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  مقاله پژوهشي
  

 برتكثير و تمايز به استخوان [bromoindirubin-3΄-oxim (BIO)-6]مطالعه تاثير بايو
  سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي

    
  *** محمدحسين آبنوسيدكتر، ***مهرنجاني سليماني ملك دكتر ،**فريماه سلامي ،*نژاد باغبان اسلامي محمدرضا دكتر

  
  9/2/88:   ،  پذيرش    21/9/87  :دريافت 

  

  :چكيده
بر اساس شواهد موجود، يكي از مسيرهاي مولكولي دخيل در تكثير و تمايز به اسـتخوان سـلول هـا مـسيرسيگنال       :مقدمه و هدف  

ررا فعـال  قـادر اسـت ايـن مـسي     bromoindirubin-3΄-oxim (BIO)-6از طرف ديگر مطالعات نشان داده است كه .  استWntدهي  
  .  بر تكثير و تمايز به استخوان سلول هاي بنيادي مزانشيمي بررسي شده استBIOدر مطالعه حاضر تاثير . نمايد

غلظتهاي  برخي ابتدا. در مطالعه تجربي حاضر، از سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش صحرايي استفاده شد :روش كار
BIOسپس غلظتهايي از. دگرديلولها ارزيابي  از لحاظ تاثير بر توان زيستي سBIOات كه تاثير ميكرومولار 5/1 ، 1  ،1/0  ،01/0 شامل

منفي برتوان زيستي سلول ها نداشتند، انتخاب شدند و به عنوان مكمل به محيط كشت تكثير و تمايز به استخوان سلولهاي بنيادي 
 BIOاثر  مطالعه براي. محاسبه شد سلولي ، تعداد دوبرابر شدن جمعيت بر تكثير سلولهاBIOبررسي اثر براي. شدند اضافه مزانشيمي

در تمامي اين . بر تمايز به استخوان ، ميزان بيان نسبي ژن هاي ويژه استخواني و ميزان معدني شدن كشت تمايز تعيين گرديد
    . استفاده گرديدANOVAن آماري  و براي ارزيابي داده از آزمو به عنوان كنترل در نظر گرفته شدBIOبررسيها، كشت بدون 

  ميكرومـولار بطـور    1و1/0ميـزان ايـن شـاخص رشـد درگـروه            نتايج تعيين دوبرابر شدگي جمعيت سـلولي نـشان داد كـه              :نتايج
 بـر تمـايز بـه اسـتخوان         BIO منفـي    ي ميزان تمايز نشان دهنده تاثيرات     بررس). P<0.05 (معني داري بيش از گروههاي ديگر است      

بطوريكه سلول ها در تمام غلظتهاي مورد استفاده نسبت به گروه كنترل، ژن هاي استئوكلسين               . يادي مزانشيمي بود  سلول هاي بن  
  .و آلكالين فسفاتاز را به ميزان كمي بيان كردند و ميزان معدني شدن كشت آنها بطور معني داري كمتر از گروه كنترل بود

تكثير سلولهاي بنيادي مزانشيمي را تحريك مي نمايد، در حاليكه تاثيرات مهـاري              BIO روي هم رفته به نظر مي رسد         :نهايينتيجه  
  .بر تمايز به استخوان اين سلول ها دارد

   

 Wntمسير سيگنال دهي / سلولهاي بنيادي مزانشيمي / چربي / تمايز به استخوان  : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
 گفتـه  سلول بنيادي مزانشيمي طبق تعريف به سلولي         

مي شود كه بتواند براي مـدت نـسبتا طـولاني تقـسيمات             
خودتجديدي داشته باشد و با فراهم شدن شرايط لازم بـه           

اولين شواهد قطعي مبني ). 1(متمايز شود اسكلتي هاي رده
 در  فريدنـشتين بر وجود سلول بنيادي مزانـشيمي توسـط         

اين محقق نمونـه هـاي مغـز        .  ارائه شد  1970اواسط سال   
  ن را در يك ظرف پلاسـتيكي كـشت داد و پـس از              استخوا

  
  

 ساعت يا بيشتر سلول هاي غير چسبنده رده خونـساز را           4
او گــزارش كــرد كــه بخــشي از ســلول هــاي . دور ريخــت

چسبنده مغز استخوان كه اتصالات محكمي با سطح ديش         
كشت برقرار كرده، دوكي شكل بوده و تجمعات دو تا چهار           

 ـ. سلولي ايجاد مي كند    ر اسـاس مـشاهدات ايـن محقـق،         ب
 روز خاموش باقي ماندند و پس       2-4تجمعات فوق به مدت     

اين سلول ها پس از چندين      . از آن به سرعت تكثير يافتند     
  ).2(بــار پاســاژ بــه صــورت يكدســت دوكــي ظــاهر شــدند

  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )Eslami@royaninstitute.org(دانشيار گروه سلولهاي بنيادي مركز تحقيقات علوم سلولي جهاد دانشگاهي *

  دانشگاه اراكدانشكده علوم كارشناس ارشد گروه زيست شناسي  **
  دانشگاه اراكدانشكده علوم استاديار گروه زيست شناسي  ***
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 و همكـاران را     فريدنشتينتحقيقات بعدي مشاهدات اوليه     
  ). 3،4(تاييد كرد

