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Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate the inhibitory effect of calcium chelators on apoptosis 

of motor neurons in adult spinal cord slices. 

Materials and Methods: The thoracic region of adult mouse spinal cord was sliced by a tissue 

chopper into 400 µm sections and divided into four groups: 1- freshly dissected slices (0 hour), 2- 

control slices, 3- slices treated by ethylene deamin tetra acetic acid (EDTA) and 4- slices treated by 

ethylene glycol tetra acetic acid (EGTA). The control and treated slices were incubated in a culture 

medium for 6 hours. MTT [3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] assay was 

used to evaluate the viability of the slices. To study motor neurons morphology, propidium iodide and 

Hoechst 33342 were used. Data were analyzed using one- way ANOVA and Tukey test, and means 

difference was considered significant at p<0.05. 

Results: Motor neurons from slices cultured for 6 hours displayed morphological features of 

apoptosis. The application of calcium chelators (EDTA and EGTA) not only increased the viability of 

the cultured slices, but also inhibited apoptosis in the motor neurons and increased the percentage of 

viable motor neurons. 

Conclusion: It could be concluded that apoptosis in motor neurons of cultured spinal cord slices might 

be due to increased level of intracellular calcium. 
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  چكيده

اپوپتوزيس نورون هاي حركتي قطعات كشت شـده نخـاع مـوش     مهار قيق بررسي نقش كليت كننده هاي كلسيم برهدف از اين تح :هدف
  . بالغ بود

ميكروني بريده و به چهار گـروه تقسـيم    400بالغ توسط دستگاه قطعه كننده بافت به قطعات موش اي نخاع  ناحيه سينه :مواد و روش ها
 قطعات تيمار بـا  -EDTA( 4( تترا استيك اسيد دي آمينتيلن ا قطعات تيمار با -3طعات كنترل ق -2قطعات لحظه زماني صفر  -1: شدند

             ســنجش. ســاعت در محــيط كشــت انكوبــه شــدند 6قطعــات كنتــرل و تيمــار بــه مــدت . )EGTA( اتــيلن گليكــول تتــرا اســتيك اســيد
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]        جهت ارزيـابي قابليـت حيـات قطعـات نخـاع مـورد

 .اسـتفاده شـد   33342سـت  خهاي حركتي از رنگ آميـزي پروپيـديوم آيودايـد و هو    جهت مطالعه مورفولوژيكي نورون. استفاده قرار گرفت
 p<0.05هـا در سـطح    يـانگين مورد تجزيه و تحليل آمـاري قـرار گرفـت و تفـاوت م     Tukeyها با روش آناليز واريانس يكطرفه و تست  داده

  .دار لحاظ شد معني

كـاربرد جداگانـه   . ساعت نشانه هاي مورفولوژيك اپوپتـوزيس را نشـان دادنـد    6نورون هاي حركتي قطعات كشت شده نخاع پس از  :نتايج
يش دهـد بلكـه   ساعت را افـزا  6نه تنها توانست قابليت حيات قطعات كشت شده به مدت ) EGTAو  EDTA(كليت كننده هاي كلسيمي 

توانست مرگ سلولي اپوپتوزيس را در نورون هاي حركتي اين قطعات مهار و همچنين درصد تعداد نورون هـاي حركتـي زنـده را افـزايش     
  .دهد

از آنجا كه كاربرد كليت كننده هاي كلسيمي درمحيط كشت قطعات نخاع توانست قابليـت حيـات ايـن قطعـات را افـزايش،       :نتيجه گيري
اپوپتوزيس را در نورون هاي حركتي مهار و درصد تعداد نورون هاي حركتي زنده را در اين قطعـات افـزايش دهنـد، بيـانگر آن     نشانه هاي 

  . يكي از دلايل اپوپتوزيس نورون هاي حركتي در قطعات كشت شده نخاع مي باشد لااست كه افزايش كلسيم داخل سلولي احتما

  EGTAو  EDTA ،يحركت نخاع، نورون س،ياپوپتوز: واژگان كليدي
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  مقدمه
 يسـت يز يها دهيدر پد ينقش مهم هيثانو امبريبه عنوان پ ميكلس

كلسيم نقش به عنوان مثال . دينما يم فاياها  از بقا تا مرگ سلول
سـلولي   شـده  ريـزي  در لقاح و تشكيل سلول تخم تا مرگ برنامـه 

