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  مقاله پژوهشي
  

 بررسي آزمايشگاهي اثر ملاتونين روي تمايز استئوژنيك سلولهاي بنيادي مشتق از
  دندانهاي مبتلا به پريودنتيت مزمنپريودنتال ليگامنت 

    
  ***احسان هوشيار، دكتر *سارا سهيلي فردكتر  ، **دكتر ايرج اميري، *دكتر محسن بيدگلي

  
 10/12/94 : پذيرش   2/7/94  :دريافت

  

  :چكيده
در سالهاي اخير استفاده از سلولهاي بنيادي براي بازسازي بافتهاي از دست رفته بسيار مورد توجـه  قـرار گرفتـه     :مقدمه و هدف  

.  هاي مختلف مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه اسـت           ءاست و به همين سبب قابليت جداسازي، كشت و تمايز سلولهاي بنيادي با منشا             
 تمايز استئوژنيك سلولهاي بنيادي مشتق از پريودنتال ليگامنت دندانهاي مبتلا به پريودنتيـت در محـيط                 تعيينه،  هدف از اين مطالع   

 .حاوي ملاتونين مي باشد

ي آنهـا   آزمايشگاهي ، شش دندان داراي بيماري پريودنتال كشيده شده و قسمت آپيكالي ريشه            تجربي   در اين مطالعه      :روش كار 
سـلولهاي  . يط كاملا استريل، پريودنتال ليگامنت متصل به قسمت جدا شده ي ريشه، توسط تيغ جـدا شـد               سپس تحت شرا  . جدا شد 

  و CD 105 ،CD 146 ،CD 90 ،CD 45 ،CD 31 ،CD 34 ،CD 106سپس به منظور بررسـي ماركرهـاي  . اين بافت، كشت داده شدند
CD 73سلولهاي چسبيده به كف، براي تمايز اسـتئوژنيك و افـزودن   پس از سومين پاساژ، .  تحت آناليز فلوسيتومتري قرار گرفتند

سپس تمايز استئوژنيك، توسط تستهاي آلكالين فسفاتاز، تست محتواي كلسيم و رنگ آميـزي              . ملاتونين مورد استفاده قرار گرفتند    
 از لحـاظ  P< 0.05 ،جـام شـد   آزمون تي انو توسط 17 ورژن SSPPآناليز آماري با استفاده از نرم افزار . آليزارين رد بررسي شد

  .گرديدآماري معني دار تلقي 
 نشان داد كه تشكيل ندولهاي مينراليزه در گروه حاوي ملاتـونين بيـشتر از   28آناليز كمي رنگ آميزي آليزارين رد در روز   :نتايج

 آن اضافه شده بود، بيـشتر از   در گروهي كه ملاتونين به7،14،21فعاليت آلكالين فسفاتاز در روزهاي . استگروه بدون ملاتونين    
 درگروه حـاوي ملاتـونين بيـشترازگروه بـدون          28و21و14و7ميزان محتواي كلسيم درروزهاي     . مي باشد گروه  بدون ملاتونين     

 .مي باشدملاتونين 

تـال ليگامنـت    اي بر روي تمايز  سـلولهاي بنيـادي مـشتق ازپريودن            ميكرومول اثر قابل ملا حظه     50ملاتونين با غلظت     :نهايينتيجه  
  .دندان به استئوبلاست دارد

 

 ملاتونين / بنيادي هاي سلول /  خوان سازياست :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
پريودونشيوم شامل لثه، پريودنتال ليگامنت، سـمنتوم             

بـوده و عمـل اصـلي آن اتـصال           ريشه و اسـتخوان آلوئـول     
 دندان به استخوان فكين و حفظ يكپارچگي سـطح مخـاط          

در طـي بيماريهـاي   ). 1(باشـد  ي حفـره دهـان مـي     هجوند
ي دنـدان از    پريودنتال، اتـصالات بافتهـاي حمايـت كننـده        

روند و با توجه به شيوع      جمله استخوان آلوئول از دست مي     
ــل   ــف، تحلي ــع مختل ــال در جوام ــاري پريودنت ــالاي بيم   ب

  
 
  

 .استخوان يكي از مشكلات رايج در بين افراد مي باشد
ان بيماريهـاي پريودنتـال كنتـرل و حـذف               اساس درم 

