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OBJECTIVES: Multipotent mesenchymal stem cells (MSc) are known for a long period of time. These cells are adherent, 
clonogenic and fibroblastic and can be isolated from bone marrow stroma of postnatal organisms. Under appropriate conditions, 
these cells can give rise to the broad spectrum of fully differentiated connective tissues including cartilage, bone, adipose tissues 
and muscle cells. Upon isolating of cells in vitro, these cells tend to differentiate and it is very difficult to direct these cells into 
self-renewal in order to get more Multipotent MSc for medical purposes. In the previous study, the effect of leukemia inhibitory 
factor (LIF) on MSc was investigated and it was shown that in the presence of LIF, MSc have more proliferation ability and the 
self renewal ability of cells increases. Also it was shown that these cells tend to differentiate into bones. In this study the effect of 
Mitogen Activated Protein Kinase Inhibitor (MAPKI) on MSc was investigated. METHODS: Bone marrow stroma cells were 
extracted from 2-month-old mice. These cells were cultured in a medium containing 25 micro moles MAPKI. After formation of 
colonies, cells were stained by methylen blue. The activity of alkaline Phosphatase was also investigated. To study the effect of 
both LIF and MAPKI simultaneously on colony formation ability of MSc, cells were cultured in a culture containing 25 micro 
moles MAPKI and 500 U/ml LIF. The number and size of colonies was studied. Results: In the presence of MAPKI the number 
and the size of colonies (CFU-F) formed in the culture was significantly decreased. The number of CFU-ALP+ in the culture 
containing MAPKI was decreased according to the decrease of CFU-F number. Adding MAPKI to a medium containing LIF 
neutralized the effect of LIF on MSc. Conclusion: The presence of MAPKI in the culture affects the number of colonies. This factor, 
despite LIF, does not affect the expression of alkaline phosphatase in Mesenchymal Stem Cells. LIF increases the self renewal and 
proliferative ability of cells. Adding MAPKI factor to a culture containing LIF neutralizes the proliferative effect of LIF.  
Key words: MAPKI, MSc, Alkaline Phosphatase, LIF, proliferation. 
 
 

ی شده اند، توانائي همانندسازي و تمايز به يش شناسايوانات بالغ بوده و سالها پيسلولهاي مزانشيمي بنيادي که قابل استخراج از مغز قرمز استخوان در ح :زمينه و هدف

جاد يل کلونی و اي تشک قابليت چسبيدن، توانايياين سلولها. ط خاص را دارا ميباشنديسلولهاي متعددي نظير سلولهاي چربي، استخواني، غضروفي و ماهيچه اي در شرا

افتن داشته و وادار کردن آنها به يز ياد به تمايل زين سلولها تمايشگاهی، ايط کشت آزمايبه محض استخراج و کشت در مح. را هستندبروبلاستی را دايسلولهای مشابه ف

هت وادار كردن اين سلولها به همانندسازي در محيط كشت آزمايشگاهي و جلوگيري از تمايز ج. لی دشوار استيهمانندسازی جهت کاربرد در امور پزشکی و درمانی خ

 در Leukemia Inhibitory Factor (LIF) حضور فاكتور ايم كه در بررسي قبلي نشان داده. هاي مختلف بر روي اين سلولها مورد بررسي قرار ميگيردناخواسته آنها، تاثير فاكتور

ه و اين سلولها را در جهت تمايز به سلولهاي استخواني اوليه وادار ديه گرديدار در تعداد كلونيها و اندازه آنها در محيط كشت ثانو معني عث افزايشمحيط كشت اوليه با

نی در يادی جنيوی سلولهای بن بر رMAPKIاثر فاكتور . مطالعه ميشود MAP Kinase Inhibitor (MAPKI)  محيط كشت حاويسلولها درالعمل   عكسبررسيدر اين . ميسازد

دو  همچنين تاثير  در اين مطالعه. نشده استبررسيمی يمزانش ادیيبنر آن بر روی سلولهای ي، مشخص بوده ولی تاثز آنهايری از تماي و جلوگوادار کردن آنها به همانندسازی

 استخراج و در شرايط كاملاً استريل در محيط كشت آلفا  ماهه٢ قرمز استخوان از موشهاي جوانمغز  :روشها .ديگرد بررسین سلولها يطور همزمان بر روی همب LIF و MAPKIفاکتور 

