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هاي بنيادي جنيني  آمفتامين بر روي تمايز سلول اي اكستازي و مت بررسي اثرات مقايسه

  هاي عصبي به سلول Royan-B1 ي موش رده

  
  2رخساره معمار دكتر ،1ليلا دهقاني

  
  

  چكيده

بر روي سيستم عصبي  خصوص بهكه سميت آن هستند ها  آمفتامين ي آمفتامين از دسته و مت) اكستازي( آمفتامين متيلن دي اكسي مت :مقدمه

هاي مختص عصبي   نآمفتامين بر روي تمايز عصب و ژ كستازي و متا اثرات ي مقايسه ،هدف اين مطالعه .سروتونرژيك و دوپامينرژيك ثابت شده است

 .دبوهاي بنيادي جنيني موش  با استفاده از سلول

 و 750، 500، 200، 100، 70، 50، 10آمفتامين  ميكرومول و مت 1/0 و 1 ،10، 100 ،200 ،500 ،750 ،1000هاي مصرفي اكستازي  غلظت :ها روش

) گروه اول( عصبي ها، در طي تمايز اثرات سمي داروها بر روي نورون. ها اضافه شد تكل توصيفي به محيطوكه از روز صفر طبق پر بود ميكرومول 1000

 تمايز سلول عصبي هفت روز. هاي ويژه عصبي در هر دو گروه براي هر دو دارو ارزيابي شد و نيز اثرات دارو بر روي بيان ژن) گروه دوم( تمايز و پس از

 اه تشكيل نورون درصدي 50توجه به كاهش  مهار تمايز عصبي اين داروها با. پس از كشت اجسام جنيني با ميكروسكوپ نوري مورد ارزيابي قرار گرفت

 .محاسبه گرديد شاهددر مقايسه با گروه 

  آمفتامين در گروه اول  تمايز عصبي مت .بود لميكرومو 120در گروه دوم  و ميكرومولار 50تمايز عصبي اكستازي در گروه اول  :اه يافته

روز بعد ازكشت اجسام جنيني همراه با داروها  Nestin 7خلاف بيان  بر MAP2بيان . دست آمده ميكرومولار ب 400ميكرومولار و در گروه دوم  130

آمفتامين در  ميكرومولار در گروه دوم و در گروه مت 200ميكرومولار دارو در گروه اول و غلظت  100هاي بالاتر از  ستازي در غلظتدر گروه اك

 .ميكرومولار در گروه دوم كاهش پيدا كرد 500ميكرومولار در گروه اول و  200هاي بالاتر از  غلظت

انتقال از  ي بيشترين اثرات سمي دارو در طول مرحله .ندثير داشتأمفتامين بر روي تمايز عصبي تآ نتايج ما نشان داد كه اكستازي و مت: گيري نتيجه

ها و  عنوان مدلي مناسب در درمان بيماريه توانند ب هاي بنيادي مي بنابراين سلول. باشد هاي عصبي بالغ مي سازي به سمت سلول هاي پيش سلول

  .مختلف بر مراحل مختلف تكوين جنين پستانداران باشند عواملاثر مطالعات بيولوژي سلولي و تكاملي و بررسي 

  آمفتامين آمفتامين، مت تراتوژنيسيتي، تمايز عصبي، متيلن دي اكسي مت هاي بنيادي، سلول :واژگان كليدي

 
  مقدمه

ل معمـو به طور ي يعلوم داروسازي صنعتي و شيميا در

 ـبراي بررسـي ميـزان سـميت مـواد دارو     ي جديـد از  ي

ــي  روش ــتفاده م ــالگري اس ــاي غرب ــين  .شــود ه در اول

 ي غربــالگري مشخصــات ســمي يــك مــاده ي مرحلــه

يكــي ديگــر از مراتــب ). 1( گيــرد ي قــرار مــييشــيميا

غربالگري، بررسي ميزان سـميت تركيـب بـراي جنـين     

)Embryotoxicity (  ي ياست كه عبارت اسـت از توانـا

 ـزا يك ماده در ايجاد جنين  ي غيـر طبيعـي و ناهنجـار   ي

توانند اثرات  زا، تراتوژن يا سمي مي مواد جهش). 2-1(

جنين داشته باشـند و يـا    نمو نامطلوبي بر روي رشد و

 ي در سـطح يهـا  صورت غير مستقيم باعـث جهـش  ه ب
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DNA دنبال آن تغييراتي در تكوين جنيني شـوند ه ب و .