عفونت و نيز بازسازي بافتهاي از دست رفته با روش هـاي            
ايجاد اتـصالات پريودنتـال     ). 2(رزكتيو و رژنراتيو مي باشد      

. آل اين درمان است   يا رژنراسيون پريودنتال، نتيجه ي ايده     
چون با ايـن درمـان عـلاوه بـر حـذف پاكـت، پريودنـشيم                

  .شودازسازي ميمارژينال نيز ب
       روشهاي درماني كه بمنظور بازسـازي اسـتخوان مـورد       
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هاي اسـتخواني و     گرفت: استفاده قرار گرفته اند عبارتند از     
هـاي اخيـر بـا      در سـال  . ي نـسجي  بازسازي هـدايت شـده    

هــاي هــاي بنيــادي در بازســازي بافــتاســتفاده از ســلول
راي بازسازي  رسد كه شرايط بهينه تري ب     مختلف، بنظر مي  

اگرچه مغز استخوان منبـع     . )3 (استخوان ايجاد شده است   
ــشيمال    ــادي مزان ــراي جداســازي ســلولهاي بني   رايجــي ب
مي باشد اما تلاش ها براي دستيابي به روشي سـاده تـر و              
با مشكلات كمتر براي جداسازي سلولهاي بنيادي محققان        
را به سمت بررسي سلولهاي حيـواني و انـساني بـه دسـت              

مده از بافتهايي چون پريودنتال ليگامنت، پالپ دنـداني و          آ
ــرده اســت   ــدايت ك ــي ه ــاي چرب ــات . بافته ــايج مطالع نت

ويژگيهايي مانند قابليت تكثير و تمايز به رده هاي سـلولي           
در همين راسـتا در سـالهاي اخيـر بـر           . را نشان داده است   

احتمال تاثير مدياتورهاي بيولوژيكي، فاكتورهـاي رشـدي،        
ا و يـا سـاير عوامـل بـر روي سـلول هـاي بنيـادي و               داروه

تحريك فرايند استئوژنزيس و سمنتوژنزيس توجه بيشتري       
  ). 4(شده است 

ملاتونين هورموني است كه بر بسياري از سيستم هاي              
فيزيولوژيك بدن و از جمله متابوليسم استخواني تاثيرگذار        

ژن   بيان داده است كه ملاتونين    نشان نتيجه مطالعات . است
سيالوپروتيين استخواني و استيوكلسين و ديگر پروتئينهاي    

را افـزايش مـي دهـد       ... استخواني شامل آلكالين فسفاتاز و    
 تاثير ملاتونين بر تمـايز  است در نظر  مطالعهدر اين   ). 5،6(

ــال  اســتئوژنيك ســلول ــشيمي پريودنت ــادي مزان هــاي بني
  .گرددليگامنت انسان بررسي 

  :روش كار
تجربـي ـ   هـاي اسـتفاده شـده در ايـن مطالعـه      نداند     

ــال    ــه در س ــاراني ك ــشگاهي  از بيم ــش  92آزماي ــه بخ  ب
ي دندانپزشــكي دانــشگاه همــدان پريــودانتيكس دانــشكده

 . مراجعه كرده بودند تهيه شد

بود كه بعلت بيماري    ) انسيزور( دندان   6ها شامل   نمونه     
 ـ       د و در طـرح  پريودنتيت مزمن شديد قابل نگهـداري نبودن

. درمان، كشيدن و جايگزيني آنها در نظر گرفته شـده بـود           
معيار انتخاب دندانها از دست رفتن اتصالات به ميزان بيش 

يـك هفتـه قبـل از كـشيدن     .  بـود 3و لقي درجـه     % 70از  
بمنظور كاهش  . دندانها جرمگيري  براي بيماران انجام  شد       
 50 ين آيـودان  بار ميكروبي، بيماران دهان خود را با پوويد       

درصد جهت كاهش بيشتر بار ميكروبي بدليل غلظـت بـالا           
  .شست وشو دادند )7(

  
بعد از انجام بي حسي موضعي ابتدا با تيغ بيستوري شماره            

15c           برش سالكولار اطراف دندان داده شد و سپس دنـدان 
بعد از . با فورسپس و پريوتوم و با حداقل  تروما كشيده شد      