لعات پيشين، سلولهاي بنيادي مزانشيمي     براساس مطا       
در نمونه هاي مغز استخوان به تعداد بسيار محدودي وجود 

 سلول بـه ازاي  10-15تعداد اين سلول ها در حدود  . دارند
. شود دار مغز استخوان تخمين زده مي      سلول هسته  106هر

لذا تكثير آزمايشگاهي اين سـلولها قبـل از هـر گونـه كـار               
پتانسيل از طرفي   ). 1( اجتناب ناپذير است   تجربي يا باليني  

تمايز به استخوان از توانايي هاي مشخصه سلولهاي بنيادي 
مزانشيمي بوده و بـا معرفـي آن اميـد هـاي زيـادي بـراي            

تحقيقات . درمان ضايعات بافت استخوان بوجود آمده است      
پيشين ما كارايي اين سلول هـا را در بـاز سـازي ضـايعات               

  .  )5،6(خوبي نشان داده استوسيع استخوان به 
به منظور بهبود پروتكل هـاي تمـايز و تكثيـر سـلول                   

بنيادي مزانشيمي، محققين علاقمند هستد كه مـسيرهاي        
بررسي  سلولي را  بيشتر مولكولي در گير در اين فرآيندهاي   

يكي از مسيرهاي سيگنال دهي كه با تكثير سـلول          . نمايند
 . اسـت Wnt بـاط اسـت، مـسير   و تمايز به استخوان در ارت

 با تمايز به استخوان را      Wntشواهد مربوط به ارتباط مسير      
ــه ژن    ــوط ب ــاي مرب ــوان در جهــش ه ــي ت ــوبي م ــه خ   ب

(Low density lipoprotein-related protein) LRP5در  
اين مولكول در مسير سيگنال     . انسان و موش مشاهده كرد    

 ايفـاي   Wnt به عنوان كورسپتور گليكوپروتئين      Wntدهي  
عملكـرد   جهشهاي فقدان عملكرد و كـسب     . كند نقش مي 

كـاهش   (Osteoporosis انساني به ترتيب باعث      LRP5در  
افــزايش تـــوده   (Osteopetrosisو ) دانــسيته اســـتخوان 

آنها  LRP5در موش هايي كه مولكول      . مي شود ) استخوان
).  7-10(معيوب است تعداد اسئوبلاستها كاهش مـي يابـد        

 در تكثيــر و تمــايز بــه Wntبــا دخالــت مــسير در ارتبــاط 
استخوان سلول هاي بنيـادي مزانـشيمي اطلاعـات بـسيار           

  .اندك است
يك مكانيزم حفظ    Wnt كانونيكالمسير سيگنال دهي         

در اين مـسير    ). 11. (شده در تمام جانوران پر سلولي است      
و  frizzled بر روي رسپتور     Wntگليكوپروتئينهاي ترشحي   

فعال (سبب فسفوريلاسيون  نشسته و LRP5/6  كورسپتور
  فعال Disheveled . مي شوند  Disheveledپروتئين  ) شدن

ــده،  ــار  ش ــبب مه  Glycogen Synthase Kinas-3 ßس
)(GSK3-β  ــشدن    مــي شــود كــه نتيجــه آن فــسفوريله ن

β-cateninدن آن از ــ و جدا شAPCاست  .β-cateninدر   

  
وارد هسته مـي شـود و      سيتوپلاسم تجمع يافته، در نهايت      

ــا اتــصال بــه فاكتورهــاي نــسخه  ــرداري ويــژه  در آنجــا ب ب
(TCF/LEF)   ــه ــسته ب ــدف واب ــاي ه ــال Wnt ، ژنه  را فع

 β-cateninدر صـورت فعـال نـشدن ايـن مـسير،            . كند  مي
پروتئـاوزوم  - توسـط يـوبي كـوئيتين      ، سريعا فسفريله شده 

  ).11-13(تخريب مي شود 
  مـاده اي موسـوم بـه       تحقيقات نشان داده اسـت كـه            

)BIO(6-Bromoindirubin-3΄-Oxime  مشتقات  از  كه يكي
 Trypanاينديروبين است و از يك نرم تن دريـايي بـه نـام   

purple           به دست مي آيد، مي تواند بر مسير سيگنال دهـي
Wnt در فرورفتگي اتصال اين ماده). 14. ( تاثير گذار باشد 
ATP    به مولكول GSK3-β    مهـار    و با  قرار گرفته GSK3-β 

 مـوثر   Wntدر فعال كردن مسير سيگنال دهي كانونيكـال         
 در بهبود رشد سلولهايي     BIOتابه حال تاثيرات    ). 15(است

سـلول هـاي لولـه       ،)16(نظير سلولهاي عصبي هيپوكامـپ    
و سلولهاي بنيادي جنيني انسان و      ) 17 (پروكسيمال كليه 

 و زاراگوســيهمچنــين . )18(مــوش بررســي شــده اســت
 5/0 بـه غلظـت   BIO با افـزودن   2008ان در سال همكار

