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خلاصه

مقدمه: در ســال​هاي اخير مطالعات انجام شده در زمینۀ ســلول​هاي بنيادي باعث افزایش 
تقاضای درمان بيماري​ها با اســتفاده از شیوۀ ســلول​درماني شده است. بهبود در روش تکثیر 
ســلول​های بنیادی باعث افزایش استفاده از این سلول​ها در فرآیندهای سلول​درمانی می​شود. 
هدف این تحقیق بهبود شــرایط کشت سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی به​وسیلۀ تیمار 

این سلول​ها با غلظت غیر سمی سیپروفلوکساسین است.

روش بررسی: سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی از بانک سلول​های انسانی و جانوری، 
مرکــز ملی ذخایر ژنتیکی و زیســتی ایران تهیه گردید. این ســلول​ها از لحاظ کنترل کیفی 
ویروســی و کنترل کیفی میکروبی شامل باکتری، قارچ، مخمر و همچنین اثبات بنیادی بودن 
 ،CD29،CD45 به​وسیلۀ قابلیت تمایز به سلول​های استخوانی، چربی و شاخص​های سطحی
CD34 ،CD90 وCD105 با روش فلوســایتومتری تأیید شده بودند. میزان فعالیت حیاتی 
ســلول​ها نسبت به غلظت​های مختلف سیپروفلوکساسین با استفاده از آزمون MTT سنجیده 

شد و با میکروسکوپ نوری عکس گرفته شد. 

یافته​هــا: نتایج تیمار ســلول​های بنیادی مشــتق از بافــت چربی با غلظت​هــای مختلف 
سیپروفلوکساسین نشان داد که این ماده در غلظت​های 12 تا 1/5 میلی​گرم به​ازای هر میلی​لیتر، 
بر روی ســلول​ها اثر سمی و کشنده دارد و از غلظت 150 تا 0/5 میکروگرم به​ازای هر میلی​لیتر 
بر روی سلول​ها اثر سمی ندارد. تصاویر حاصل از میکروسکوپ نوری نیز شکل ظاهری سلول​های 
بنیادی مشتق از  بافت چربی تیمار​شده با غلظت​های مختلف سیپروفلوکساسین را نشان می​دهد.

نتیجه​گیری: مطالعۀ حاضر به​عنوان یک مدل، نشــان داد استفاده از سیپروفلوکساسین در 
طول دورۀ کشــت با غلظــت 10 میکروگرم به​ازای هر میلی​لیتر می​تواند باعث ایجاد شــرایط 
مناســب کشت و حفظ قابلیت بنیادی ســلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی در طول دورۀ 

کشت گردد.

واژه​های کلیدی:  سلول​های بنیادی بافت چربی، سیپروفلوکساسین، فلوسایتومتری 
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مقدمه
در سال​هاي اخير، مطالعات انجام شده در زمینۀ سلول​هاي بنيادي باعث 
افزایش تقاضای درمان بيماري​ها با استفاده از شیوۀ سلول درماني گردیده 
است]1[. یکی از سلول​هایی که امروزه توجه محققان را به خود جلب کرده 
است و تحقیقات گســترده​ای بر روی این سلول​ها انجام شده است، سلول​
های بنیادی بزرگسالان می​باشند که در بسیاری از بافت​های تخصص​یافتۀ 
بدن از​جمله بافت چربی، مغز اســتخوان، پالپ دنــدان، کبد، بافت قرنیه، 
شــبکیۀ چشم و قسمت​های مختلف بدن یافت می​شوند]2[. این تحقیقات 
نشان داده است که سلول​هاي بنیادی بزرگسالان همانند سلول​هاي بنیادی 
مزانشیمی مشــتق از بافت چربی، مغز​استخوان و پالپ دندان توانايي قابل 
توجهی براي معالجۀ بيماري​ها و فرآیند سلول-درمانی را دارند]3[. اهمیت و 
سرمایه​گذاری بر روی سلول​های بنیادی مزانشیمی در پروسۀ سلول​درمانی 
و تحقیقات پزشــکی باعث شده است دستاوردهای علمی ارزشمند در این 
حوزه به ســرعت نشــر یابند و هر​روز بیش​از​پیش بــر ارزش و اهمیت این 

تحقیقات بیفزاید]4[.