تـداخل   ي توانند در نتيجـه  به علاوه نقايص تكويني مي

كثيـر در سـطح ژن و تمـايز در    با فرايندهاي تنظيمي ت

اختلال در ايـن فراينـدها   . سطح پروتئين حاصل شوند

ي غيـر طبيعـي و بـد شـكلي     يزا تواند منجر به جنين مي

 ــ. شــود عنــوان ه قــدرت تراتوژنيســتي يــك تركيــب ب

شــود و  آن محســوب مــي ي تــرين مشخصــه خطرنــاك

ي و مــواد يبنــابراين بررســي ســميت تركيبــات شــيميا

  ).2( باشد ت ميز اهمييي حايدارو

فراوانـي وجـود    ي شده هاي ثبت در اين راستا تست

دارند كه از حيوانات آزمايشگاهي براي بررسي سميت 

با توجه بـه   .كنند نمو استفاده مي و در طي مراحل رشد

ي و همچنــين يــي و دارويافــزايش توليــد مــواد شــيميا

ــدوديت ــات    مح ــتفاده از حيوان ــي در اس ــاي اخلاق ه

هـاي   شكل استفاده از روشه گزيني بجاي آزمايشگاهي،

ي يتوانـد از اهميـت بسـزا    مـي  )In vitro( آزمايشگاهي

ــد ــوردار باش ــي از روش. برخ ــگاهي  يك ــاي آزمايش ه

. باشد شناسي مي هاي سلولي در علوم سم استفاده از رده

تواننـد بـراي مطالعـات     هـاي سـلولي مـي    چـه رده  اگر

سـي  زيستي مناسب باشند ولي مدل مناسـبي بـراي برر  

هـا يـا تمـايز     زيرا در ايـن سـلول   نيستندتكوين جنيني 

   و يـا قـدرت تمـايز وجـود نـدارد     اسـت  اتفاق افتـاده  

هايي پرتـوان   هاي بنيادي جنيني سلول اما سلول. )4-2(

)Pluripotency (ــي ــوده  م ــه از ت ــند ك ــي  ي باش داخل

 شوند و قـادر  بلاستوسيست موش و يا انسان مشتق مي

هـاي مختلـف    اسـب بـه رده  ند كه تحت شرايط منهست

ــد  ــايز يابن ــلولي تم ــلول . س ــن س ــتفاده از اي ــا در اس  ه

درمـاني و آثـار سـميت ناشـي از داروهـا توجـه        سلول

  ).5( زيادي را به خود معطوف كرده است

و  )MA )Methamphetamine زاي داروي تـــوهم

MDMA )3,4-Methylenedioxymethamphetamine (

 ـك ـ هسـتند  ها آمفتامين از گروه مت ترتيـب تحـت   ه ه ب

 اين داروهـا از . شوند شناخته مي Ecstasy و Iceعنوان 

ثابـت   .دنباش ـ اخير مي ي رو به پيشرفت دهه تمشكلا

هـاي   هاي آمفتامين براي سـلول  شده است كه جايگزين

ايـن  ). نوروتوكسيسـيتي (كننـد   عصبي ايجاد سميت مي

طولاني مـدت   ي ها با تخليه آمفتامين سميت توسط مت

چنـدين فرضـيه در    .و سروتونين همراه است دوپامين

  ي مطـرح شـده اسـت    ي ـمورد سميت ايـن گـروه دارو  

آمفتـامين از   كه اكستازي و مـت  با توجه به اين). 7-6(

ي هستند كه در سنين جواني و به تبع آن يجمله داروها

ــرار     ــتفاده ق ــورد سوءاس ــيار م ــاروري بس ــنين ب در س

 ـ   نگير مي  هـا ن دارود، لـزوم بررسـي امبريوتوكسـيتي اي

  . باشد روشن مي

شده بر  اثر داروهاي ذكربا هدف بررسي اين مطالعه 

هاي عصبي در طي دو مرحله و بيـان   لروي تمايز سلو

هاي عصـبي   لهاي مختص عصبي با استفاده از سلو ژن

   .بودهاي بنيادي جنيني موش  شده از سلول مشتق

  