ميكرومولار در محيط كشت سلول هاي بنيـادي مـشتق از          
 تكثير و تمـايز     BIOچربي انسان به اين نتيجه رسيدند كه        

  ).19( كند بنيادي چربي را مهار مي به استخوان سلول هاي
 بر رشد و تمايز  بـه اسـتخوان      BIOدر ارتباط با تاثير           
گزارشي  استخوان مغز مشتق از  مزانشيمي بنيادي ايه سلول

 حاضر به اين موضوع پرداختـه       مطالعهلذا  . در دست نيست  
 بر تكثير و تمايز     BIOثيرأ ت تعيينهدف اين مطالعه،    . است

به استخوان سلول هاي بنيادي مزانـشيمي مـشتق از مغـز            
فرضيه مـا   . استخوان موش صحرايي در محيط كشت است      

،  Wntدهـي  سـيگنال  مـسير  با تـاثير بـر     BIOاين است كه  
ميزان تكثير و تمـايز بـه اسـتخوان سـلول هـاي بنيـادي               
مزانشيمي مشتق از مغـز اسـتخوان مـوش صـحرايي را در             

    .محيط كشت، تحت تاثير قرار مي دهد
  :روش كار

در اين مطالعه   : جداسازي و كشت سلولهاي مغز استخوان           
 بـا سـن     Wistarد   سر موش صـحرايي نـر نـژا        7 از   تجربي
، مجـوز  مطالعـه  پـيش از آغـاز   . ماهه استفاده شد 2تقريبي

لازم جهت استفاده از ايـن تعـداد حيـوان آزمايـشگاهي از             
موش هـا   . كميته اخلاق پزشكي پژوهشكده رويان اخذ شد      

. با روش در رفته كردن مهره هـاي گردنـي قربـاني شـدند             
  اــان بوان هاي درشت ني و رــــبافتهاي نرم اطراف استخ
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ــا در      ــتخوان ه ــاه اس ــد، آنگ ــدا ش ــي ج ــكالپل وقيچ اس
 ,DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Mediumمحيط

Gibco, Germany) ( سرم گاوي% 15حاوي)Fetal Bovin 

Serum, Gibco, Germany ( قرار گرفتنـد و  15در فالكون 
ابتـدا  . باقي مراحل استخراج در زير هود استريل انجام شد        

ان بريده شـد و بـا اسـتفاده از يـك سـرنگ،              دو سر استخو  
سرم به داخل كانال استخواني % 15 حاوي  DMEMمحيط  

هدايت شد تا محتويـات مغـز اسـتخوان آن شـسته شـود              
مغز استخوان در داخل لوله هاي استريل      ). flushingعمل  (

ــد و تحــت   ــع آوري ش ــدت g 1200جم ــه م ــه 5 ب  دقيق
يه و پلت سـلولي     آنگاه  محيط رويي تخل    . سانتريفوژ گرديد 

 FBSسـرم  % 15 واجـد   DMEM ميلي ليتر محيط 10  با
واحـد  100سلين و   بيوتيك پني   المللي آنتي    واحد بين  100و

تازه معلـق   (Gibco ;Germany)المللي استرپتومايسين بين
 سلول در سـانتيمتر     105گرديد و پس از شمارش با تراكم        

شت ك ـ.  سانتيمتر مربعي كشت شد    25مربع در فلاسكهاي    
اوليه سلول تا زمان پر شدن كف فلاسك ادامـه يافـت، در             
اين زمان سلول ها تريپسينه شدند و با انجام چنـد پاسـاژ             

  . تكثير گرديدند
 و بررسي توان زيستي BIOكشت سلول در غلظت هاي مختلف   

در مطالعـات پيـشين نـشان داده شـده          :  سلول هاي حاصل  
ي پوششي   ،  در كشت سلولها     Bioاست برخي غلظت هاي     

كليه و سـلول هـاي بنيـادي جنينـي، غلظـت هـاي غيـر                
براي تعيين اينكه اين غلظت ها ). 18،17(توكسيك هستند

در كشت سلول هاي بنيادي مزانشيمي نيز همان تـاثيرات          
بـدين  .  استفاده شد  MTTغير سمي را دارد يا نه، از تست         

 سـلول در  5 ×105 به تعداد   3ترتيب كه، سلول هاي پاساژ      
 خانـه اي و در حـضور چنـدين غلظـت            24انه پليت   هر خ 
BIO ميكرو مولار كـشت  2 و 5/1 ، 1  ،1/0 ، 01/0 شامل 

 MTT روز، توان زيستي سـلول هـا بـا روش            7شد وبعد از    
 فعاليـت متـابوليكي      بر اسـاس   MTTروش  . ارزيابي گرديد 

  در ايــــن روش تترازوليــــوم . ســــلول اســــتوار اســــت
 dimethylthiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium 2,زرد

bromide (MTT) 5 3-  (    توسـط سيـستم سوكـسينات– 
تترازوليوم ردوكتاز متعلق به زنجيره تنفسي ميتوكندريايي       
كه تنها در سـلولهاي زنـده فعـال اسـت بـه كريـستالهاي               
. فورمازان بنفش رنگ غير قابل حل در آب تبديل مي شود          