ــوزيس( ــت   ) اپوپت ــيده اس ــات رس ــه اثب ــ .)1( ب ــرا تتح  طيش
مـولار و   يل ـيم 3/1ي خـارج سـلول   ميغلظـت كلس ـ  يكيولوژيزيف

 ،)2( باشـد  ينانو مولار م 100آن در حدود  يتوپلاسميغلظت س
 ميكلس ـ يغلظت داخل سـلول  كيپاتولوژ طيتحت شرادر حاليكه 

نـه   يداخل سلول ميكلس يعيطب ريغ شيافزا. )3( ابدي يم شيافزا
بـه   وابسـته  هـاي  و انـدونوكلئاز  هـا پروتئازدن تنها موجب فعال ش

امـر موجـب اخـتلال در عملكـرد      ني ـ، بلكه ا)4( شود يم ميكلس
اگر  بيترت نيبد .)5( گردد يها م يتوكندريهمچون م ييها ارگانل

سـلول مهـم    ياتيح يها دهيدر پد ميكلس وني يعيچه غلظت طب
منجر بـه مـرگ    وني نيا يداخل سلول يعيطب ريغ شياست، افزا

  . شود يم يسلول
هاي كبدي افزايش  در برخي بيماريدهد كه  مطالعات نشان مي

 شود ها مي وپتوزيس هپاتوسيتاپ داخل سلولي منجر بهكلسيم 
تيمار دهد  وجود دارد كه نشان مي هائي گزارشهمچنين . )6(

و يا  )7((Calcium ionophores)ها با يونوفورهاي كلسيم سلول
غشا هاي كلسيم موجود بر روي  هاي پمپ مهار كننده

در مورد . گردد ها مي موجب مرگ سلول )8(سيتوپلاسمي 
ناشي از افزايش  نورونيتوان به مرگ  سيستم عصبي نيز مي

، )Ischemia(هايي مثل ايسكمي  كلسيم داخل سلولي در بيماري
 ها هاي ناشي از دژنره شدن نورون بيماريو  )Trauma( )9(تروما 

  .اشاره كرد )10(
هاي حركتي يكي از وقايع بحراني است كه در  مرگ نورون

بيماري كه طي  ، Amyotrophic Lateral Sclerosisبيماري 
تي هاي حركتي در نخاع، ساقه مغز و قشر حرك آن نورون

اتفاق  ،)11( گردد ميرند و موجب آتروفيه شدن عضلات مي مي
 .براي آن ارائه نشده استكه تا كنون درمان قطعي  افتد مي

مطالعه  هاي مناسب كه بتواند بر روي طراحي مدل بنابراين
 احتمالا متمركز گردد ها ل در مرگ اين نورونهاي دخي مكانيسم

 را اي پنجره ي در اين خصوصا هبا افزايش دانش پاي تواند مي
كشت  ،از اينرو .آينده فراهم نمايدفراسوي درمان اين بيماران در 

براي  تواند مي in vitroمدل بعنوان يك  قطعات نخاع جانور بالغ
مفيد  ي حركتيها هاي دخيل در مرگ نورون سمينبررسي مكا

 يها مكانيسم ي وجود دارد كه به مطالعه يگزارشات معدود. باشد

بالغ  حيواناتقطعات نخاع در  يحركت يها نورون مرگ دخيل در
 يو بدون تأثير هر گونه عامل خـارجـ يدر شرايط طبيع
 كه ما نشان داديم )12(تحقيق قبلي  در. پـرداخـته بـاشـد

هاي حركتي در قطعات كشت  نورون اپوپتوزيس عامل اصلي مرگ
 پروتئاز(كلپين ر مطالعه ديگر د .باشد ميشده نخاع موش بالغ 

براي احتمالي نيسم به عنوان يك مكا )كلسيم هوابسته ب
   .)4( شده است گزارشهاي حركتي موش بالغ  اپوپتوزيس نورون
توانـد عـاملي    درون سـلولي مـي  كلسـيم  افزايش با توجه به اينكه 

اين احتمال وجود دارد كه اين  ،براي القا اپوپتوزيس سلولي باشد
هـاي   يكـي از دلايـل اپوپتـوزيس نـورون    تواند بعنـوان  بعامل نيز 
در صورتي كـه ايـن   . در نظر گرفته شودقطعات نخاع در حركتي 

وگيري از افزايش كلسيم داخل توان با جل احتمال درست باشد مي
يكـي از ايـن   . هـا را بـه تـأخير انـداخت     سلولي، مرگ اين نـورون 