  ها روش

رويان  ي اخلاق پژوهشكده ي حاضر در كميته ي مطالعه

 ـ   و استفاده از سـلول  به تصويب رسيد ه هـاي بنيـادي ب

ييـد  أجاي كار بر روي حيوان، از نظر اخلاقـي مـورد ت  

  . قرار گرفت

هــاي  كشــت ســلولي و تمــايز ســلولبــراي انجــام 

يـا   Royan-B1( هاي بنيادي جنيني موش سلول، بنيادي

RB1 ( از نژادC57BL/6 رويـان تهيـه    ي از پژوهشكده

ي  سلول بنيادي جنينـي مـوش رده   3 × 105تعداد . شدند

RB1 و گــراد  ي ســانتي درجــه 37 در دمــايCO2  شــش

هاي جنيني موش با ميتومايسـين   روي فيبروبلاستدرصد 
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)Sigma.M0503 (   در محــيط تيمـار شـدند وKDMEM 

ــاوي )018- 10829(  )ES-FBS )Gibco 079-16141 ح

ــار درصــد 10 ــل مه ــده و عام ــا  LIF( لوســميي  كنن ي

Leukemia inhibitory factor( 1000  واحـــد در

. كشت داده شـدند  )Chemicon.ESG 1107( ليتر ميلي

هـا بـه عصـب از روش قطـرات      اين سلول براي تمايز

در ايـن روش  . استفاده شـد ) Hanging drops(آويزان 

سلول بود كـه روز اول كاشـت    1000هر قطره حاوي 

ها  لسلو. ها به عنوان روز صفر در نظر گرفته شد سلول

 ـ. نـد صورت قطرات آويزان بوده ب مدت سه روز به ه ب

، بعـد از تشـكيل   -2+/2+/2بر طبق پروتكـل   دنبال آن

بـه اجسـام    )RA( رتينوئيك اسيد ، )-2(اجسام جنيني 

ــافه  ــي اض ــدت  و جنين ــه م ــيط  2 ب   +) 2(روز در مح

ES-FCS K-DMEM 10  بـه  نگهـداري شـد و   درصد

 يض گرديـد تعـو  RAروز با  2محيط براي  طور مجدد

پس از سوسپانسـيون، اجسـام جنينـي     چهار روز+). 2(

ــه در محــيط حــاو 24در ظــروف   5ES-FCS 5ي خان

  ). 8( كشت داده شدنددرصد 

آمفتــامين بــر روي تمــايز  اثــرات اكســتازي و مــت

پاسـخ در دو گـروه    -عصبي بعد از تعيين منحنـي دوز 

ــدند   ــابي ش ــزا ارزي ــتازي در  در . مج ــروه اول اكس گ

 و 750، 500، 200، 100، 10، 1، 1/0هــــاي  غلظــــت

 يـك ) MDMA )Aldrich, M6403ميكرومولار  1000

بار در طول تشكيل اجسام جنيني از روز صـفر تـا روز   

هـاي مـذكور از    در گروه دوم غلظت .اضافه گرديد 10

يــا تشــكيل  RA يبعــد از القــاو  روز ششــم بــه بعــد

ــيش ــا روز   پ ــبي ت ــازهاي عص ــد  10س ــافه گردي . اض

 ،200، 100 ،10هاي  غلظت باين درگروه اول آمفتام مت

ــروه دوم   1000و  750، 500 ــولار و در گ ــاميكروم  ب

ميكرومولار  500و  200، 100، 70، 50، 10هاي  غلظت

تـا   75حداقل براي هـر دوزي از داروهـا    .استفاده شد

مراحـل  . جسم جنيني مورد ارزيابي قـرار گرفـت   100

نوري ارزيابي تمايز عصبي اين اجسام با ميكروسكوپ 

توجـه بـه كـاهش     مهار تمايز عصبي ايـن دارو بـا  . شد

ــه   ــورون ب ــكيل ن ــد 50تش ــر دو دارو درص در  ،در ه

 )ID50 N( شـاهد هاي يك و دو در مقايسه با گروه  گروه

مهـار   درصد 50 ي دهنده نشان ID50 N .محاسبه گرديد

گـروه  هـاي بنيـادي در مقايسـه بـا      عصبي سلول تمايز

افـزودن دارو   ي دهنـده  روه اول نشانگشاهد بود كه در 

 10در طول تشكيل اجسام جنيني از روز صفر تـا روز  

 يافزودن دارو بعد از القا ي دهنده گروه دوم نشاندر و 

RA دبو 10سازهاي عصبي تا روز  يا تشكيل پيش.  