 روليتـر  ميك 60 ، محيط رويي  پليـت بـا          MTTبراي انجام   
  . تعويض گرديد)  ميلي گرم در ميلي ليترMTT) 5محلول 

  
 CO2% 5و   C° 37 ســاعت انكوباســيون در1-5/1پــس از 

پـس از حـل كـردن       . كريستالهاي فورمازون تـشكيل شـد     
) DMSO)Sigma /Germany ميكروليتر300كريستالها در 

ــزان جــذب طــول مــوج   ــانومتر  توســط (630-540)مي   ن
  .  اندازه گيري شدELISA-readerدستگاه 

بـراي ايـن     :  بر تكثير سلول هاي بنيادي مزانشيمي      BIOتاثير  
منظور سلول هاي بنيادي مزانـشيمي از پاسـاژ سـوم،  بـه              

 سـانتيمتر مربعـي و      25سلول در فلاسك هاي      105تعداد  
سرم گاوي و آنتي بيوتيك     % 10 حاوي   DMEMدر محيط   
 هـا    ساعت پس از آغاز كشت محيط سـلول        24. كشت شد 

 ميكرومـولار  5/1 ، 1 ،1/0 ،01/0با محيط حاوي غلظتهاي 
BIO)  ها براسـاس نتـايج       اين غلظتMTT    انتخـاب شـد  (

 به عنوان   BIO بدون   DMEMكشت با محيط    . تعويض شد 
 روز  5كـشت سـلول بـه مـدت         . كنترل در نظر گرفته شـد     

ادامه يافت و در پايان اين مدت سلول ها تريپسينه شـدند            
ــ ــا اســتفاده ازو مــورد شــمارش ق  فرمــول  رار گرفتنــد و ب

PDN=(LogN/N0 ×3.31)   ميزان دوبرابر شـدن جمعيـت 
  و گـروه كنتـرل     BIOسلولي بـراي غلظـت هـاي مختلـف          

 تعداد سلول ها در پايان      Nمحاسبه گرديد در اين فورمول      
  .  تعداد سلول ها در آغاز كشت استN0دوره و 

 6 ظـروف     در 3سـلولهاي پاسـاژ      : كشت تمايز به اسـتخوان    
چاهكي كشت داده شده بودنـد و پـس از آنكـه بـه تـراكم               

 با محيط تمايز    ها رسيدند، محيط برخي چاهك   % 80تقريباً
و برخـي ديگـر بـا       ) گـروه كنتـرل    (BIOبه استخوان فاقد    

 ،1/0 ، 01/0 محيط تمايز به استخوان حاوي غلظت هـاي 
محـيط تمـايز   .    تعـويض شـد  BIO ميكرو مولار 5/1و  1 

 ميلي 10سرم گاوي ، % 10 حاوي DMEM حيط  م شامل
 50مـولار دگزامتـازون ،     108مولار بتاگليـسرول فـسفات ،       

 محيط  . فسفات بود  -3اسكوربيك   ميكروگرم در ميلي ليتر   
در . روز يكبار به مدت سه هفتـه تعـويض شـد   3 كشت هر

استئوكلسين  بيان لحاظ از مختلف گروههاي تمايز، دوره پايان
  .از و معدني شدن كشت مقايسه شدندو آلكالين فسفات

RT-PCR              نيمه كمي براي انـدازه گيـري بيـان نـسبي ژنهـاي 
كمـك محلـول      هـا بـه     پس از ليز نمودن سـلول      : استخواني
RNAX) CinaGen Inc., Tehran, Iran (و استخراجRNA 

 RevertAid TM H Minus Firstسـلولي، بـا اسـتفاده از    

Strand cDNA Synthesis Kit(Fermentas)از روي RNA 
 PCR در حجم بالا سـاخته شـده و سـپس     cDNAحاصل

  به حجم ) dNTPs ) Fermentas ميكروليتر با 25درحجم 
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 ميكروليتر 3حجم به MgCl2،  ) نانومولار 200(ميكروليتر 10
   Taq DNA polymeraseو آنــزيم   )مــولار  ميلــي  5/1(
)Fermentas (   پيكومـول از    10 ميكروليتـر و     5/2به حجم 
پرايمر هـاي مـورد   .هاي اختصاصي انجام شد ايمرهاي ژن پر

 1 هركـدام در جـدول       Annealingاستفاده به همراه دماي     
 درون چاهكهـاي ژل     PCR محصول   .نشان داده شده است   

 ژن رفـرانس در     PCRدر اين مرحله، محصول     ( ريخته شد   
 درون   برابـر رقيـق شـده و       2گروههاي مختلـف بـه انـدازه      

 بعـد از الكتروفـورز،      ).ريخته شد % 7/1ژل آگارز   چاهكهاي  
 آن ميـزي شـده و تـصوير      آژل ها با اتيديوم برومايد رنـگ        

 ميـزان   UVIBANDMAP افـزار  نرم از استفاده با .شد گرفته
. بيان ژنهاي مورد نظر نسبت به ژن رفـرانس ارزيـابي شـد            

 در نظر گرفته شده و بيـان        100بطوريكه بيان ژن رفرانس     
 بـه   PCRبرنامـه   .  شـد   محاسـبه  ژنهاي هدف بر مبناي آن    