 آپيكــالي ريــشه توســط ديــسك كــشيدن دنــدان، قــسمت
متصل بود جدا  ماندرن استريل كه به هندپيس ميكروموتور

در حين جداسازي ريشه، دستيار محل بـرش را بـراي        . شد
جلوگيري از افزايش حرارت و آسيب بـه دنـدان بـا مقـدار              

سـپس قـسمت جـدا      . زيادي نرمال سالين شست وشو داد     
اسـي بـه    شده ي ريشه با دقت زياد و بـدون هيچگونـه تم           

انداخته شـد    HBSSديواره ي داخلي ظرف بداخل محلول       
  .و در لوله با پوشش مومي بسته شد

هـاي  بافـت  :جداسازي سلولهاي بنيادي از پريودنتال ليگامنت     
ليگامان پريودنتال ريشه با استفاده از تيغ جراحي اسـتريل          

: روش كشت سلولهاي پريودنتـال ليگامنـت  . برداشته شدند 
 ).7(  همكارانش صورت گرفت وGayطبق روش 

بافت ليگامان پريودنتال جدا شده از دندان، بـه محـيط               
 FBS (fetal bovine serum)%15 و MEMα–حاوي كشت

سپس سانتريفيوژ شده و رسوب حاصـل از  . انتقال داده شد  
   بـا غلظـت    Iآن بمدت يكساعت در محلـول كلاژنـاز تيـپ           

mg/ml3     يـن نمونـه هـا       ا . در داخل انكوباتور نگهداري شد
 دقيقـه سـانتريفوژ شـدند و رسـوب حاصـله بـا                15بمدت  
MEM-α15 حــاوي%FBS  آنتــي بيوتيــك، مخلــوط  %1و

 %5سپس در   .  قسمتي ريخته شدند   6هاي  شده و در پليت   
CO2 و در دماي C  37 كشت داده شدند.  

در روز هفتم سلولهايي كه به كف ظرف چسبيده بودند،      
) (PBS phosphate-bufferedبـا  پاساژ داده شدند سـپس  

 EDTA - trypsin %25/0ي محلـول  شسته شده و بوسيله
از كف ظرف جدا شدند و در دو ظرف مجـددا كـشت داده              

  .شدند
سلول ها پس از پاساژ سوم تريپسينه شده و           :فلوسيتومتري

 6cells 10آن گاه سلولها در غلظت در. ند شسته شدPBSبا 

/ 50μlPBSدقيقـه و بـا آنتـي   45 مدت  شسته شده و  به  
پــس از اتمــام زمــان . باديهــاي مــورد نظــر انكوبــه شــدند

 درصـد شـسته     BSA 2حـاوي   PBSانكوباسيون، سلولها با    
در نهايـت   .  درصد فيكس شـدند    1شده و در پارافرمالدئيد     

 انجام (FACsort, BD)فلوسيتومتري با استفاده از دستگاه 
 CD :ت بودنـد از آنتي بادي هاي مورد بررسي عبار. گرديد

105،CD 146،CD 90،CD 45،CD 31،CD 34،CD 106 و  
CD 73.  
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هايي كـه جـدا   بعد از سومين پاساژ سلول     :تمايز استئوژنيك 
هــاي بنيــادي شــده بودنــد ازنظــر ظــاهري شــبيه ســلول 

  شـسته شـدند و بـا         PBSمزانشيمال بودنـد كـه توسـط          
 جمـع آوري شـدند و   EDTA- trypsinاستفاده از محلـول  

بندي زير براي تمايز استئوژنيك مـورد اسـتفاده         طبق گروه 
  :قرار گرفتند

 بتاگليسروفسفات mM50 محيط استئوژنيك شامل :1گروه 
     اسيد آسكوروبيكµg/ml1و 

بتاگليسروفسفات، mM 50شامل استئوژنيك محيط: 2گروه  
µg/ml 1 50   اسيد آسكوروبيك و Mµملاتونين   

بررسي اسـتئوژنزيس سـه     در طي دوره ي كشت براي            
 :انجام شد آزمايش

  21 و14، 7تست فعاليت آلكالين فسفاتاز در روزهاي . 1
  28و 21و 14، 7تست كلسيم در روزهاي . 2
   28رنگ آميزي أليزارين رد در روز . 3