هاي كلسيمي باشـد كـه    تواند استفاده از كليت كننده ها مي روش
پژوهش  اينبنابر. كلسيم را در خارج سلول كليت نمايد قادر است
هـاي   طراحي شد تا بـا كـاربرد كليـت كننـده     هدف اينحاضر با 
ي هـا  اپوپتـوزيس نـورون   مهـار در  آنهـا  به بررسي نقش كلسيمي

  .بپردازد حركتي در قطعات كشت شده نخاع موش
  

  مواد و روش ها
ژاد  ي بـالغ ن  هـاي مـاده   مـوش در اين مطالعه تجربي از  :حيوانات
Balb/c  انسـتيتو پاسـتور ايـران    از گـرم   22±3با ميانگين وزني
ي حيوانـات   در خانه و حيوانات. شده بودند استفاده شد خريداري

نگهـداري   با دسترسي كامـل بـه آب و غـذا     در شرايط استاندارد
  . شدند

  

بــا اسـتفاده از تزريـق داخـل      اتحـيــوان  :تهيه قطعات نخـاع 
كــاملاً بيهــوش و ) mg/kg60( صــفاقي سديـــم پنـتـوبـــاربيتال
 نخاع خارج و به پتـري  پسس .ندتوسط شكافتگي قلب كشته شد

 ,PBS (phosphate buffer salineه سـرد  سالين فسفات يحاو

pH=7.4) نخاع يا ناحيه سينه پس از جدا نمودن. منتقل گرديد 
 Tissueبا استفاده از دستگاه قطعه كننده بافـت   اين بخش ،)4(

chopper)هـاي عرضـي بـه     به صورت برش) ، استولتينگ، آمريكا
به  سپس اين قطعات. بريده شد نميكرو 400قطعاتي با ضخامت 

قطعات  -2قطعات لحظه زماني صفر -1 :گروه تقسيم شدند چهار
 اسـتيك اسـيد   اتـيلن دي آمـين تتـرا    قطعات تيمار بـا  -3كنترل

)EDTA(  اتيلن قطعات تيمار با  -4ميلي مولار 5با غلظت نهايي
ميلـي   5بـا غلظـت نهـايي     )EGTA(گليكول تترا استيك اسيد 
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هـاي چهـار خانـه     سپس قطعات تيمار و كنتـرل بـه پليـت    .مولار
) MEM(درصـد   50شامل ميكرو ليتر محيط كشت  450حاوي 

Minimum Essential Medium ،25  25، رم اسـب س ـ درصـد 
ــولار -HEPES )N-2-hydroxyethyl piperazine-N'-2 م

ethanesulfonic acid(،25  درصـد Hanks  Balanced Salt 

Solution )HBSS( استرپتومايسين و -، يك درصد پني سيلين 
هر چهار قطعه (انتقال  pH=7.3-7.4با  گلوكز -D گرم در ليتر 6

دار در دمـاي   CO2ور ساعت در انكوبات 6و به مدت ) در يك خانه
  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي 37

  

لحظـه زمـاني   (قطعات تـازه تهيـه شـده     :گيري فيكس و برش
 سـاعت  6بـراي   و قطعات كشت شدهفاصله پس از تهيه بلا) صفر

سـاعت در فيكسـاتور    2براي مدت زمان حداقل  )كنترل و تيمار(
Steffanini )2/0 د پيكريـك،  درصد اسي2/0، پارافرمالدهيددرصد

قطعـات  سـپس  . قـرار گرفتنـد  ) =pH 7.2مولار فسفات بافر  1/0
 و )دقيقـه  5بـه مـدت    بار و هر بـار  3(شستشو شد  PBSتوسط 

، در PBSدرصـد در   20در محلول سـاكاروز   شببراي مدت يك 
سـرانجام قطعـات بـا اسـتفاده از دسـتگاه      . گرفتنـد يخچال قـرار  

بـر   وگيري  برش نميكرو 10با ضخامت ) ، آلمانلايكا(ت ستكرايو
قرار ) در آب مقطر 1:9(لايزين  -ال -روي لام هاي آغشته به پلي

د تا هنگام اسـتفاده  گرا درجه سانتي -20سپس در فريزر  گرفته و
  .نگهداري شدند

  