  :شرح زير بود
  در جـه سـانتيگراد بـه         95 ابتدايي   denaturing دماي   -1

 در جـه    95 ثانويـه    denaturing دمـاي    -2 دقيقـه    4مدت  
 مطـابق   annealing دمـاي    -3 ثانيه   45سانتيگراد به مدت    

 درجـه  extension 72 دماي  -4 ثانيه   45 به مدت    1جدول
 نهـايي  extension دمـاي    -5نيـه    ثا 45سانتيگراد به مدت    

 تـا   2مرحلـه     .  دقيقـه  10 درجه سـانتيگراد بـه مـدت         72
  . سيكل تكرار شد32 به تعداد 4انتهاي مرحله 

آليـزارين رد   : اندازه گيري ميزان مينراليزاسيون كشت تمـايز      
ماده اي است كه بطور اختصاصي ماتريكس معدني شده را          

بافت با ميـزان    رنگ مي كند،  بطوريكه شدت رنگ پذيري         
  .مواد معدني موجود در ماتريكس آن ارتباط مستقيم دارد

در مطالعه حاضر كشت تمايز به استخوان با كيت كمي 
مورد ارزيابي قرار ) Chemicon, USA(سازي آليزارين رد 

  بطور. نحوه كار بر اساس دستور كارخانه سازنده بود. گرفت
 15ه مدت ب% 10خلاصه، ابتدا كشت سلولي با فرمالين 

  دقيقه فيكس شدو سپس با محلول رنگي آليزارين رد به
  
  
  
  
  
  
  
  

  
در مرحله بعدي كشت سلولي با      .  دقيقه رنگ شد   10مدت  

ماتريكس قرمز رنگ در اسيد  سپس. تشو شدسآب مقطر ش 
در انتها تراكم اپتيكال محلول هـاي       . حل شد % 10استيك  

  نـانومتر ثبـت شـد و بـا تـراكم           405حاصل در طول موج     
اپتيكال غلظت هاي مشخص آليزلـرين رد كـه بـه همـراه             
كيت آلزارين رد توسط كارخانـه سـازنده ارائـه شـده بـود،              

  .  مقايسه گرديد
در اين مطالعه   : ارزيابي تمايز به چربي سلول هاي مورد مطالعه       

براي اينكه از ماهيت بنيادي مزانشيمي سلول هـاي مـورد           
ايز به چربي آنها    بررسي اطمينان حاصل كنيم، پتانسيل تم     

بدين ترتيب كه  سلولهاي پاساژ سوم مـورد       . بررسي گرديد 
 سـلول در هـر چاهـك    105شمارش قرار گرفته و به تعداد  

% 80 چاهكي كشت شدند بعد از اينكـه بـيش از            12پليت  
كف چاهك توسط سلولها اشغال شد محيط كشت سلول با          

ــامل    ــك ش ــايز آديپوژني ــيط تم ــاوي DMEMمح  50 ح
 100فـسفات،   -3 در ميلي ليتر اسكوربيك اسيد       ميكروگرم

ــازون و   ــانومولار دگزامت ــر  50ن ــي ليت ــرم در ميل  ميكروگ
محيط كشت سلول ها    ).  5،20(ايندومتاسين جايگزين شد  

 روز بعـد از آغـاز كـشت،         21 روز يكبارتعويض شد و      3هر  
بـراي رنـگ   . وقوع تمايز با رنگ آميزي اويل رد بررسي شد 

ها بمدت يك ساعت در دماي اتاق بـا         آميزي اويل رد، سلول   
 درصـد   70 درصد فيكس شدند و سپس با الكل         4فرمالين  

اويل  درصد   5/0آنگاه، يك ميلي ليتر محلول      . شسته شدند 
 بر روي سلول هـا  (Sigma, USA)%99 در ايزوپروپانل   رد

 دقيقـه، محلـول رنگـي خـارج         10-15پـس از    . اضافه شد 
 درصد شستـشو داده     70ل  گرديد و سلول ها، سه بار با الك       

  .  شدند و با ميكروسكوپ مشاهده شدند
ي ارزيـابي  بـرا  ANOVA  آزمون آماري: بررسي هاي آماري

 معنـي دار    P >05/0داده ها استفاده شد تفـاوت هـاي بـا           
ــه صــورت ميــانگين . فــرض شــد  انحــراف از ±داده هــا ب

  .بيان شدند) SD(استاندارد
  
  
  
  
  
  
  
  

  RT-PCRپرايمرهاي مورد استفاده در :1جدول
  

  
Accession Number 

Product Size 
(bp)  

Annealing 
Temperature (°C)  

  
Primers  

 
Genes  

J03572.1 
(NCBI)  396  72 F: CGGACCCTGCCTTACCAACTCATTTGTGC 

R:CGCACGCGATGCAACACCACTCAGG  ALP  

ENSRNO600000019607 
(ENSEMBL) 287 56  F: GATTATAGTGACACAGAC 

R:AGCAGGAATACTAACTGC  osteocalcin  

BC059110.1 
(NCBI) 612 53  ` F:  TGCTGAGTATGTCGTGGAGTC 

R:AAAGGTGGAAGAATGGGAG  GAPDH  
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  :نتايج 
سلول هاي مغز اسـتخوان در طـي كـشت           :كشت سلول       