اين تست با استفاده از كيـت        :تست فعاليت آلكالين فسفاتاز   
 شـده در    شد، سـلولهاي كـشت داده      آلكالين فسفاتاز انجام  

 PBS بار شست وشو با محلول       2 پس از    7،14،21روزهاي  
 از محيط كـشت   01/0Tritoonα-100%و با كمك محلول 

  نگهداري شده بعد از      -Cº20جمع آوري شدند و دردماي      
 بار ذوب و فريز شدن براي آناليز فعاليت آلكالين فسفاتاز           3

  .مورد بررسي قرار گرفتند
ــص  ــسفاتاز ب ــالين ف ــت آلك ــا  فعالي ــنجي و ب ــگ س   ورت رن

  .گيري شدپي نيتروفنيل فسفاتاز بعنوان سوبسترا اندازه
تست كلسيم در روزهاي گفتـه شـده         :تست محتواي كلسيم  

 شسته  PBSانجام گرفت، بدينصورت كه سلولها در محلول        
   به Tritoonα-100%  5حاوي PBS 0.5 mlدوباره  و شدند

لها بـه كمـك     سلو .هاي پليت اضافه شد   هر كدام از قسمت   
 ي سلول از محيط برداشته شده، در دمـاي        يك جدا كننده  

C  20-  ها جهت آماده سازي براي     سلول. نگهداري شدند
 بـار ذوب و منجمـد شـدند،         3گيري ميـزان كلـسيم      اندازه

ــا روش  ــرار  Cresolphethaleinســپس ب ــابي ق ــورد ارزي  م
  . گرفتند

بــراي مــشخص شــدن ميــزان  :رنــگ آميــزي آليــزارين رد
مينراليزاسيون سلولي بايد ندول هـاي كلـسيفيه مـشخص          

براي اينكار از روشي بنام رنگ آميزي آليـزارين         . مي شدند 
 In vitroبـراي ايـن منظـور از كيـت    . قرمـز اسـتفاده شـد   

osteogenesis assay kit ساخت شركت  Millipour USA 
   .گرديداستفاده 

  
ش اعمال انجام شـده بـصورت زيـر روي سـلولها طبـق رو              

 28سـلولها در روز     : ي سازنده انجام شد   پيشنهادي كارخانه 
دماي  در دقيقه15سپس بمدت شدند،  شستهFBSبا محلول 

در اين مرحله پليتها    . ثابت شدند % 10اتاق و در فرمالدهيد   
بعداز آن بمـدت    . با رنگ آليزارين قرمز، رنگ آميزي شدند      

  .دندش شسته يونيزه آب در و شده نگهداشته دقيقه 30حداقل
آناليز  بررسي آميزي،رنگ انجام از پس :آناليز كمي آليزارين رد

طبـق ايـن    . ي كيت انجام شد   شركت سازنده  كمي با روش  
هاي پليت به هركدام از قسمت اسيد استيك lµ 400روش، 

 در انكوبـاتور    shaking دقيقه در حـال      30اضافه شدو براي  
از  آرامي بهسلولها   اسكراپر، ي يك سپس بوسيله . قرار گرفت 

 پليت جدا شدند و بهمراه اسيد استيك به لولـه ي ميكـرو            
  Cº85دماي در  دقيقه10بمدت و شدند داده سانتريفوژ انتقال

نگهداشته شده و پس از آن سريعا منجمد شـدند و بعـد از           
 .شدند سانتريفوژ  دقيقه 15بمدت g×18000دور   در دقيقه 5

برداشـته شـده و      حاصل  از محلول  µl400بعد از سانتريفوژ    
 PHي جديد انتقال يافت و پس از خنثي شدن          به يك لوله  

 از آن بـه يـك   µL 150با استفاده از هيدروكـسيدآمونيوم،  
 OD 405 قسمتي انتقال يافت و غلظت رنـگ در  96پليت 

براي مقايسه ي مقادير بدست آمده با منحنـي        . خوانده شد 
ل كيـت در    استاندارد، محلولهاي استاندارد طبق دستورالعم    

دو دسته ي با محدوده بالا و پايين مرتب شدند و با كشت             
سپس بـا كمـك      مقادير جذب، منحني استاندارد آماده شد     