ــات  ــت حيـ ــنجش قابليـ ــنجش  :سـ -MTT [3-(4,5سـ

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide]  )جهت ارزيابي قابليت حيات قطعات ) كاسيگما، آمري

قطعات تازه تهيـه شـده   . )13( كشت شده نخاع به كار گرفته شد
سـاعت   6و قطعات كشـت شـده بـراي    ) لحظه زماني صفر(نخاع 

ميكروليتـر   450هاي چهارخانـه حـاوي    به پليت) كنترل و تيمار(
 50هـاي پليـت    به هر كـدام از خانـه  . يافتندمحيط كشت انتقال 

سپس  .شداضافه  )MTT ) mg/ml5 غليظ ليتر از محلولميكرو 
ي  درجه 37دار با دماي  Co2دقيقه در انكوباتور  20ها براي  پليت
 ات نخاع با استفاده از ميكروسـكوپ قطع. ندانكوبه شد گراد سانتي

  .گرديدعكس تهيه  از آنها معمولي بررسي و
  

 :فلئورسـنت رنگ آميزي سنجش اپوپتوزيس با استفاده از 
هـاي مورفولـوژيكي    جنبـه  بررسـي  بـا تأكيـد بـر   در اين تحقيـق  

 شـامل  فلئورسـنت هاي  رنگهاي حركتي از  اپوپتوزيس در نورون
سـيگما،  ( 33342سـت خهو و )سيگما، آمريكا( پروپيديوم آيودايد

بـه  هاي نخـاع   هاي حاوي برش ابتدا لام .)4( شداستفاده ) آمريكا

سـپس   .)دقيقـه  5بار و هر بـار   3( شدند شستشو PBSي  وسيله
ميكرو گـرم بـر ميلـي     10( پروپيديوم آيودايدرنگ آميزي توسط 

ي  بـه وسـيله  مجـدداً  هـا   لام. دقيقه انجام شـد  12به مدت ) ليتر
PBS  ــه مــدت   3(شستشــو ــار ب ــار و هــر ب توســط  )دقيقــه 5ب

 ثانيـه  30به مدت ) ميكرو گرم بر ميلي ليتر 5( 33342ستخهو
شستشـو   PBSها به وسـيله ي   لام پس از آن .رنگ آميزي شدند

 PBS/محلـول گليسـرول  بـرش هـا    بـه ، )دقيقه 5بار و هر بار  3(
هـا توسـط    لام .پوشيده شدندلامل توسط  سرانجامو  اضافه) 1:1(

 ـ ) المپيوس، ژاپن(ورسنس ئميكروسكوپ فل ين، بـا  مجهز بـه دورب
  .مشاهده و از آنها عكس تهيه شداستفاده از فيلتر مناسب 

  

هـاي حركتـي از هـر     تعداد نورون :هاي حركتي شمارش نورون
شـاخ شـكمي از بـرش هـاي      12نمونه، از طريق شمارش حداقل 

مربوط به قطعات متفاوت نخاع كه بطور تصـادفي انتخـاب شـده    
حركتي زنده بـر   هاي بودند انجام شد و سپس درصد تعداد نورون

هـاي حركتـي بـراي هـر نمونـه محاسـبه        اساس تعداد كل نورون
  .)14( گرديد

  

با  SPSSهاي حاصل توسط نرم افزار  داده :آماري داده هاآناليز 
مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفـت   واريانس آناليز از استفاده

معنـي دار در نظـر گرفتـه    >P 05/0ها در سطح  و تفاوت ميانگين
   .شد

  

  نتايج
  در قطعات نخاع MTTسنجش 

نخاع، قطعات تازه تهيه شـده   جهت بررسي قابليت حيات قطعات
  كنترل (ساعت  6و قطعات كشت شده براي ) لحظه زماني صفر(

نتايج . استفاده شد MTTاز روش ) EGTAو  EDTAو تيمار با 
كـه بيـانگر   (فورمـازان  MTTبـنفش   نشان داد كه  توزيـع رنـگ  

ي  در قطعـات تـازه تهيـه شـده در مـاده     ) باشـد  قابليت حيات مي
بر عكس ).  A-1شكل (خاكستري و سفيد زياد و قابل توجه بود 

در ماده خاكستري و سفيد قابليت حيات در قطعات كشت شـده  
ساعت نسبت به قطعات تـازه تهيـه شـده بـه طـور قابـل        6براي 