تعداد كلونيهاي حاصل شده و نوع سلولهاي تشكيل دهنده آنها با استفاده از . بود، كشت داده شد مول ميکرو ٢٥ با غلظت MAPKIکه حاوي فاكتور (αMEM) وم يال مديموم اسنشينيم

رشد داده بودند، مقايسه  MAPKI  ابيدر غ كشت محيطهمان با سلولهاي كنترل كه در اين سلولها  و بررسيکروسکوپ نوری ي مدر زير متيلن بلو و الكالين فسفاتاز يرنگ آميزي ها

.  قرار گرفتبررسیمورد نيز ر و همانندسازی آنها يدر تکثهاي بنيادي مزانشيمي   سلولبر روی)  واحد در ميلي ليتر۵۰۰با غلظت ( LIF و MAPKIزمان هر دو فاکتور همتاثير . گرديدند

قايسه با مدر  CFU-F (Colony Forming Unite-Fibroblastic (ي ها عداد كلونيـو تدازه ـ انگيري درـچشم كاهشاعث ـه، بيط کشت اولي در محMAPKIاكتور حضور ف :يافته ها

 فاكتور اضافه نمودن. حضور اين فاكتور تعداد كلونيهاي آلكالين فسفاتاز مثبت به نسبت مساوي كاهش يافته بود در .ر محيط كشت كنترل ميگرددسلولهاي كشت داده شده د

LIF به محيط كشت حاوي فاكتور MAPKI تاثير معني داري در افزايش يا كاهش اندازه و تعداد كلونيهاي ،CFU-F و يا CFU-ALP+فاكتور  :نتيجه گيري . نداشته است

MAPKI در حضور فاكتور .  ميگردد بنيادي قابليت تقسيم سلولهاي مزانشيميكاهش باعثLIF تمايز قابليت همانندسازي و تكثير بيشتر داشته و تمايل اين سلولها در سلولها 

اثر اين  و نشانگر اين است كه شدهخنثي بطور كامل  LIF اثر فاكتور  به محيط كشت،MAPKIن فاكتور نموداضافه با . بيشتر استيافتن در جهت سلولهاي استئوبلاست 

 . استLIF اثر فاكتور UPSTREAMفاكتور 
 .(MSc)، سلولهاي بنيادي مزانشيمي Alkaline Phosphatase، (Self-Renewal)، همانندسازي LIF : هاي كليديهواژ

گروه ژنتيك مولكولي  ،ستاديارا، مرتضي جبارپور بنياديدكتر : نويسنده مسئول*
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 ۱۳۸۴ پاييز           علوم داروئي                                                        و همكاران       مرتضي جبارپور بنيادي                                                                                      ۴٠