  .اين منحني مقادير كمي مينراليزاسيون بدست آمد
 ورژن  SSPPآناليز آماري با استفاده از نرم افزار         :آناليزآماري

ت در دو گروه    با توجه به اينكه كليه آزمايشا     .  انجام شد  17
 بار تكرار   3 بار تكرار شده بود، ميانگين داده ها پس از           3و  

مورد ارزيابي قرار   ) آزمون تي  (t-testبدست آمد و به روش      
  .شد تلقي دار معني آماري لحاظ  ازP<0.05اختلاف  و گرفت
  :نتايج
هـاي   نماي سلولهاي كشت داده شـده بـا بزرگنمـايي              

  .شده استنشان داده 1مختلف در شكل 
  
  
  
  
  
   

 100 و 40نماي سلولهاي بنيادي با بزرگنمايي هاي :  1شكل 
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 آمـده اسـت     2شـكل   همانطور كـه در      :نتايج فلوسيتومتري 
 CD 105،CD 146سلولهاي مورد بررسي داراي ماركرهاي 

 CD 45،CD 31،CD 34،CD و فاقـد ماركرهـاي  CD 90و

 كـه  اين خصوصيات اثبـات مـي كنـد   .  بودندCD 73و 106
سلولهاي مورد نظـر ماركرهـايي مـشابه سـلولهاي بنيـادي        

  .مزانشيمال دارند
  

  

  
  نتايج آناليز فلوسيتومتري: 2شكل 

  
فعاليت آلكالين فسفاتاز   :  نتايج تست فعاليت آلكالين فسفاتاز    

  .         بعد از كشت اندازه گيري شد21و 14و 7در روزهاي  
 1 وجـدول    2مـودار   ميزان فعاليـت آلكـالين فـسفاتاز در ن        

  .نشان داده شده است

0

100

200

300

400

500

600

ALP Day7 ALP DAY14 ALP DAY21

Amount of ALP activity on tested 
days

M+

M-

  
  نتايج ميزان فعاليت آلكالين فسفاتاز: 3شكل 

  
  مقادير آلكالين فسفاتاز در روزهاي آزمايش : 1جدول 

  در هر دو گروه
 Melatonin +group (U/L) Melatonin -group(U/L) روز

7 132  12  

14 437  17  

21 593  36  

  
 نشان داده شـده اسـت مقـدار         3شكل  همانطور كه در         

آلكالين فسفاتاز توليد شده در گروهي كه به آن ملاتـونين           
به عنوان فاكتور استئوژنيك اضافه شده است در مقايسه با          

ــدارد    ــونين ن ــه ملات ــي ك ــتم(گروه   درU/L132 روز هف
، )U/L 17در برابـر  U/L 437روز چهاردهم(، )U/L12برابر

 به طور قابل )U/L 36در برابر U/L 593 يست و يكمروز ب(
 توجهي بيشتر است كه كاملاً اين تفـاوت معنـي دار اسـت            

)P=0.0142.(    دهد كه ميـزان    نشان مي 1 همچنين جدول
 هفته نخست رو به افـزايش    3آلكالين فسفاتاز به مرور طي      

داري  معني به صورت  ملاتونين حضور افزايش با  اما اين  است
به طوري كه بيـشترين ميـزان آلكـالين         . واهد بود بيشتر خ 

ام از كشت   21فسفاتاز را در گروه حاوي ملاتونين و در روز          
  .خواهيم داشت

ميـزان كلـسيم توليـد شـده در          :نتايج تست محتواي كلسيم   
 از آزمايش اندازه گيري شـد، ميـزان         7،14،21،28روزهاي  

  . نشان داده شده است4شكل كلسيم در اين روزها در 
  

0

200

400

600

Ca Day 7 Ca Day14 Ca Day 21

Amount of Ca content on testd 
days

M+

M‐

  
  ميزان كلسيم در روزهاي مختلف در هر دو گروه: 4شكل 

  
 ديده ميـشود ميـزان كلـسيم توليـد     شكلهمانگونه كه در   
 در گروهي كه ملاتونين بـه       7،14،21،28 شده در روزهاي  

 ،)µg/ml324، µg/ ml 407(آن اضافه شده بود به ترتيب 
µg/ ml 513 ،µg/ ml593 با گروه كنتـرل كـه   در مقايسه 