بهبود در روش تکثیر ســلول​های بنیادی بزرگسالان می​تواند استفاده از 
این سلول​ها را در فرآیندهای سلول​درمانی افزایش دهد. در مطالعه​ای که با 
استفاده از سلول​های بنیادی پاپیلای درم انسان انجام گردیده، نتایج نشان 
داده است که تیمار سلول​ها با سیپروفلوکساسین می​تواند باعث جلوگیری 
از کاهش  بنیادینگی ســلول​ها در طول کشت شود. در این تحقیق اینگونه 
بیان شــده است که کلنی​زایی و شــاخص​های بنیادی سلول​های پاپیلای 
درمی در طول فرآیند کشت به​تدریج و به​صورت وابسته به زمان کاهش می​
یابد. با این حال تیمار ســلول​ها با غلظت غیر سمی سیپروفلوکساسین می​
تواند سبب حفظ مرفولوژی، کلنی​زایی و مارکرهای سلول​های بنیادی در آن​
ها شود. سیپروفلوکساسین اثر خود را از طریق مکانیسم وابسته به تیروزین​
کیناز وابســته به ATP/گلیکوژن​سنتاز​کیناز 3β اعمال می​کند که به​نوبۀ 
خود سبب افزایش β کاتنین می​شود. علاوه براین، سیپروفلوکساسین سبب 
القاء تبدیل اپیتلیوم به مزانشــیمی در  سلول​ها می​شود به​طوری​که عوامل 

رونویسی ZEB1 و Snail به​طور قابل​توجهی افزایش می​یابند. 

یکی از مهم​ترین عوامل تأثیر​گذار در استفاده از سلول​های بنیادی، ایجاد 
شــرایط مناسب و ایدئال برای تکثیر این سلول​ها بدون کاهش ویژگی​های 
بنیادین آن​ها در طول مراحل کشــت اســت. همچنین جداسازی و تکثیر 
ســلول​های بنیادی مزانشــیمی از بافتی که در هنگام استحصال، کمترین 
آســیب را برای بیمار به​همراه داشته باشد، از اهمیت بسیار بالایی برخوردار 
است. امروزه، بافت چربی به​عنوان منبعی با دسترسی آسان و کم​خطر برای 
اهداف سلول​درمانی به​صورت اتولوگ مطرح است]5[. لذا، با​توجه به اهمیت 
ســلول​های بنیادی مشــتق از بافت چربی در فرآیند سلول​درمانی، در این 
تحقیق تأثیر غلظت غیر ســمی داروی سیپروفلوکساســین در سلول​های 

بنیادی مشتق از بافت چربی بررسی گردید.

روش بررسی
تهیۀ سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی

در این تحقیق ســلول​های بنیادی مشــتق از بافت چربی از بانک سلول​
 هــای انســانی و جانــوری مرکز ملــی ذخایــر ژنتیکی و زیســتی ایران
)AD-MSC-02, IBRC C10889( تهیــه گردیــد که در این بانک 
 HIV-I ،HBV برای این نمونۀ ســلولی، کنترل کیفی ویروســی نظیــر
HCV و EBV و میکروبی شــامل باکتری، قارچ، مخمر و مایکوپلاســما 
انجام شده اســت. همچنین اثبات بنیادی بودن با بررسی قابلیت تمایز به 
سلول​های استخوان​، چربی و بررسی شاخص​های سطحی خاص سلول​های 
بنیادی مزانشــیمی )CD34 ،CD90 ،CD29 ،CD45 وCD105( با 
روش فلوســایتومتری )شکل1( انجام شده است]6[. که اساس اين روش بر 
خصوصيات پراكنده​سازي نور لیزر توسط سلول‌ها و نيز نشر فلورسانس آن​

ها استوار است.