اغلب ظاهر فيبروبلاستي داشـتند و ايـن مورفولـوژي را در            
    .)، بالا1شكل (پاساژها حفظ كردند  طي

بر اساس نتايج بدست     : BIOتوان زيستي سلول ها در حضور       
ميكـرو مـولار    5/1  و1  ،1/0 ، 01/0آمده در غلظت هـاي  

BIO       ماندنـد و رشـد       سلول هاي بنيادي مزانـشيمي زنـده 
 ميكرو مـولار    2، در حاليكه غلظت     )، وسط 1شكل  (كردند  

 .   سبب مرگ سلولها شد
  سرعت تكثير BIOبراساس نتايج، در حضور  : تكثير سلولي

  PDNبيـشترين . سلولي بطور قابل توجهي افـزايش يافـت  
 بوده و تفاوت آنها با گروههاي       1/0 و   1به غلظتهاي    مربوط

ــه گــروه ك  01/0 و 5/1نتــرل و گــروه هــاي ديگــر ازجمل
از اين  ). P<0.05(ميكرومولار از لحاظ آماري معني دار بود        

 در مقايسه با همديگر تفاوت بسيار       1/0 و   1نظر دو غلظت    
 BIO 01/0همچنين گروه   ). ،پايين1شكل  (اندكي داشتند   

 5/1تفاوتي با گروه كنترل نداشت ولي تفاوت آن با غلظت           
  ).P<0.05(ار بود  معني دBIOميكرومولار 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

سلول هاي بنيادي مزانـشيمي جداشـده از مغـز          : بالا: 1شكل  
استخوان موش صـحرايي عمـدتا مورفولـوژي فيبروبلاسـتي           

 بـراي سـنجش ميـزان       MTTنمودار مربوط به    : وسط. داشتند
نمودار مربوط بـه ميـزان دو برابـر         : پايين. توان زيستي سلولها  

ي بنيادي مزا نشيمي در حضور غلظتهاي سلول ها جمعيت شدن
   BIOمختلف 

  )P<0.05( با كنترل است BIOنشان دهنده تفاوت معني دار گروه *

 
در همه گروههاي مـورد مطالعـه        :  نيمه كمي  RT-PCRناليز  آ

. بيان شـد  ) ALP(ژن هاي استئوكلسين و آلكالين فسفاتاز       
ر  اين ميزان بطور معني داري كمت ـ    BIOدر تمام گروههاي    

  ). 3و2شكل (از كنترل بود 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

نمــودار مربــوط بــه ميــزان بيــان نــسبي ژن : بــالا: 2شــكل 
استئوكلسين در كشت تمايز به استخوان سلول هـاي بنيـادي           

بانـدهاي  . پايين . Bioمزانشيمي در حضور غلظت هاي مختلف       
    .Semi-quantitative RT-PCRمربوط به 

  )P<0.05( با كنترل است BIOر گروه  نشان دهنده تفاوت معني دا*

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
نمودار مربوط به ميزان بيان نـسبي ژن آلكـالين          : بالا: 3شكل  

در كشت تمايز به استخوان سلول هاي بنيادي        ) ALP(فسفاتاز  
بانـدهاي  . پايين . Bioمزانشيمي در حضور غلظت هاي مختلف       

    .Semi-quantitative RT-PCRمربوط به 
  )P<0.05( با كنترل است BIOده تفاوت معني دار گروه  نشان دهن*
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 بـر تمـايز بـه       BIOاين نتايج حاكي ازتاثيرات مهاري            

ــود   1 غلظــت BIOدر گروههــاي . اســتخوان ســلول هــا ب
ميكرومولار بيشترين تـاثيرات مهـاري را داشـت بطوريكـه           
كمترين ميزان بيان ژن هاي ويژه استخواني در اين گـروه            

  . ده بوداتفاق افتا
بر اساس نتايج بدسـت آمـده، در         :ميزان رسوب مواد معدني     

 ميزان مينراليزاسيون بطور معني داري كمتر   BIOكشت با   
از اين نظر كمترين ميـزان      ). P<0.001(از گروه كنترل بود     
 ميكرومولار تعلق داشـت و بيـشترين        1به كشت با غلظت     

اهده شـد    ميكرومولار مش  01/0مينراليزاسيون در كشت با     
  ). 4شكل (
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

. رنگ آميـزي آليـزارين رد كـشت اسـتئوژنيك         : بالا: 4شكل  
نمودار مربوط به ميزان كلسيم رسوب كـرده در كـشت           : پايين

استئوژنيك سلول هاي بنيادي مزانـشيمي در حـضور غلظـت           
    .Bioهاي مختلف 

  )P<0.05( با كنترل است BIO نشان دهنده تفاوت معني دار گروه *
  

ــي  ــه چرب ــايز ب ــل رد،    : تم ــزي اوي ــگ آمي ــال رن ــه دنب   ب
   تشكيل شـده در كـشت تمـايز بـه چربـي            دانه هاي چربي  

   بــه تمـايز در مجمـوع تـوان   ). 5شــكل (. قرمـز رنـگ شـد   
   چربــي در كنــار ظرفيــت تمــايز بــه اســتخوان ســلول هــا،