  ،µg/ ml87،  µg/ ml 152 فاقد ملاتونين بود بـه ترتيـب  

µg/ ml  131 ،µg/ml142  بسيار بيشتر بود كه اين تفاوت
  ).P=0.0016( معني دار است
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 نمـاي ميكروسـكوپي     5شـكل    :نتايج كمي آناليز آليزارين رد    
 از كـــشت بـــا 28رنـــگ آميـــزي آليـــزارين رد را در روز 

در اين نما رنگ قرمز روشن      . دهد نشان مي  100بزرگنمائي
  .نشان دهنده ندولهاي مينراليزه است

  

  
  

  100رنگ آميزي آليزارين با بزرگنمايي: 5شكل 
 

 ام از كـشت بـا       28آناليز كمي رنـگ آميـزي  در روز                 
كيت كمي اين رنگ آميزي انجام شد، نتايج اين تـست در            

  . نشان داده شده است6شكل 

0

500

1000

1500

2000

ALZ DAY28

M+

M‐

   در هر دو گروه28ميزان آليزارين در روز : 6شكل 
  

 گيـري نـدولهاي   شـود شـكل   همانطور كه مشاهده مي         

هـاي بنيـادي كـه بـه آنهـا          مينراليزه در گروهـي از سـلول      
بصورت قابل توجهي   ) µM1687 (ملاتونين اضافه شده بود   

بود كه به آنهـا ملاتـونين   ) µM183 (بيشتر از گروه كنترل  
 .اضافه نشده بود

  :بحث
 بـر روي    Mµ 50در اين مطالعه، اثر ملاتـونين بـا دوز               

تمايز استئوژنيك سلول هاي بنيادي پريودنتـال ليگامنـت         
 بودنــــد،كه از دندان هاي مبتلا به پريودنتيت تهيه شده          

 .مورد بررسي قرار گرفت

بافت هاي مختلفي قابـل     سلولهاي بنيادي مزانشيمي از         
  تا مدتها در اغلب مطالعات سلولهاي . جداسازي مي باشند

  
امـا دسـتيابي    . مغز استخوان مورد استفاده قرار مي گرفتند      

به اين سلولها براي بيمار راحت نبوده ومستلزم تحمل درد          
به همين سـبب دسـتيابي بـه        . و ناراحتي بسياري مي شد    

راي بيمار در بـر نداشـته       سلولهايي كه چنين مشكلاتي را ب     
نتـايج مطالعـات    . باشد هدف برخي از مطالعات بوده اسـت       

هاي بنيادي مزانشيمال به دست آمده        نشان داده كه سلول   
  هـاي مـولتي پوتنـت        از پريودنتال ليگامنت دنـدان، سـلول      

هـاي بنيـادي مغـز اسـتخوان و           مي باشـند كـه بـا سـلول        
شابهي دارنـد و  هاي م  هاي بنيادي پالپ دندان ويژگي      سلول
هـاي    هاي مختلـف نظيـر اسـتخوان و بافـت           توانند بافت   مي

ايـن سـلولها از بافـت اطـراف ريـشه           ). 8( مرتبط را بسازند  
د و درنتيجه ندندانهاي كشيده شده قابل جداسازي مي باش

درمطالعه حاضر  . بيمار تحت جراحي اضافي قرار نمي گيرد      
بـه پريودنتيـت    اين سلولها از دندانهايي كه به علـت ابـتلا           

پـس از طـي     . شديد غير قابل نگهداري بودند جـدا شـدند        
ــلولها       ــودن س ــادي ب ــات بني ــراي اثب ــشت، ب ــل ك مراح
فلوسيتومتري بر روي آنها انجام شد كـه نتـايج آن اثبـات             
كننده اين بود كه سلولهاي جداسازي و كشت داده شده از           

 2006در سال   . نشيمي مي باشند  انوع سلولهاي بنيادي مز   
و همكـارانش مطالعـه اي بـر روي سـلولهاي بنيـادي              چن

بدست امده از دندانهاي سالم و مبتلا به پريودنتيت توسط          
، و  STRO-1  ،CD146آنها از آنتي بادي  عليه       . انجام دادند 

CD44          استفاده نمودند تا بنيادي بودن سلولهاي به دسـت 
نتـايج مطالعـه آنهـا نـشان داد كـه           . آمده را مشخص كنند   