  مقدمه ‐۱
سلولهاي بنيادي، توانائي منحصر به فرد همانندسازي و تمايز 

بر اساس . يافتن به اكثر سلولهاي مختلف بدني را دارا هستند

جنيني محل استخراج، اين سلولها را به دو گروه سلولهاي بنيادي 

Embryonic Stem Cells و سلولهاي بنيادي بالغ Adult Stem Cells 

سلولهاي بنيادي جنيني توانائي تمايز يافتن به . تقسيم بندي ميكنند

تمامي انواع سلولهاي مختلف بدني را دارا بوده و اين سلولها را 

نامند در صورتيكه سلولهاي بنيادي بالغ   ميPluripotentسلولهاي 

تنها توانائي تمايز به تعداد محدودي از سلولها را دارا ميباشند كه 

 ناميده Multipotentاس سلولهاي بنيادي بالغ سلولهاي بر اين اس

جايگاه سلولهاي بنيادي مزانشيمي در مغز قرمز ). ۱( ميشوند

استخوان بوده و اين سلولها توانائي تمايز به سلولهاي 

هاي ماهيجه اي، و  هاي چربي، سلول استئوبلاست، سلول

 اين هرگونه نقص در عملكرد). ۲‐۳( سلولهاي غضروفي را دارند

ير پوكي سلولها ميتواند منجر به بروز عوارض و بيماريهايي نظ

  ). ۴(  گرددساستخوان و يا استئوپروزي

 تحت بررسی ۱۹۶۸ از سال (MSc)سلولهاي بنيادي مزانشيمي 

در آن سال، محققين به سلولهايي از مغز قرمز ). ۵( بوده اند

 ظروفاستخوان دسترسي يافتند كه قابليت چسبيدن به سطح 

. محيط كشت و ايجاد كلونيهاي مشابه كلوني فيبروبلاست داشتند

بر اين اساس كه اين سلولها توانائي تشكيل كلوني را دارند، آنها 

ها در شرايط  CFU.  مينامندColony Forming Unit يا CFUرا 

مناسب آزمايشگاهي توانائي تمايز به كلونيهايي از سلولهاي 

به اين .  غضروفي را دارا هستنداستخواني، ماهيچه اي، چربي و

ودن سلولهاي تشكيل دهنده  بMultipotentدليل اكثراً عقيده بر 

هاي تشكيل يافته در محيط كشت را همسان  CFU بوده و كلوني

  ).۶‐۷( با سلولهاي بنيادي مزانشيمي ميدانند

مطالعات وسيعي در جهت تكثير و تمايز سلولهاي بنيادي بالغ به 

. مورد نظر در محيط كشت صورت پذيرفته استسلولهاي خاص و 

سلولهاي بنيادي مزانشيمي در شرايط معمولي محيط كشت، سريعاً 

ها جهت همانند سازي  افته و تكثير و وادار كردن اين سلوليتمايز 

Self-Renewalاز تمايز آنها كه در محيط آزمايشگاهي به صورتي 

. )٧( ي مقدور نميباشدشگاهی فعليجلوگيري گردد با توان علمی و آزما

سلولهاي بنيادي جنيني موش، در شرايط خاص محيط آزمايشگاهي و 

 Mitogen و Leukemia Inhibitory Factor (LIF)در حضور هورمون 

Activated Protein Kinase Inhibitor )MAPKI(ز باز مانده و ي از تما

جه يده و در نتي گرد(Self Renewal)وادار به همانند سازي 

هستند،  Totipotent و Pluripotentولهايي كاملاً مشابه خود كه سل

  ). ۸(بوجود مي آورند 

رنده های خاص يگبا اتصال به گاندها يگر لير دي نظLIFفاکتور 

گنالی يرهای خاص سيک مسي باعث تحريخود در سطح سلول

گنالها جهت اعمال اثر خود به هسته سلول منتقل ين سيا. گردديم

ر يمس. دنگردي از ژنها مش يا افزايش بيان يکسریمنجر به کاهو 

ر ينی در سالهای اخيادی جنيدر سلولهای بن LIFگنالی فاکتور يس

ن مطالعات يبر اساس ا. ده استبوادی تحت مطالعه يبطور ز

پلکس كمجاد شده توسط يگنال ايمشخص شده است که س

 JAK-STATگنالی  سيرياز مس LIF (gp130-LIFR)رنده های يگ

ز آنها ممانعت يده و از تماين سلولها گردير به همانندسازی امنج

اين مسير سيگنالي در ن يچن هم).۱۶‐۱۴( بعمل می آورد

 گرديده كه SHP-2سلولهاي بنيادي جنيني باعث تحريك آنزيم 

 MAPKاين آنزيم بنوبه خود اثر مثبت بر روي مسير سيگنالي 

 ERK2 و ERK1 در اين مسير سيگنالي پروتئينهايي نظير. دارد

 شيافزاگنالی باعث ير سيمساين بلوکه کردن .  اند قرار گرفته

نی يادی جنيدر سلولهای بنو توقف تمايز  همانندسازی قابليت

  ). ١٧( گردديموش م

 به همراه LIFنظر به اينكه در سلولهاي بنيادي جنيني، فاكتور 

 (Self-renewal) باعث افزايش توان همانندسازي MAPKIفاكتور 

آورد،   اين سلولها گرديده و از تمايز اين سلولها ممانعت بعمل مي

بررسي تاثير اين فاكتورها به تنهايي و همچنين همزمان آنها بر 

روي سلولهاي بنيادي مزانشيمي در محيط كشت، اطلاعات 

ارزشمندي در شناخت روشهاي لازم در همانندسازي و تكثير اين 

در بررسي قبلي  .اختيار ميگذاردسلولها در محيط آزمايشگاهي در 

 در محيط كشت سلولهاي LIFم كه حضور فاكتور نشان دادي

مزانشيمي باعث پيشبرد اين سلولها در تمايز به سمت بنيادي 

و تحريك ) ساز پروژنيتورهاي استخوان( استخواني سلولهاي اوليه

مقايسه نتايج .  ميگرددي پروژنيتورتوان همانندسازي اين سلولها

قبلي كه بر روي هاي  مذكور با داده بررسي  آمده دربدست

، نشانگر وجود )۱۷(  بود صورت گرفتهسلولهاي بنيادي جنيني

 سلولهاي بنيادي در بين LIF در مسير سيگنالي هاييتفاوت

  .مزانشيمي و سلولهاي بنيادي جنيني است

جهت بررسي بيشتر اين مسير سيگنالي در سلولهاي بنيادي 

 همراه فاكتور  يا به به تنهايي وMAPKIفاكتور مزانشيمي، اثر 

LIF در محيط كشت  سلولهاي بنيادي مزانشيمي بر روي

  .ميدادمورد بررسي قرار را آزمايشگاهي 

  