با  EDTAكاربرد جداگانه ). B-1شكل (يافت  اي كاهش ملاحظه
ميلـي   5بـا غلظـت    EGTAو )C-1شكل (ميلي مولار  5غلظت 
اي قابليــت حيــات  ، توانســت بطــور قابــل ملاحظــه)D-1(مــولار 

به گروه كنتـرل   ساعت را نسبت 6قطعات نخاع كشت شده براي 
  .افزايش دهد



 حميدرضا مؤمني و همكاران                                                                            ...تأثير كليت كننده هاي كلسيمي بر مهار اپوپتوزيس 
 

 5                                                                                                                           1389، پاييز 1، شماره 1جلد مي پژوهشي سلول و بافت، مجله عل

  
) B). (لحظه زماني صفر(ي نخاع تازه تهيه شده  قطعه) A. (هاي كلسيمي ور كليت كنندهدر قطعات نخاع در حضور و عدم حض MTTسنجش : 1شكل 
، EDTA( قطعه ي نخاع تيمار شده با اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد) C). (كنترل(ساعت در محيط كشت  6ي نخاع پس از گذشت مدت زمان  قطعه

. ساعت 6پس از گذشت ) ميلي مولار EGTA ،5( حضور اتيلن گليكول تترا استيك اسيدقطعه ي نخاع در ) D. (ساعت 6پس از گذشت ) ميلي مولار 5
به  EGTAو  EDTAتوزيع رنگ بنفش فورمازان در ماده سفيد و خاكستري قطعات نخاع كه نمايانگر قابليت حيات سلولي است در قطعات كشت شده با 

  .اي نسبت به گروه كنترل بيشتر بود طور قابل ملاحظه
  

توسـط رنـگ    ي حركتـي نورون هـا  يكيعه مورفولوژمطال
   فلئورسنتآميزي 
جسـم سـلولي و هسـته     دارا بـودن هاي حركتي به واسطه  نورون

شـكمي از سـاير    هـاي  هـا در شـاخ   بزرگ و محل قـرار گيـري آن  
هاي  هاي حركتي در برش نورون. باشند ميها قابل تشخيص  نورون

، داراي )ني صـفر ي زمـا  لحظـه (مربوط به قطعات تازه تهيه شـده  
جسم سلولي و هسته بزرگ، هستك مشخص و بدون هـيچ گونـه   

هـاي   در حاليكـه نـورون  . )A2-شـكل  (علامت اپوپتوزيس بودند 
سـاعت   6ي براي زمـان   هاي قطعات كشت شده حركتي در برش

از قبيـل چروكيـدگي    ، تغييرات مورفولوژيكي اپوپتوزيس)كنترل(

، متـراكم شـدن   )لولكوچك شدن س ـ(سيتوپلاسم و غشاء سلول 
و تـراكم كرومـاتين را نشـان دادنـد     ) كوچك شدن هسته(هسته 

سـاعت در محـيط    6پس از گذشـت مـدت زمـان    ). B-2شكل (
ــت ــاربرد ،كش ــه ك ــت   EDTA جداگان ــا غلظ ــولار  5ب ــي م       ميل

) D -2شـكل ( ميلـي مـولار   5با غلظـت   EGTAو ) C 2-شكل(
ر نـورون هـاي   هـاي مورفولوژيـك اپوپتـوزيس را د    نشانه توانست

اي مهـار   حركتي نسبت به گروه كنتـرل بـه طـور قابـل ملاحظـه     
هاي پائين تـر ايـن كليـت     در اين زمان، استفاده از غلظت. دننماي

هـا   اي در مهار اپوپتـوزيس ايـن نـورون    كننده تأثير قابل ملاحظه
  )ها نشان داده نشده است داده(نداشت 

  
از قطعـات   ون علائم اپوپتوزيسدطبيعي و ب هاي حركتي نورون) A( .هاي حركتي نخاع اپوپتوزيس نورون هارم در هاي كلسيم نقش كليت كننده : 2 شكل

نشانه هاي مورفولوژيك اپوپتوزيس  ) كنترل( ساعت 6هاي حركتي قطعات كشت شده پس از گذشت زمان  نورون) B( .)لحظه زماني صفر(تازه تهيه شده 
 )ميلـي مـولار   EGTA ،۵( اتيلن گليكول تترا استيك اسيدو  ،)C( )ميلي مولار EDTA  ،5(آمين تترا استيك اسيد  كاربرد اتيلن دي .را نمايان ساختند