ي بنيادي در هر دو پريودنتال ليگامنت دنـدانهاي         سلول ها 
سالم و دچار پريودنتيت حـضور داشـتند و ايـن تعـداد در              

آنهـا  . بافت پريودنتال دندانهاي دچار پريودنتيت بيشتر بود      
اين فرضيه را مطرح نمودند كه احتمالا وجود يك واكـنش           
التهابي ناشي از پريودنتيت مزمن، تعداد اين سلول ها را در 

يگامنت دندانهاي مبتلا به پريودنتيـت افـزايش        ل لريودنتاپ
  ).9(ميدهد

در مطالعه حاضر سلولهاپس از پاسـاژ سـوم در محـيط                
كشت استئوژنيك قرار گرفتند و اثر هورمون ملاتونين نيـز          
بر روي تمايز استئوژنيك از طريق تست آلكالين فسفاتاز و          

د بررسـي   محتواي كلسيم و رنگ آميزي آليـزارين رد مـور         
همانطور كه در نتايج ذكر شده اسـت افـزايش          . قرار گرفت 

تمايز استئوژنيك در گروهي كه ملاتـونين در آن اسـتفاده           
 . شده بود نسبت به گروه كنترل مشهود بود

  جــــــ نتاي2006 و همكارانش در سال راديومطالعه      
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آنها توانايي ملاتونين براي تحريـك تمـايز        . مشابهي داشت 
بـه  ) سلولهاي بنيادي مزانشيمال  ( ولهاي بنيادي انساني  سل

اما سلولهاي هـدف   . استئوبلاست را مورد ارزيابي قرار دادند     
بـراي ايـن    . آنها از مغز استخوان انساني تهيه شـده بودنـد         

منظور سلولها پـس از كـشت در محـيط اسـتئوژنيك وارد             
. به تعدادي از محيطهاي كشت، ملاتونين اضافه شد       . شدند

ايج مطالعه نشان داد كه فعاليت آلكالين فسفاتاز در گروه    نت
  ).10(داراي  ملاتونين بسيار بيشتر از گروه كنترل بود 

همكـاران    و زمينـي  مطالعه اي توسـط      2008در سال        
درمــورد تــاثير ملاتــونين بــر روي پروليفراســيون و تمــايز 
سلولهاي بنيادي مشتق از بافت آديپوز و مغز استخوان رت          

براي اين كار، سلولهاي بنيادي مزانـشيمال،       . صورت گرفت 
از مغز استخوان و بافت چربي موشهاي بالغ استخراج شدند 
و در محيط استئوژنيك در غياب و حضور ملاتونين كـشت           

مينراليزاسـيون بوسـيله رنـگ آميـزي         بررسي. داده شدند 
اليزارين رد  و رنـگ آميـزي وون كـسا و بررسـي فعاليـت                

نتـايج تحقيقـات آنهـا اثـر        . سفاتاز انجـام گرديـد    آلكالين ف 
تحريكي ملاتونين را بـرروي تمـايز اسـتئوژنيك سـلولهاي           
ناشي از مغز استخوان نشان داد، امـا چنـين اثـري بـرروي              

در واقـع ايـن     . سلولهاي  مشتق از بافت چربي تاييـد نـشد         
آزمايش نـشان مـي دهـد كـه داروي ملاتـونين الزامـاً اثـر                

 ــ ــرروي ان ــساني ب ــادي   يك ــاي بني ــلول ه ــف س   واع مختل
  ).11( ندارد

مطالعه مشابه ديگري كه در اين زمينه انجام شده است              
  و همكارانش صورت گرفت، و       ژانگ توسط   2010در سال   

در آن تاثير ملاتونين  برروي آديپـوژنزيس و اسـتئوژنزيس           
نتـايج  . در سلولهاي بنيادي مزانشيمال انساني ارزيابي شـد       

ملاتونين تاثير آشـكاري روي پروليفراسـيون       نشان داد كه    
ملاتـونين بطـور خـاص بيـان        . سلولهاي مورد بررسي دارد   

 peroxisome proliferation activatedرســـپتورهاي 

receptor gamma (PPARgamma ( ،را مهـــار ميكنـــد  
  ان چندين مـاركر تمايز نهايـيـــــهم چنين ملاتونين بي