  مواد و روشها ‐۲

  ه سلولهاي مغز قرمز استخوانيته: ۲‐۱

 دو با سن) C57BL/6از نژاد (در شرايط کاملاً استريل، موش ها 

با الکل پوست آنها ئی نخاعی کشته شده و ماهه به طريق جابجا

های استريل جراحی،  سپس توسط قيچي. شستشو داده شد

های اطراف اين استخوان تا حد  خوان فمور و گوشتـپوست است

خوان فمور در محلول استريل حاوی ـاست. نددـيگردامکان جدا 

10x  ميکروگرم در ميلی ليتر پنيسلين ۱۰۰۰(آنتی بيوتيک G تهيه 

 ميکروگرم در ميلی ليتر جنتامايسين سولفات ۵۰۰ از سيگما، شده
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 ۴١                                                                                       بر روي سلولهاي مزانشيمي بنيادي(MAPKAI)اثر                                         علوم داروئي                          

قرار )  ميکروگرم در ميلی ليتر فانجی زون۳تهيه شده از سيگما، 

در شرايط کاملاً استريل و زير هود، استخوان جدا شده  .داده شد

ه و دو سر ديگردهای اطراف خود تميز  بطور کامل از گوشت

استخوان بعد از تميز . ديداستخوان توسط قيچی استريل قطع گر

 آنتی بيوتيک منتقل 10xشدن به درون محلول تميز و جديد حاوی 

: حاوی( αMEMتوسط سرنگ مقداری محلول کشت . گرديد

۱۵ %FBS برداشته شده و مغز قرمز ) آنتی بيوتيک% ١٠ و

پتری استريل و حاوی محلول کشت ظرف درون ه استخوان ب

αMEM18ز سرنگ و سر سوزن با استفاده ا.  خالی گرديدG ،

وان استخراج شده بطور سلولهای به هم چسبيده مغز قرمز استخ

در هر کدام از  .دشدن در محلول کشت از هم جدا کامل

 نژاديك  موش از ۱۰ الی ۶ مغز قرمز استخوان از ،شاتيآزما

ک سن خاص ولی مخلوطی از ي که همه در )C57BL/6( خاص

ت يز اثر احتمالی جنساق، ين طريدب. ده بودند استخراج شدانر و م

 هایي در سرعت رشد و تعداد کلون(Genetic Background) و نژاد

تعداد . ديری گرديشگيشات پيجه آزماي در نتCFU تشكيل يافته

ت مورد استفاده قرار گرفتند، همواره يی که در دو جمعيموشها

  . کسان بودي

  شمارش سلولهای هسته دار: ۲‐۲

استفاده از . سيتومتر استفاده گرديدتواز هماجهت شمارش سلولها 

بدليل اينکه، دستگاه . دستگاه کانتر در اين مرحله توصيه نميگردد

) هم حاوی هسته و هم فاقد هسته(کولتر کانتر تعداد تمام سلولها 

قرمز  مغز دار هسته سلولهايرا تهيه ميکند، در حاليکه تنها 

 ۲۰داد سلولها، جهت بدست آوردن تع.  مد نظر بوداستخوان

ميکروليتر از محلول سلولهای استخراج شده، برداشت شده و با 

 در يک (Trypan Blue) ميکروليتر محلول تريپان آبی ۲۰

 ميکروليتر از اين مخلوط ۱۰ميکروتيوپ مخلوط گرديده و حدود 

در زير ميکروسکوپ، . بر روی شيشه هماتوسيتومتر منتقل گرديد

 شمرده شده و کل تعداد سلولها در تعداد سلولهای حاوی هسته

  .محلول سلولی مغز قرمز استخوان محاسبه گرديد

  کاشت سلولها: ۲‐۳

عدد سلول هسته دار استخراج شده از مغز قرمز  ۱۰۴تعداد 