تعیین غلظت غیرسمی سیپروفلوکساســین به​وسیلۀ آزمایش 
MTT

آزمایش دی​متیل​تیــازول،2،5، دی​فنیل​تترازولیــوم برمید )MTT( به​
صورت تکرار ســه​تایي برای هرغلظت سیپروفلوکساسین از غلظت 5 میلی​

گرم تا 10 میکروگرم به​ازای هرمیلی​لیتر انجام شــد. برای این منظور ابتدا 
 100 ml  تعداد هفت هزار ســلول بنیادی مشــتق از بافت چربی در حجم
محیط کشت این سلول​ها به هر چاهک ظرف 96 خانه​اي اضافه شد. سپس 
ظرف مورد نظر به​مدت 18 ســاعت در شــرایط انكوباتور CO2 5 درصد، 
رطوبــت 100 درصد و دمای 37 درجۀ ســانتی​گراد انکوبه گردید. پس از 
گذشــت این زمان، غلظت​های مورد نظر سیپروفلوکساســین به چاهک​ها 
اضافه شد. سپس انكوباسيون با شرایط CO2 5 درصد، رطوبت 100 درصد 
و دمای 37 درجۀ سانتی​گراد به​مدت 24 ساعت انجام گرفت. پس از گذشت 
زمان انکوباســیون  به هر چاهک 10ml از محلول MTT  اضافه گردید و 
مجدداً ظرف مورد نظر به​مدت 3 ســاعت درون انکوباتور CO2 انكوبه شد. 
پس از گذشــت زمان انکوباسیون، محیط کشت چاهک​ها کاملًا تخلیه شد 
و 100 مكيروليتر از حلال دی​متیل​سولفوکساید )DMSO( به هر چاهك 
اضافه گردید. سپس ظرف کشت مورد نظر به​مدت یک ساعت در انکوباتور و 
شرایط تاركيي قرار گرفت و پس از پایان مدت انکوباسیون و جذب چاه​ك

ها توسط دستگاه الایزاریدر در طول​موج570 نانومتر قرائت گردید.

بررسی تغییرات مورفولوژیک سلول​ها 

در طول مدت کشــت، سلول​ها روزانه از لحاظ مرفولوژیک و شاخص​های 
کیفی مربوط به ســامت سلول​ها از​جمله مشاهدۀ گرانول در اطراف هستۀ 
سلول، واکوئل در سیتوپلاسم سلول و تغییرات مربوط به خصوصیات اصلی 
سلول )چسبندگی و معلق شــدن سلول​ها( به​وسیلۀ میکروسکوپ اینورت 

مورد ارزیابی قرار گرفتند.
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یافته‌ها
بررسی سلول​ها از لحاظ ویژگی​های رشد و مورفولوژی

پس از تهیۀ سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی از بانک سلولی مرکز 
ملی زیستی ایران، روزانه سلول​ها به​وسیلۀ میکروسکوپ اینورت مشاهده 
شد و تصاویر​ سلول​ها ثبت گردید. این سلول​ها از لحاظ مرفولوژی دوکی​

شکل و چسبنده به سطح بودند )شکل2( و از سرعت تکثیر و رشد بالایی 
برخوردار بودند. به​صورتی​که لازم بود هر ســه​روز یک​مرتبه محیط کشت 
این ســلول​ها تعویــض گردد و هنگامی​که به تراکم 80 درصد رســیدند، 
پاســاژ سلولی به​نســبت 1:3 برای آن​ها انجام می​گرفت همچنین در این 
مرحله ظرف​های کشت به​صورت روزانه از لحاظ آلودگی باکتری و قارچی 
با میکروســکوپ مورد ارزیابــی قرار می​گرفتند و در طول مدت کشــت 
هیچگونه آلودگی مشــاهده نگردید و ســلول​ها از لحاظ شرایط کشت در 

حد مطلوبی بودند.

تعیین غلظت غیر ســمی سیپروفلوکساسین به​وسیلۀ آزمایش 
MTT

به​وســیلۀ آزمایش MTT مي​توان سرعت تكثير، كاهش سرعت تكثير 
سلول​ها و یا میزان مرگ و میر سلول​ها را اندازه گرفت. یکی از نقاط قوت 
آزمایش MTT  این است که در این روش تعداد مراحل كار براي افزايش 
سرعت آزمايش به حداقل رسيده است و به​دليل ارتباط خطي بين تعداد 
سلول​ها و سيگنال​هاي ايجاد​شده، اندازه​گيري دقيق سرعت تكثير سلولي 

امكان​پذير است. نتایج تیمار ســلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی با 
غلظت​های مختلف سیپروفلوکساســین نشان داد که این ماده در غلظت​
هــای 1/5 تا 12 میلی​گرم به​ازای هر میلی​لیتر، بر روی این ســلول​ها اثر 
ســمی دارد و باعث مرگ ســلولی می​گردد. همچنین این ماده از غلظت 
0/5 تا 150 میکروگرم به​ازای هر میلی​لیتر بر روی این سلول​ها اثر سمی 
و کشــنده ندارد )نمودار1 و شکل3(. با​این​حال برای انجام این تحقیق، با 
توجه به تحقیقاتی که بر روی سلول​های بنیادی پالپ دندان صورت گرفته 
بود و همچنین بررسی مرفولوژی سلول​ها در غلظت​های غیر سمی، غلظت  

µg/mL 10 سیپروفلوکساسین انتخاب گردید.