، 10هـاي   كشت اجسام جنيني غلظت روز پس از 7

، 100هـاي   ميكرومولار اكستازي و غلظـت  200و  100

 شـاهد آمفتـامين و گـروه    ميكرومولار مـت  500و  200

ــراي ــام ب  -RT-PCR )Reverse transcription انج

Polymerase chain reaction analysis (انتخاب شد .

اده شـده بـا   هـاي كشـت د   سلولي از سـلول  RNAكل 

) RNeasy Mini kit )Qiagen, Spainاســتفاده از  

 بـا  RNAهاي   هنمون cDNAقبل از سنتز . استخراج شد

DNase I )Fermentas, EN 0521 ( تيمار شدند تا هـر 

. ژنوميـك از بـين بـرود    DNA به RNAگونه آلودگي 

و  Total RNA ميكروگـرم  1 با اسـتفاده از  cDNAسنتز 
Random hexamer primer revertaid H minus first 

strand cDNA synthesis kit )Fermentas; K 1622( 

تكثير قطعات مورد نظـر بـا   . نجام شدبر طبق پروتكل ا

   ميكروليتــر 2 اســتفاده از پرايمرهــاي اختصاصــي و  

  . صورت گرفت cDNAهاي  از نمونه) نانوگرم 50(

) واسرشـت (دناتوره : بودشرح زير  هب PCRشرايط 

 ـگـراد   ي سانتي درجه 94شدن در   دقيقـه و  5 ه مـدت ب
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در  شـدن ) واسرشـت (سيكل شامل دنـاتوره   35سپس 

ثانيـه، چسـبيدن    30بـه مـدت   گـراد   ي سانتي درجه 94

 45پرايمر دما بـراي پرايمرهـاي مختلـف طبـق جـدول      

ي  درجـه  72ي در ا ثانيه 45) گسترش( Extensionثانيه، 

ي  درجـه  72 در نهايت گسترش نهـايي در  وگراد  سانتي

  .دقيقه 10گراد به مدت  سانتي

محصـول  . دگردي ـدر سه نوبـت انجـام    PCRآزمون 

PCR الكتروفورز شد و پس از  درصد 1ل آگارز روي ژ

ــگ ــد  رن ــديوم بروماي ــا اتي ــزي ب ــرم در  10( آمي ميكروگ

آنـاليز  . برداري شـد  با ترانس لومينيناتور عكس) ليتر ميلي

 Gene toolsافـزار   بـا اسـتفاده از نـرم   ) بانـدها (ها  عكس

بـه  ) Nestin )Syn Gene, Koreaو  MAP2. انجام شـد 

عنــوان ژن ه بــ β-tubulinماركرهــاي نــوروني و عنــوان 

عصبي مورد بررسي قـرار   يگردان قبل و بعد از القا خانه

  :دبوشرح زير ه توالي پرايمرهاي فوق ب. گرفتند

Nestin (Forward, 5'-ctctgacctgtcagaagaat-3') 

and (Reverse, 5'-cccactttcttcctcatctg-3'), and 

MAP-2 (Forward, 5'-gccgaaaaccacagcagcaag-3') 

and (Reverse, 5'-ttggaggagtgcggatgatgg-3')  

β-tubulin (Forward, 5'-gttcccacgtctccacttcttc-3') 

and (Reverse, 5'-ccaggtcattcatgttgctctc-3').  

 SPSS افـزار  نتايج حاصل از اين مطالعه توسط نـرم 

 )version 18, SPSS Inc., Chicago, IL( 18ي  نسخه

   .رار گرفتتجزيه و تحليل آماري قمورد 

  