)D(،  ـ 6ي از قطعات كشت شده براي هاي حركت يك اپوپتوزيس را در نورونتوانست نشانه هاي مورفولوژبطور جداگانه  اي  ه طـور قابـل ملاحظـه   ساعت ب
 : .)آبي(ست خو هو) قرمز(پروپيديوم آيودايد : رنگ آميزي فلئورسنت .فلش ها نمايانگر نورون هاي حركتي مي باشند. ايدنسبت به گروه كنترل مهار نم

Scale bar 25 ميكرون  
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  )شمارش نورون هاي حركتي(لعه كمي مطا
هـاي   دهـد درصـد تعـداد نـورون     نشان مي 1همانطور كه نمودار 

صـد  ) ظه زماني صـفر لح(حركتي در قطعات تازه تهيه شده نخاع 
. باشد هاي حركتي مي رصد بود كه بيانگر زنده بودن تمام نوروند

هـاي   سـاعت، درصـد تعـداد نـورون     6بعد از گذشت مدت زمـان  
ــي       ــور معن ــه ط ــده ب ــت ش ــات كش ــده قطع ــي زن          داري حركت

)001/0 <P (  درصـد كـاهش    45نسبت به لحظه زماني صفر بـه
هاي حركتي زنده در حضـور   وندر حاليكه درصد تعداد نور. يافت

) EDTA5 (درصد و در حضور  72)ميلي مولار EGTA5  ميلي
ها نسبت بـه گـروه كنتـرل     درصد بوده كه اين افزايش 92) مولار
  .بودند) >P 001/0( دار معني

  

  
 يحركت ـ يبر تعداد نورون ها كليت كننده هاي كلسيمير يثتأ: 1نمودار
شـده   هي ـدرقطعات تـازه ته زنده  يحركت يدرصد تعداد نورون ها .زنده

درصد تعداد نـورون   كهيدر حال. صد درصد بود) صفر يلحظه زمان(نخاع 
 )گـروه كنتـرل  ( ساعت 6براي در قطعات كشت شدهزنده  يحركت يها

 كاربرد. يافتكاهش  يدار يصفر به طور معن يبا لحظه زمان سهيدر مقا
 و) يلـي مـولار  م EDTA )5 اتيلن دي آمين تترا استيك اسـيد  جداگانه

 طيدر مح ـ) ميلـي مـولار   EGTA )5  اتيلن گليكول تترا استيك اسـيد 
زنـده را در   يحركت ـ يدرصد تعداد نورون ها يدار يكشت به طور معن

  )>Mean±SD,n=001/0*P,12(. داد شيبا گروه كنترل افزا سهيمقا
  

   بحث
   گرفته شده از جانور بـالغ بعنـوان يـك مـدل    كشت قطعات نخاع 

in vitro،      اسـت كـه بـراي    از جمله  تكنيـك هـاي پـر اهميتـي
ت سـلولي و  حيـا ارزيـابي قابليـت    ي،نخـاع هـاي  آسـيب   همطالع

در  .)13( بكـار مـي رود   نـوروني هـاي دخيـل در مـرگ     مكانيسم
پژوهش حاضر كشت قطعات نخاع موش بالغ مورد اسـتفاده قـرار   
گرفت تا تاثير كليت كننده هـاي كلسـيمي در مهـار اپوپتـوزيس     

  . هاي حركتي اين قطعات مورد مطالعه قرار گيرد وننور
هـا   ي ارزيابي قابليت حيات سلولبرا MTTنظر به اينكه سنجش 

قطعات گرفته شده از سيستم اعصاب مركزي يك روش سـريع   و

، بـراي سـنجش قابليـت     )15 و13( شـود  و معتبر محسـوب مـي  
و قطعات كشت ) لحظه زماني صفر(زه تهيه شده حيات قطعات تا

در ايـن روش نمـك زرد رنـگ     .شده مورد اسـتفاده قـرار گرفـت   
MTT  ــدروژناز ــط دهي ــدري  توس ــاي ميتوكن ــال در   ه ــاي فع ه
  )فورمـازان  MTT( مـازان رهاي زنـده احيـا و بـه بـنفش فو     سلول

ش توليـد شـده بـا    رنگ بـنف بنابراين ميزان  .)16( شود تبديل مي
هاي زنده و بنـابراين قابليـت حيـات سـلولي مـرتبط       تعداد سلول

