 

Results 

Our results revealed that the enhancement of autophagy in MSCs sensitized them against 

oxidative stress and inhibition of autophagy led to resistance against oxidative stress in 

comparison with the control cells.  

 

Conclusions   

Inhibition of autophagy using non genetic engineering method in MSCs enhances cell viability 

following exposure to the oxidative stress. This may provide a novel strategy to promote the 

efficiency of cell therapies following transplantation in the future.  
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