  ها افتهي

 آمفتـامين بـر   و متهاي متفاوتي از اكستازي  اثر غلظت

با توجـه  . هاي بنيادي آزمايش شد روي تمايز در سلول

ــتازي و    ــيتي اكسـ ــوي نوروتوكسيسـ ــرات قـ ــه اثـ بـ

اثرات اين دو دارو در طي تمايز نـوروني   آمفتامين، مت

شده از اجسـام جنينـي    هاي مشتق و نيز بر روي نورون

نمايـانگر منحنـي دوز پاسـخ     1شـكل  . سي گرديـد برر

 2گـروه  در  نوروني يو بقا 1گروه  براي بررسي تمايز

 ID50كنتراست  پس از اضافه كردن دارو و تصاوير فاز

. باشـد  مي شاهددر مقايسه با گروه  1دو دارو در گروه 

   بـراي تمـايز نـوروني    ID50در گروه اكستازي ميـزان  

 نـوروني  يكه بـراي بقـا   ليدر حا ،ميكرومولار بود 50

 ID50آمفتامين ميـزان   ميكرومولار و در گروه مت 120

 يميكرومـولار و بـراي بقـا    130 براي تمـايز نـوروني  

  .ميكرومولار گزارش شد 400 نوروني

ــاد   ــوروني ايج ــات ن ــديق مشخص ــراي تص ــده  ب   ش

RT-PCR  هـاي   نشـانگر بيـان ژن   2شـكل  . انجام شـد

 كه با اكسـتازي  هاي عصبي در گروه اول مختص سلول

)A( آمفتامين و مت )B( آنـاليز  . باشـد  شدند، مـي  تيمار  

RT-PCR 7 كشت اجسام جنيني همراه بـا   روز بعد از

ــت   دارو ــه در غلظ ــان داد ك ــالاتر از   نش ــاي ب  100ه

 Nestin خلاف بيـان  بر MAP2ميكرومولار دارو، بيان 

ــتلاف     ــن اخ ــه اي ــه البت ــت ك ــرده اس ــدا ك ــاهش پي   ك

  .دبودار  معني

هـاي   هاي مختص سلول نيز نشانگر بيان ژن 3 كلش

و  )A( كــه بــا اكســتازي اســت عصــبي در گــروه دوم

بيـانگر آن اسـت كـه     وشـدند،   تيمار )B( آمفتامين مت

 كشت اجسام جنيني روز بعد از RT-PCR 7طي آناليز 

ميكرومولار اكستازي بيـان   200هاي بالاتر از  در غلظت

MAP2 خلاف بيان بر Nestin نوروني كاهش  يادر بق

بـرعكس   .نبوددار  ولي اختلاف موجود معني ،پيدا كرد

آمفتامين تيمار شدند اين اخـتلاف   در گروهي كه با مت

  .دار بود معني
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          B                                     A  

                               C  
  شاهد              اكستازي              آمفتامين مت             

  
   ،)2گروه ( ينورون زيو بعد از تما) 1گروه ( تمايز نوروني در طول )B( نيآمفتام و مت )A(ي متفاوت اكستاز يها اثرات غلظت. 1 شكل

  )UM 100 يينما بزرگ( نورون زيتما يط ID50 غلظت در نيآمفتام مت و ياكستاز يها و گروه شاهدگروه  كنتراست فاز ريتصاو Cشكل 

  
              B                              A  

  ان ژن در طي تمايز نورونييبر روي ب (B)آمفتامين  متو  (A)اكستازي  اثرات .2شكل

  Bميكرومولار در شكل  200و با گروه  Aميكرومولار دارو در شكل  100با گروه ) P > 05/0(دار  اختلاف معني: *

  

 )ميكرو مولار(غلظت دارو 



  و همكار ليلا دهقاني  جنينيهاي بنيادي  ها بر روي تمايز عصبي سلول آمفتامين مت اثر

  1981  1391 هفته چهارم دي/ 214شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

www.mui.ac.ir  

              B                              A  

 
  نورونيي ان ژن در طي بقايبر روي ب (B)آمفتامين  و مت (A)اكستازي  اثرات .3 شكل

  ميكرومولار دارو 500با گروه ) P > 05/0(دار  اختلاف معني: *

  