هاي بررسي قابليت حيات كه از تريپان بلو  ساير روش در. باشد مي
ها  ء سلولگردد، تنها تماميت غشا و پروپيديوم آيودايد استفاده مي

فعاليت متـابوليكي  و اطلاعاتي در خصوص  )17( شود سنجش مي
ايـن   در اگرچـه . گذارنـد  ي سلول در اختيار نمـي اه و ميتوكندري

سـلولي   هـاي فعـال   ميتوكندري بر اساس MTTعمل احيا  روش
همچنـين   MTT، اما بايد توجه داشت كه احيـاء  گيرد صورت مي

هـاي   ازهاي متعلق به ديگر ارگانـل ي دهيدروژن تواند به وسيله مي
صـرف نظـر از ايـن     .)18( انجام شـود ها نيز  سلولي مانند ليزوزوم

توانند  باشند مي هايي كه از نظر متابوليكي فعال مي موضوع، سلول
بـراي   توانـد  مـي  اين روش بدين ترتيب و اين احيا را انجام دهند

  .يد باشدفسنجش قابليت حيات سلولي م
از رنگ آميزي  ،هاي حركتي جهت مشخص شدن نوع مرگ نورون

هـا بـراي    د ايـن رنـگ  در مطالعات متعـد  .استفاده شد فلئورسنت
 گيرنـد  بررسي مورفولوژيك هسته سلول ها مورد استفاده قرار مي

توانايي رنگ آميـزي   DNAست با اتصال به خرنگ هو. )20و19(
ــته و   ــته را داش ــته و  هس ــدن هس ــراكم ش ــاتين را در  مت كروم

در پژوهش حاضـر  . )21( نمايد هاي اپوپتوتيك مشخص مي سلول
، ساعت 6 زمان مدتقطعات كشت شده براي هاي حركتي  نورون

 متـراكم شـدن   ،چروكيدگي سلول ي مانندمورفولوژيكمشخصات 
در مطالعـات  از آنجا كه  .از خود نشان دادندرا كروماتين و  هسته

هــاي مــرگ ســلولي  ايــن مشخصــات بــه عنــوان ويژگــي متعــدد
توان نتيجه  ، اينطور مي)23و 22 ،12( اند اپوپتوزيس معرفي شده

هـا در قطعـات كشـت شـده از نـوع       گرفت كه مرگ ايـن نـورون  
   .اپوپتوزيس بوده است
كه در طي آسيب هاي نخاعي، يكي از علل  نشان داده شده است 

ها افزايش بيش از اندازه غلظت كلسيم داخل سـلولي   مرگ نورون
توان فرض كـرد كـه ايـن عامـل نيـز       اين طور مي. )24( باشد مي

هاي حركتـي در قطعـات    ممكن است دليلي بر اپوپتوزيس نورون
در صورتي كه اين احتمال درسـت باشـد،   . كشت شده نخاع باشد

درون ورود بيش از اندازه كلسيم از محيط كشت بـه   از جلوگيري
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انـدازه كلسـيم داخـل    سلول و نهايتاَ جلوگيري از افزايش بيش از 
هـاي كلسـيمي    سلولي به عنوان مثال با استفاده از كليـت كننـده  

ها  اپوپتوزيس را در اين نورون توانست مي EGTAو  EDTAمثل
بـا اسـتفاده از   نشـان دادنـد كـه    و همكـارانش   Liu . مهار نمايد

EGTA، يابد ميكاهش  اكسيداتيورس مرگ سلولي ناشي از است 
 شكســته شــدن )26( و همكــارانش Zhangعــلاوه بــر آن . )25(

DNA       و تراكم كروماتين هسـته را بـا اسـتفاده از كليـت كننـده
 EGTAو  EDTAدر مطالعه حاضر كـاربرد  . كلسيم مهار كردند

قابليـت حيـات    اي به طور قابل ملاحظـه  توانست ساعت 6پس از 
علاوه بر آن ايـن كليـت   . قطعات كشت شده نخاع را افزايش دهد

هـاي حركتـي مهـار و     اپوپتوزيس را در نـورون  ها توانستند كننده
هاي زنده را به طور معني داري نسبت به گروه  درصد تعداد نورون
لـب  مويـد ايـن مط   اين نتايج مـي توانسـت  . دنكنترل افزايش ده

هاي كشـت، كلسـيم    در طي ساعت EGTAو  EDTAباشند كه 
را در محــيط خــارج ســلولي كليــت و از افــزايش بــيش از انــدازه 