  نشان دهنـده هويـت مزانـشيمي سـلولهاي مـورد مطالعـه             
  .بود

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

: بـالا .  روز پس از آغاز كشت     21كشت تمايز به چربي،     : 5شكل  
. كشت با رنگ آميزي اويـل رد      : كشت بدون رنگ آميزي پايين    

توان تمايز به رده آديپوسيتي در كنار تمايژ به استخوان حاكي           
  .از ماهيت بنيادي مزانشيمي سلول هاي مورد مطالعه بود

  

  :بحث
 در  wntگنال دهـي    مطالعه حاضر نقـش مـسيرسي      در      

تكثير و تمايز به استخوان سلول هاي بنيادي مزانشيمي، با    
 را فعـال    Wnt مـسير    GSK3ß كه با مهـار      BIOاستفاده از   

نتـايج بدسـت آمـده      . مي سازد،  مورد بررسي قرار گرفـت       
 ، BIO  ميكرومولار5/1 و1، 1/0  نشان داد كه غلظت هاي

زانـشيمي  بطور معني داري تكثيـر سـلول هـاي بنيـادي م           
. مشتق از مغز استخوان موش صحرايي را تقويت مي كنـد          

همچنين يافته هاي مـا نـشان داد كـه در دامنـه غلظتـي                
 ميكرومولار تمايز به استخوان سـلول  5/1  و 1، 1/0، 01/0

به هر حـال اينكـه      . ها در كشت استئوژنيك مهار مي شود      
BIO              بر كـشت سـلول هـاي بنيـادي مزانـشيمي تـاثيرات 
زيرا از اين خاصيت . يك دارد، يافته ارزشمندي استميتوژن
BIO           مي توان در استراتژيهاي سلول درمـاني و مهندسـي 

بافت استفاده كرد و با افزودن آن به محيط كـشت سـلول             
هاي بنيادي مزانشيمي و با تقويت تكثير سلولي، سلول به           

  .تعداد كافي براي اين فناوريهاي پيشرفته تامين نمود
 بر ميـزان تمـايز اسـتخواني ،         BIOرتباط با تاثير          در ا 

  مطالعات جهش ژني . گزارش هاي متفاوتي ارائه شده است
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 و Wntدر انسان نـشان داده اسـت كـه بـين فعـال شـدن               
افزايش استخوان سازي ارتباط مـستقيمي وجـود دارد، در          

  بـه    BIO و همكاران عنوان كرده اند كه        زاراگوسيحاليكه  
، تمايز به استخوان سلول هاي      Wnt مسير   عنوان فعال ساز  

). 19(بنيادي جدا شده از چربي انسان را مهـار مـي كنـد              
 بـر  BIOيافته هاي مطالعه حاضر مبني بر تاثيرات مهـاري   

بـا  تمايز به استخوان سلول هاي بنيادي مزانشيمي، موافق         
 است، ولي با مطالعـه جهـش هـاي           مطالعه فوق  يافته هاي 

ا توجه به اينكه مطالعات جهش ژني در        ب. ژني مغايرت دارد  
 انجام شده ، اين احتمـال وجـود دارد كـه    in vivoمحيط 

علــت  تفــاوت در نتــايج ، تفــاوت شــرايط آزمايــشگاهي و 
محيط بدني ساختار پيچيده اي است كه    . محيط بدن باشد  

در آن سلول ها در يك محيط سـه بعـدي و در تعامـل بـا                 
تحـت چنـين    . رار دارند يكديگر و ماتريكس خارج سلولي ق     

شرايطي ، مسيرهاي  سيگنال دهي متعددي مي توانـد در           
يك سلول فعال شود كه برآيند آنها عامـل تعيـين كننـده             

در حاليكه در محيط آزمايـشگاهي كـه        . تمايز سلولي است  
  سلول ها به صـورت تـك لايـه كـشت مـي شـوند، اغلـب                 

  ).  21( وجود ندارد in vivoتعامل هاي ياد شده در شرايط 
 5/0 بـه ميـزان      BIO و همكاران با افـزودن       زاراگوسي      

ميكرومولار به محيط تكثير و تمـايز بـه اسـتخوان سـلول             
هاي بنيادي مشتق از بافت چربي انسان دريافتند كه ايـن           

اين ). 19(ماده تاثيرات مهاري بر تكثير و تمايز سلولي دارد        
ا انتخـاب    ميكرومـولار ر   5/0محققين  به اين دليل غلظت       

كردند كه مطالعات اوليه آنهـا نـشان داد كـه ايـن غلظـت               
 در هـسته سـلولي مـي شـود در     catenin ß- -سبب تجمع

 ميكرومولار هيچگونه تاثيري بر تجمـع       1/0حاليكه غلظت   
catenin ß        ميكرومـولار سـبب     5 در هسته ندارد و غلظـت 

 حاضر نيز برخي غلظتهاي     مطالعهدر  . مي شود  سلولي مرگ
BIO ه در مطالعات پيشين در كشت سـلول هـاي ديگـر             ك