  بحث

هـاي بنيـادي، مـدل     شده از سـلول  اجسام جنيني مشتق

آزمايشگاهي مناسبي براي بررسي مطالعات تكـويني و  

. باشـند  انجام آزمايشـات بررسـي سـميت جنينـي مـي     

ي يهاي مختلفي جهت بررسي سميت مـواد شـيميا   مدل

هـاي بنيـادي جنينـي پيشـنهاد شـده       لبا استفاده از سلو

و  بودنـد است كه تمامي ايـن مطالعـات كوتـاه مـدت     

اطلاعــات كــافي جهــت بررســي مشخصــات ســميت  

در اين مطالعه سـعي  ). 8-9(دادند  ارائه نمي را ييدارو

ــرات توكســيك اكســتازي و    ــزان اث ــا مي ــر آن شــد ت ب

اي بر روي تمايز عصبي  صورت مقايسهه آمفتامين ب مت

هـاي   هاي ويژه عصبي بـا اسـتفاده از سـلول    ژنو بيان 

هـاي بنيـادي جنينـي مـوش      از سلول دهش عصبي مشتق

  .ارزيابي شود

ها  آمفتامين ي آمفتامين از دسته اروي اكستازي و متد

ين و قابليت حـل  يعلت وزن مولكولي پاه باشند كه ب مي

بسياري از ). 10( گذرند راحتي از جفت ميه در چربي ب

و بنـابراين  هسـتند  سنين بـاروري   ننده درك افراد مصرف

اطـلاع   بـي  خـود  كه مادر از بـارداري  جنين حتي زماني

باشـد و از ايـن رو بررسـي     خطـر مـي   معرضاست در 

  ). 11- 12( استاثرات توكسيك اين دارو مهم 

دنبــال ه در مطالعــات قبلــي نشــان داده شــد كــه بــ

مصــرف دارو توســط مــادر در مــايع آمنيوتيــك و     

خصوص در مغـز جنـين نيـز دارو    ه جنيني بهاي  بافت

نتايج مطالعـات قبلـي حـاكي از آن     .قابل رديابي است

ــه  ــا پايان ــن داروه ــه اي ــك و  اســت ك هــاي دوپامينرژي

و عــواملي  كننــد مــيسـروتونرژيك را در مغــز درگيــر  

همچـــون اســـترس اكســـيداتيو، نقـــص عملكـــردي 

مـراه  ه ميتوكندري و بالاخص نوروتوكسيسـيتي را بـه  

آمفتامين  بر اساس شواهد پيشين وابستگي به مت. دارند

 شـود  هاي عصـبي طـولاني مـدتي را باعـث مـي      آسيب

)13-10 .(  

اي در محيط آزمايشـگاه نشـان داد    همچنين مطالعه

 ي هاي دندريتي و اندازه كه با افزايش دوز دارو استطاله

بر اساس مطالعـات  ). 14(يابد  اجسام جنيني كاهش مي

آمفتـامين   اكسـتازي و مـت  د كـه  نشان دادن ـگذشته كه 

شايد  ،دنكن مسيرهاي آپوپتوتيك و كاسپازي را فعال مي

ها مربوط به فعـال شـدن مسـيرهاي      هكاهش اين استطال

  ). 14-16( آپوپتوز باشد

آمفتامين در مادر عـلاوه بـر    مصرف اكستازي و مت
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عروقي باعـث نمـو غيـر طبيعـي      -هاي قلبي ناهنجاري