بنـابراين نتـايج حاصـله    . اند ودهكلسيم داخل سلولي جلوگيري نم
ش كلسـيم داخـل   يتأييد كننده فرضـيه افـزا   ستتوان مي احتمالاً

نشان نتايج حاضر  .هاي حركتي باشد سلولي در اپوپتوزيس نورون
زنـده در قطعـات تيمـار     هاي حركتـي  درصد تعداد نورون داد كه
دليـل ايـن امـر    . بيشـتر بـود   EDTAنسبت بـه   EGTAشده با 

 نمودنبراي كليت  EGTAاحتمالاً مربوط به اختصاصي تر بودن 
  .هاي دو ظرفيتي از جمله كلسيم مي باشد كاتيون

ست اپوپتوزيس را در مكانيسمي كه از طريق آن كلسيم توانسته ا
ايـن احتمـال   . باشـد  هاي حركتي القا نمايد قابل بحث مـي  نورون

داخل سـلولي باعـث    ميافزايش بيش از اندازه كلسوجود دارد كه 
در ايـن  . )27( شده باشد سياپوپتوز يورود سلول به مرحله آغاز

توانـد   مـي  فزايش كلسيم داخل سلولي از طـرق مختلـف  اصورت 
ــو ــد  را در ســلول زيساپوپت ــاز نماي ــا آغ ــرد اخــتلال در  .ه عملك
ها و شبكه اندوپلاسمي و  هاي سلولي از جمله ميتوكندري اندامك

افـزايش   .از آنزيم ها از آن جمله اندهمچنين فعال نمودن برخي 
باعث تغييـر در آرايـش سـه بعـدي اجـزاي       داخل سلوليكلسيم 

تشـكيل منافـذي بـر     موجـب  شده و Bcl2پرواپوپتوتيك خانواده 
اين امـر  . دهد روي غشاي ميتوكندري و شبكه آندوپلاسمي را مي

باعث ورود هر چه بيشتر كلسيم به درون سـيتوزول   به نوبه خود
 گردد مي )∆Ψ(پتانسيل غشا ميتوكندري  و به هم خوردن تعادل

ــر  . )28( ــال ك ــين در فع ــيم همچن ــيندن ككلس ــا  لپ ــوان ه بعن
 وابسته به كلسـيم  هايئازو اندونوكلپروتئازهاي وابسته به كلسيم 

 ها كاسپاز نمودن فعال با به نوبه خودلپين ها ك .نقش دارد )29(
هـا   لپينك )30( توانند در القاي اپوپتوزيس نقش داشته باشند مي

تواننـد بـا حملـه بـه      سـلول مـي   هاي فعال شـده درون و كاسپاز
 فودرين بعنوان مثال(هاي پروتئيني خود در سيتوپلاسم سوبسترا
ها را تجزيـه نمـوده و    آن ،)ها لامينمثل (اي  و يا هسته )و اكتين

 ـسـلولي و سـرانجام اپوپتـوزيس گرد   موجب فروپاشي ساختار   دن
بنابراين اين احتمال وجود دارد كه افزايش كلسـيم داخـل    .)31(

هاي حركتي قطعات كشت شـده موجـب فعـال     سلولي در نورون
ي داخل سلولي شده باشد و بدين اندونوكلئازها ها وئازپروتشدن 

عـدم افـزايش    .ترتيب موجب اپوپتوزيس در اين نورون ها گـردد 
بيش از اندازه كلسيم داخل سلولي از طريق كليت شدن كلسـيم  

هـا   و مهار اپوپتوزيس در ايـن نـورون   EGTAو  EDTAتوسط 
  .ي بر اين مطلب باشدتأييدتواند  احتمالاً مي

  

  نتيجه گيري
هاي كلسيمي نه تنها توانست قابليـت حيـات    كاربرد كليت كننده

را افـزايش دهـد بلكـه موجـب مهـار       كشت شـده نخـاع   قطعات
هاي  و درصد تعداد نورون هاپوپتوزيس در نورون هاي حركتي شد

  .حركتي زنده را به طور معني داري افزايش داد
  

  تشكر و قدرداني
هـاي ارزشـمند    اننـد كـه از كمـك   نويسندگان بر خود لازم مي د

خـانم منيــره محمـودي و آقــاي مهــدي نـوده فراهــاني تشــكر و    
  .سپاسگزاري نمايند
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