بحث و نتیجه​گیری
امروزه، کشــت و تکثیر سلول​هاي بنيادي مشــتق از بافت​های مختلف 
یکی از موضوعات جالب توجه در زمینۀ سلول​درمانی و تحقیقات پزشکی 
است. این مســئله باعث گردیده است که محققان نگاه ویژه​ای در ارتباط 
با جداســازی، کشت، تخلیص و به​کارگیری این سلول​ها در فرآیند درمان 
بیماری​های خاص داشته باشند. از​نظر منبع سلول​های بنیادی مزانشیمی، 
بافت مغز استخوان به​عنوان گســترده​ترین بافت مورد مطالعه در شرایط 
آزمایشــگاهی و مطالعات بالینی اســت، در​حالی​که بافت چربی به​عنوان 
منبعی سهل​الوصول و کم​تهاجمی اســت که به​سیلۀ روش​هایی همچون 

شکل1. شناسنامۀ سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی که از بانک سلول​های انسانی و جانوری مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران تهیه شده است )A(، نتایج تأیید هویت این ردۀ سلولی شامل بررسی 
)D( پتانسیل تمایز به سلول-های استخوانی و تأیید با رنگ​آمیزی آلزارین قرمز ،)C( پتانسیل تمایز به سلول​های چربی و تأیید با رنگ​آمیزی اویل قرمز ،)B( مارکرهای سطحی به​وسیلۀ فلوسایتومتری
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جراحی و لیپوساکشــن می​توان آن را  به​دســت آورد. همچنین مطالعات 
انجام​شده نشان​داده​است که مقدار سلول​های بنیادی به​دست​آمده از بافت 
چربی در مقایســه با بافت مغز اســتخوان در حجم یکسان، بسیار بیشتر 
است. بنابراین می​توان این​گونه استنباط کرد که در آینده​ای نزدیک حجم 
استفاده و به​کارگیری سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی در تحقیقات 

زیستی و پزشکی افزایشی چشمگیر خواهد داشت]7[.

مطالعات انجام​شده بر روی سلول​های بنیادی مزانشیمی نشان​داده​است 
این ســلول​ها در طول روند کشت در شــرایط آزمایشگاهی خصوصیات 
بنیادینگی ابتدایی خود را مانند توانایی تشــکیل کلونی، ظرفیت تمایز و 
تکثیر خود از دســت می​دهند]8[. بنابراین، حفظ خصوصیات بنیادینگی 
برای کاربردهای بالینی این سلول​ها در شرایط کشت آزمایشگاهی بسیار 
ضــروری و حیاتی اســت. خصوصیات بنیادینگی ســلول​های بنیادی در 
داخل بدن به​وســیلۀ عوامل مختلفی همچون فاکتورهای رشد، تعاملات 
سلول– ســلول و تعاملات ماتریکس خارج سلولی حفظ می​گردد. اما در 
شرایط آزمایشگاهی محققان بایستی در​پی آن باشند که شرایطی را فراهم 
آورند تا به​واســطۀ آن، تکثیر و حفظ خصوصیات اولیۀ سلول​ها در شرایط 
آزمایشگاهی در طول روند کشــت با کیفیت مطلوب انجام گیرد]9[. لذا، 
حفظ خصوصیات بنیادین این ســلول​ها در شرایط آزمایشگاهی، یکی از 

دغدغه​های مهم و حیاتی در حوزۀ کشت سلول​های بنیادی است]10[. 