  

  
يـــــپوپروتئين ليپـــاز، لپتـــين ، ل: آديـــــپوسيت شـــامل

كند و اين در حاليست كه       آديپونكتين را دچار اختلال مي    
اين ماده بيان چنـدين مـاركر تمـايز استئوبلاسـت شـامل             
آلكالين فسفاتاز، استئوپروتگرين و استئوكلسين را افـزايش        

 اين يافته ها ملاتونين را براي انتخاب بعنوان يك        . دهد مي
  ).12( هدد داروي ضد استئوپروز سوق مي

 بــه 2015در مطالعــه اي لوزانــو و همكــاران در ســال      
 ملاتونين بـر روي سـلولهاي بنيـادي     بررسي اثر محافظتي

ليگامان پريودنتال انساني كه در معرض زولدرونيك اسـيد         
آنها دريافتند كه ملاتونين اثـر       .قرار گرفته بودند پرداختند   

انـد بـراي    محافظتي بر روي اين سـلول هـا داشـته و ميتو           
در بيمـاران مـصرف كننـده بـيس      ممانعت از اسـتيونكروز 

   ). 13( ها بكار رود فسفونات
ــه حاضــر       ــونين در مطالع ــتفاده ملات ــورد اس   غلظــت م

 µM50 اين غلظت بر اساس نتايج مطالعـات پيـشين         .  بود
 اثر غلظت هـاي مختلـف       بنابراين،  )11( انتخاب شده است  

مورد مطالعـه مـا نتـايج       اين ماده ممكن است بر سلولهاي       
لـذا پيـشنهاد مـي گـردد        . متفاوتي را در بـر داشـته باشـد        

هـاي مختلـف    مطالعات تكميلي جهت بررسي اثرات غلظت     
 پريودنتال ليگامنت مـورد     ءهاي بنيادي با منشا   روي سلول 

 .بررسي قرار گيرد

  :نتيجه نهايي 
باعث  توان گفت كه ملاتونينبه عنوان نتيجه نهايي مي     

 دنـدانهاي   PDLهاي بنيادي مـشتق از      زايش تمايز سلول  اف
  .مبتلا به پريودنتيت مزمن به استئوبلاست شده است

  : سپاسگزاري
اين مقاله منتج از  تحقيقي اسـت كـه در آزمايـشگاه                   

سلولي و مولكولي دانشكده پزشكي دانشگاه علـوم پزشـكي    
صرالهي ن فريبا دكتر خانم همكاري از. است انجام شده همدان

پزشـكي بابـت    در انجام مراحل كلينيكي و از دانشگاه علوم     
ضمناً نتايج   .حمايت مالي اين مطالعه سپاسگزاري مي شود      

   .اين مطالعه با منافع نويسندگان در تعارض نمي باشد
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Abstract 
Introduction & Objective: In recent years stem cells have been evaluated for regenerating lost 
tissues. Therefore, many studies aimed to assess isolation of these cells from different origins, 
and culture them. The purpose of this study is to evaluate the osteogenic differentiation of 
stem cells derived from periodontal ligament of periodontitis affected teeth in melatonin con-
tained media. 
Materials & Methods: In this experimental-laboratory study after tooth extraction and isolating 
the apical segment of the roots, the periodontal ligament tissue was removed. Cells were ex-
panded and after the third passage; flow cytometery analysis was performed to evaluate the 
surface markers (CD 105, CD146, CD90, CD 45, CD31, CD34, CD106 and CD 73). Adher-
ent cell layer was used for osteogenic differentiation in melatonin contained osteogenic me-
dia. Then, osteogenic differentiation was evaluated using alizarin red staining, alkaline phos-
phatase and calcium content tests were performed.  
Results: Quantitative analysis of alizarin red staining on the 28th day demonstrated that miner-
alized nodule formation in the group supplemented with melatonin was higher than the con-
trol group. Results from alkaline phosphatase activity test on the 7th, 14th and 21st days dem-
onstrated that, this activity was higher in the group supplemented with melatonin. Also, the 
amount of calcium on the 7th, 14th, 21st and 28th days, in melatonin group, was higher than 
the control group. 
Conclusion: Melatonin (50 µM) may be beneficial for differentiation of PDL stem cells into 
osteoblast. 
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