با در نظر گرفتن ايـن  ). 10( ددگر نوروني در جنين مي

ي بــا يآمفتــامين داروهــا واقعيــت كــه اكســتازي و مــت

، در )14، 16( دنباش ـ پتانسيل آسيب عصبي شـديد مـي  

هـاي   اين مطالعه اثرات سمي دارو بر روي تمايز نورون

هـاي مخـتص    شده از اجسـام جنينـي و بيـان ژن    مشتق

كـه   طـوري  همان. عصبي نيز مورد بررسي قرار گرفت

ــدنتـــ ــان دادنـ ــتازي  ID50 ايج نشـ   عصـــبي در اكسـ

د بوميكرومولار  130آمفتامين  ميكرومولار و در مت 50

اثرات توكسـيك بيشـتر اكسـتازي در     ي دهنده كه نشان

. باشـد  آمفتامين در محيط آزمايشـگاه مـي   مقايسه با مت

مطالعات قبلي نيز اثرات سميت عصبي تجويز اكسـتازي  

و هـــم در محـــيط  )نـــوزاد رت( In vivoرا هــم در  

هـاي   هاي دوپامين مغـز و سـلول   آزمايشگاه براي نورون

هـاي نوروكورتيكـال    نورونو اي  نوروني گرانولر مخچه

  ). 7، 9، 11، 17- 18( رت نشان داده است

روز  7ها در سـطح مولكـولي    يد اين يافتهأيجهت ت

  پــس از كشــت اجســام جنينــي همــراه بــا دارو، آنــاليز 

RT-PCR د كــه در داتــايج آن نشــان انجــام شــد كــه ن

ــالاتر از  غلظــت ــولار اكســتازي و  100هــاي ب   ميكروم

كه يكي از  MAP2آمفتامين، بيان  ميكرومولار مت 200

هـاي بـالغ    هاي سيتواسـكلتال نـورون   ترين پروتئين مهم

هـاي   اين آناليز بـراي نـورون  . كاهش پيدا كرد ،باشد مي

د و نشـان  گردي ـشده از اجسام جنيني هم انجـام   مشتق

ميكرومــولار  200داده شــد كــه در دوزهــاي بــالاتر از 

آمفتـامين دارو چنـين    ميكرومولار مت 500اكستازي و 

در مطالعات قبلـي نشـان داده شـده    . ديده شداختلافي 

و هـم در محـيط آزمايشـگاه     In vivoاست كه هم در 

)Organotypic rat hippocampus cultures (  در بيـان

MAP2 و گروه تيمار با اكسـتازي بـر  هد شاگروه  بين 

ــت  ــلاف م ــت  خ ــامين در غلظ ــولار  100 آمفت ميكروم

رســد داروي  نظــر مــيه بــ. شــود اختلافــي ديــده نمــي

 كنـد  ميتمايز نوروني را مهار  طبيعياكستازي عملكرد 

هـا جلـوگيري    ي آنيگيـري نهـا   و از بالغ شدن و شكل

در گـروه   MAP2آن كـاهش بيـان    ي نمايد و نتيجه مي

 ـ. باشد با دارو مي تيمار دنبـال كـاهش نـورون بـالغ،     ه ب

شـود و ايـن    هاي نابـالغ زيـادتر مـي    گيري نورون شكل

كـه   Nestinعلـت افـزايش بيـان     ي كننـده  تواند بيان مي

شود، در  هاي نابالغ بيان مي پروتئيني است كه در نورون

كـاهش   MAP2ي كه در آن ميزان بيان يهاي دارو گروه

  ).19-21( پيدا كرده است، باشد

اي انتخـــابي اثـــرات  گونـــهه آمفتـــامين بـــ مـــت

هاي سروتونرژيك  نوروتوكسيك خود را بر روي پايانه

رسـد   نظر ميه اساس مطالعات قبلي ب بر .كند اعمال مي

ــتازي بــر خــلاف مــت    هــاي  آمفتــامين پايانــه  اكس

هيدروكسي تريپتامين را نيـز درگيـر   -5دوپامينرژيك و 

ــد مــي ــافتي و باعــث كــاهش محتــواي د كن ــاميني ب وپ

آمفتامين  است كه مت شده همچنين نشان داده .شود مي

 درشـود،   مـي هـاي آزاد   باعث افزايش توليـد راديكـال  

كه اكستازي باعث افزايش مصرف گلوكز خـارج   حالي

  ).22( شود سلولي و كاهش مصرف گليكوژن مي

ميزان سميت عصبي بستگي به اين دارد كـه جنـين   

يكـي از  . ه با دارو قرار گيردهاي در مواج در چه مرحله

سـاز عصـبي در    هاي پـيش  علل حساسيت بالاي سلول

شده از اجسـام جنينـي ايـن     هاي مشتق مقايسه با نورون

هـاي بنيـادي انـواع     است كه طي تمايز عصـبي سـلول  

 گيرنـد و از آن  هاي عصبي شـكل مـي   مختلفي از سلول

ــت  ــه م ــا ك ــته  ج ــر روي رش ــتر ب ــامين بيش ــاي  آمفت ه

ــ ــتهدوپامينرژيـ ــر روي رشـ ــتازي بـ ــاي  ك و اكسـ هـ

هـاي عصـبي    سروتونرژيك در مقايسه بـا سـاير رشـته   
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هـاي ديگـر    بـر روي سـلول   ممكن است ،سمي هستند