سيپروفلوکساسين1 از مشتقات فلوروکينولون​ها2، كي ترکيب باکتريسيد 
است که از طريق مهار آنزيم DNA ژيراز، همانندسازي، ترجمه و ترميم 
DNA  باکتري را مهار مي​کند. همچنین سيپروفلوکساســين در درمان 
عفونت​هاي ناشــي از باکتري​هاي گرم منفي شــامل ســالمونلا، شيگلا، 

1. Ciprofloxacin

2. fluoroquinolones

کمپيلوباکتر، نايسريا و پسودوموناس مصرف مي​شود. اين دارو داراي اثرات 
متوسط بر عليه باکتري​هاي گرم مثبت شامل استرپتوکوکوس پنومونيه و 
استرپتوکوکوس فكاليس است. کاربرد اصلي سيپروفلوکساسين در درمان 
عفونت​هاي تنفســي )به​جز عفونت ناشــي از استرپتوکوکوســپنومونيه(، 
عفونت مجاري ادراري، عفونت​هاي دســتگاه گوارش از​جمله تب تيفوئيد، 
سوزاك و سپتيسمي ناشي از مكيروارگانيسم​هاي حساس مي​باشد]11[. 
همچنین سیپروفلوکساسین به​عنوان یک آنتی​بیوتیک پروفیلاکسی برای 
پیشــگیری از عفونت باکتریایی در بیمارانی که در مراحل سلول​درمانی با 
پیوند سلول بنیادی قرار می​گیرند، استفاده می​شود. علاوه​بر​آن، این آنتی​
بیوتیک به​طور گسترده​ای در کشــت سلول​ها در شرایط آزمایشگاهی به​

منظور جلوگیری از آلودگی​های باکتریایی از​جمله مایکوپلاســما استفاده 
می​شود]12[.

)B( 200 x و )A( 100 x شکل2. تصویر سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی با بزرگ​نمایی

نمودار1. نتایج بررسی تأثیر غلظت​های مختلف سیپروفلوکساسین بر روی بقاء سلول​های 
MTT بنیادی مشتق از بافت چربی به​وسیلۀ آزمایش
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کراتیپایبون و همکاران در ســال 2015 گزارش کردند که اســتفاده از 
سیپروفلوکساسین در محیط کشت سلول​های بنیادی پاپیلای درم انسان 
می​تواند باعث افزایش  بنیادینگی ســلول​ها در طول کشت گردد. در این 
تحقیق این​گونه بیان​شده​است که کلنی​زایی و شاخص​های بنیادی سلول​

های پاپیلای درمی در طول فرآیند کشــت به​تدریج و به​صورت وابســته 
بــه زمان کاهش می​یابد. با​این​حال تیمار ســلول​ها با غلظت غیر ســمی 
سیپروفلوکساسین می​تواند سبب حفظ مرفولوژی، کلنی​زایی و مارکرهای 

سلول​های بنیادی در آن​ها شود. 

یکی از دلایل انتخاب ردۀ ســلولی بنیادی مشــتق از بافت چربی برای 
این تحقیــق، ویژگی منحصر​به​فرد ســلول​های بنیادی مشــتق از بافت 

  700 µg/ml .)D( 1/5 mg/ml ،)C( 3 mg/ml ،)B( 6 mg/ml ،)A(  12 mg/ml :شــکل3. تیمار سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی تیمار​شده با غلظت​های مختلف سیپروفلوکساسین
)I( 10 µg/ml و )H( 75 µg/ml ،)G( 150 µg/ml ،)F( 300 µg/ml ،)E(

چربی اســت که منبعی با دسترسی آسان، کم خطر و قابلیت استفاده در 
فرآیند ســلول​درمانی هستند]13[. مطالعۀ حاضر با استفاده از این سلول​

هــا که از لحاظ بیان مارکرهای ســطحی، قابلیت تمایز و عدم آلودگی به 
میکروارگانیسم​ها تأیید شده بودند، به​عنوان یک مدل، نشان داد استفاده 
از سیپروفلوکساســین در طول دورۀ کشت با غلظت 10 میکروگرم به​ازای 
هر میلی​لیتر، می​تواند باعث ایجاد شــرایط مناسب کشت و حفظ قابلیت 
بنیادی این ســلول​ها در طول کشــت گردد. لذا، با​توجه به نتایج به​دست​
آمده در این تحقیق پیشــنهاد می​گردد، به​منظور ایجاد شرایط بهینه در 
زمان کشت سلول​های بنیادی مشتق از بافت چربی، سیپروفلوکساسین با 
غلظت ذکر​شده به محیط کشت سلول​ها اضافه شود تا باعث ایجاد شرایط 

بهینه برای رشد این سلول​ها گردد.
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