و تاثير آنها  بر     ) 18،17(نيز استفاده شده بود، انتخاب شد       
و غلظت هايي از آن     . توان زيستي سلول ها آزمايش گرديد     

كه با زنده بودن سلول منافات داشت حذف گرديد و مابقي           
از لحاظ اثر بر تكثيـر و تمـايز بـه اسـتخوان سـلول هـاي                 

انشيمي مشتق از مغز استخوان مـوش صـحرايي         بنيادي مز 
 سـبب   BIOنتايج بررسيهاي ما از اين نظر كه        . بررسي شد 

مهار تمايز به اسـتخوان سـلول هـاي بنيـادي مزانـشيمي             
 و زاراگوســياســتخوان مــي شــود بــا كــار  مــشتق از مغــز

  اـهمكاران مطابقت دارد ولي از نظر تاثير بر تكثير سلولي ب

  
البته بايد به خاطر داشت كـه       . ف است يافته هاي آنها مخال   

 سلول هاي بنيادي مشتق از چربي انساني        اين پژوهشگران 
را مطالعه كردند و ما از سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغـز           

  .استخوان موش صحرايي استفاده كرديم
 با  Wntنشان داد كه گليكوپروتئين     دراويد  يافته هاي         

ل شـدن فاكتورهـاي      و فعـا   catenin ßفعال كـردن مـسير      
 سبب بيان دو گـروه  TCF (T Cell Factor)نسخه برداري 
 كه سبب فعـال شـدن   IFG II ژن هاي -1: ژني مي گردد

شده و بقاي سلولي را افزايش مي دهد  PI3K/AKTمسير 
 ، ژن سيكلين    Myc ژن هاي سيكل سلولي از قبيل ژن         -2

D1 و ژن MSX 1كه نتيجه نهايي آن افزايش تكثير است . 
اگرچه بيان اين ژنها در مطالعه حاضـر بررسـي نـشد ولـي              

 در  Wnt به عنوان آگونيست سنتزي      BIOتاثيرات تكثيري   
 حاضر مي تواند از طريق اين مكانيـسم و بـا بيـان              پژوهش

  ). 22(ژن هاي سيكل سلولي نامبرده ، تامين شده باشد
 و همكاران با بررسـي نقـش مـسير           بين درمطالعه اي       
Wnt  مايز به اسـتخوان رده سـلولي         بر تC3H10T1/2    بـه  

 Wntاين نتيجه رسيدند كه در سطوح پايين سيگنال دهي    
، تمايز استئوژنيك مهار شـده و تكثيـر اسـتئوپروژنيتورها           
تحريك مي شود و در سطوح بـالاي فعاليـت ايـن مـسير،              

اين يافته بـا ايـن      ). 23(تمايز استئوژنيك تحريك مي شود    
تكثير دو پديده مخالف هم هـستند هـم       اعتقاد كه تمايز و     

 BIOحاضر، با توجه به يافته هاي تحقيق). 24( خواني دارد
 ميكرومولار تاثيرات تكثيري بر     01/0-5/1در دامنه غلظتي  

كشت سلول هاي بنيادي مزانشيمي نشان داد ولي تاثيرات         
 به استخوان از نوع     زآن در اين دامنه غلظتي بر كشت تماي       

طالعه حاضر به دليل اينكـه غلظـت هـاي          در م . مهاري بود 
 ميكرومولار توكسيك بود، بررسـي سـطوح بـالاي          2بالاي  

  . ميسر نشدBIO با افزايش غلظت Wntفعاليتي مسير 
اگرچه تلاش هاي زيادي در جهت شناسايي ماركرهاي          

سطحي سلول هاي بنيادي مزانشيمي انجام شده است، بـا          
در ايـن   . في نشده اسـت   اين وجود ماركر ويژه منفردي معر     

 CD133 ، LNGFR( Lowارتباط چندين ماركر از جملـه  

affinity nerve growth factor receptor) و STRO-1 
براي سلول هاي بنيادي مزانشيمي انساني پيـشنهاد شـده          
است ولي براي سـلول هـاي بنيـادي مزانـشيمي حيـواني             

 به همين دليل) . 25-27(ماركر اختصاصي ذكر نشده است 
در مطالعات پيشين از توان  تمـايز سـلولي بـراي ارزيـابي              

  در ). 28-30(ماهيت بنيادي مزانشيمي استفاده شده است 
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  اين تحقيق نيـز بـا تمـايز سـلول هـاي مـورد بررسـي بـه                  
رده هاي استخوان و چربي ماهيت بنيادي مزانشيمي آنهـا          

  .به اثبات رسيد
  :نتيجه نهايي 

 در غلظت   Wntونيست سنتزي    به عنوان آگ   BIOماده        
 ميكرو مولار توكـسيك بـوده و سـبب مـرگ            2هاي بالاي   

 ،1/0 ، 01/0اين ماده در دامنه غلظتـي  . سلولي مي گردد
ــادي    5/1 و1  ــاي بني ــلول ه ــشت س ــر ك ــولار ب  ميكروم

مزانشيمي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي تـاثيرات         
يـان  ميتوژنيكي داشته و در عين حال در اين غلظـت هـا ب            

ژنهاي استخواني و همچنين مينراليزاسيون كشت را مهـار         
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