از علـل ديگــر ايــن  . كننــد سـميت كمتــري ايجـاد مــي  

توان به اين نكته اشاره كـرد كـه    اختلاف حساسيت مي

هـا سـيكل    آمفتـامين و پرودوپامينرژيـك   تركيبات مـت 

 ـ هاي پيش سلولي سلول شـكل منفـي كنتـرل    ه ساز را ب

 .شوند مي Sبه فاز  G كنند و مانع ورود سلول از فاز مي

دهد كه هر دو دارو بـر روي جمعيتـي از    اين نشان مي

حال بسط و توسـعه هسـتند    ساز كه در هاي پيش سلول

هاي بالغ بيشتر سـمي اسـت و ايـن     در مقايسه با سلول

ا در طـي دوران  توجيهي بر اثرات سمي بيشـتر داروه ـ 

تماس با داروهاي ذكرشده در طي ايـن  . باشد تمايز مي

توانـد اخـتلال در تمـايز اكتـودرم عصـبي بـه        دوره مي

 ـ  آن به تبـع آن مشـتقات   نورال تيوب و ثير أرا تحـت ت

  ).23-24( قرار دهد

آمفتـامين بـر    نتايج ما نشان داد كه اكستازي و مـت 

ر اسـت كـه   ثير دارد و لازم به ذك ـأروي تمايز عصبي ت

اثرات دارو در طي تمايز عصبي بيشتر است و بيشترين 

هاي  انتقال از سلول ي اثرات سمي دارو در طول مرحله

 .باشـد  هاي عصبي بـالغ مـي   سازي به سمت سلول پيش

ثير بسيار مهمي در رشد و تكامـل جنينـي در   أاين امر ت

تليـوم   در ايجاد نورواكتودرم و نـورواپي  سوم و ي هفته

هـاي   ي كـه از سـلول  يها در ضمن نورون. نمايد ايفا مي

شوند نماي نورون طبيعـي را دارنـد و    بنيادي مشتق مي

كامـل حساسـيت بـه مـرگ را بعـد از تمـاس       به طور 

توانند مـدل مناسـبي بـراي     دهند و مي داروها نشان مي

   ).25( بررسي سميت عصبي باشند

مطالعـه در جهـت   يـك  اسـت كـه   پيشنهاد ما ايـن  

بررسي اثرات دارو در  و In vivo هاي ما در هتحكيم يافت

جنيني صورت گيرد كـه نشـان    ي نورال تيوب در مرحله

تطـابق   In vitroهـاي   با يافتـه  In vivoهاي  هدهد آيا يافت

  دارد يا خير؟

  

  تشكر و قدرداني

 13891 ي طرح تحقيقـاتي شـماره   از برگرفته مقاله اين

. صويب شـد كه در پژوهشگاه رويان اصفهان ت باشد مي

ــرم مركــز تحقيقــات علــوم  داناتاســ همكــاري از محت

 رويـــان گـــروه ي اعصـــاب اصـــفهان و پژوهشـــكده

  .شود مي قدرداني هاي بنيادي سلول
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Abstract 

Background: N-Methyl-3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA) and methamphetamine 
(MA) from the amphetamine family, which are respectively known as ecstasy and ice, have well-
established neurotoxic effects on the serotonergic and dopaminergic systems. Regarding the fact that 
MDMA and MA are primarily used as recreational drugs and are commonly used during child bearing 
period, there is a major concern on the embryonic and fetal toxicity of these drugs. We have used 
different methods for screening models but recently embryonic stem cells give us new method for 
easier and faster way in evaluation of potential toxicity of drug.  

Methods: We used embryonic stem cells-derived neuronal cells to determine 50% infectious does 
(ID50) in both groups. ID50C reflects 50% inhibition of embryonic stem cells on neural 
differentiation. The effect of MDMA and MA on neural differentiation was assessed during two 
periods: group 1 (throughout the process of neural differentiation), group 2 (during post-plating). 
Afterwards, the cells were evaluated for neuronal markers by reverse transcription- polymerase chain 
reaction (RT-PCR). A concentration range of MDMA (0.1, 1, 10, 100, 200, 500, 750, 1000 µM) and 
of MA (10, 50, 70, 100, 200,500, 750, 1000 µM) was applied to the cells from day 0 onwards 
throughout the entire culture duration as described. 

Findings: Considering the fact that MDMA and MA are potent neurotoxic drugs, we evaluated their 
effects during neuronal differentiation and on the survival of embryonic derived neurons. The ID50 for 
neural differentiation was 50 µM and 130 µM, while for neuronal survival was 120 µM and 400 µM, 
respectively in MDMA and MA groups. At 7 days post-plating, RT-PCR analysis revealed that unlike 
the nestin, the expression of MAP2 at concentrations higher than 100 and 200 µM of MDMA and 200 
and 500 µM of MA in groups 1 and 2, respectively, was significantly reduced. 

Conclusion: Our findings have documented that early phase of neural development which coincides 
with neural tube formation is more sensitive than the later phase when neural precursor cells 
differentiate into mature neurons. Regarding the embryonic stem cells capabilities such as tissue-
specific properties especially in the formation of neuroectodermal and mesodermal cells, they could be 
served as a system to evaluate inhibiting or inducing effects on differentiation processes in early 
embryonic stages. 

Keywords: Stem cells, Cell differentiation, Toxicity, N-Methyl-3,4-methylenedioxyamphetamine, 
Methamphetamine 
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