 ميلی ۲۰به قطر( کوچک ظرف کشتها بدرون  استخوان موش

 و ۱۰ %FBS (αMEM سی سی محلول کشت ۲که حاوی ) متر

 به ظروف کشتن يا.  در زير هود منتقل گرديدبود) آنتي بيوتيك

 ،های شاهد ده که در گروه سلوليم گردي گروه مساوی تقسچند

 درجه CO2 ،۳۷ مذکور به آرامی به انکوباتور های کشت ظرف

 هاي کشت گروههايطيسانتيگراد منتقل گرديدند ولی به مح

ايي  به تنهMAPKIفاكتور  ذکور مبعدی قبل از انتقال به انکوباتور

ت ظ با غلLIF ميلي مول و يا به همراه فاكتور ۲۵با غلضت 

U/ml۵۰۰ )Gibco-BRL 1x105 U/µg (دياضافه گرد .  

  ض محيط کشتيتعو: ۲‐۴

ها هر روز در شرايط کاملاً استريل با برداشتن  محيط کشت ديش

  .محيط کشت قبلی و اضافه کردن محيط کشت تازه تعويض ميگرديد

   برای مطالعه آلکالين فسفاتازرنگ آميزی سلولها: ۲‐۵

محيط . ها بطور کامل برداشته شد محيط کشت از ديش سلول

های مرده  د بطور کامل شسته شد تا سلول سرPBSکشت توسط 

 دقيقه توسط ۱۵ها برای مدت  سلول. بطور کامل شسته شوند

 سی سی، ۱۰۰فرمآلين  (NFB  %10محلول فيکس کننده يا

Na2HPO4 گرم،  ١٦NaH2PO4 ۴گرم، آب استريل يک ليتر  (

محلول فيکس کننده بعد از زمان مقرر بطور کامل دور . فيکس شد

 دقيقه ۱۵ريخته شده و سپس به محيط کشت سلولها برای مدت 

ها توسط محلول  بعد از اين زمان، سلول. اضافه شدآب سرد استريل 

،  ميكروليتر٢٠٠ DMF، %١٠ MX-PO4نفتال (رنگ آميزی کننده 

TRIS-HCL ميلی مولار و /.٢ PH ٣/۸ ،Red Violet LB Salt ٦/۰ 

برای رنگ آميزی کامل، . رنگ آميزی شد) تريلی ليگرم در مي ليم

بعد از .  دقيقه در اين محلول نگهداری شدند۴۵ها بمدت  سلول

مدت مذکور، سلولها بطور کامل توسط آب شسته شده و برای 

در هايي كه   سلول.مطالعه زير ميکروسکوپ نوری آماده ميباشند

ر يرنگ قرمز درآمده و زه ان شده بود، بين فسفاتاز بيها آلکال آن

 طالعه تعدادجهت م .کروسکوپ نوری قابل مطالعه بودنديم

ر ياز، زيزی مورد نيها بعد از رنگ آمي، کلون+CFU-ALP كلونيهاي

هر کلونی که . کروسکوپ نوری مورد بررسی قرار گرفتنديم

زی برنگ يل دهنده آن در اثر رنگ آميل تشک عدد سلو۱۵حداقل 

ن فسفاتاز توسط آن سلول يان آلکاليکه نشانگر ب(قرمز درآمده بود 

ن ير ايدر غو  محسوب +CFU-ALPک کلونی يعنوان ه ب) است

  .دي محسوب گرد-CFU-ALPعنوانه صورت ب

  CFUرنگ آميزی متيلن بلو و شمارش : ۲‐۶

ها توسط  ، سلولCFU-Fجهت دسترسی به تعداد کلنی های 

محلول (متيلن بلو  1Xمحلول . متيلن بلو رنگ آميزی ميشدند

10X درصد ۹۵ سی سی الکل ۱۰۰لن بلو در ي گرم مت۱,۵ حاوي (

 دقيقه بر روی سلولها ۲۰ الی ۱۰جهت رنگ آميزی برای مدت 

اضافه شده و سپس کلنی ها زير ميکروسکوپ مورد مطالعه قرار 

 عدد ۱۵هاي آنها بيشتر از  داد سلولهايي كه تع كلوني. گرفتند

جهت دسترسي . گرديدند بودند، بعنوان يك كلوني محسوب مي

 ديش از ۱۰ الي ۷هاي حاصله در  ها، كلوني به تعداد كلوني

شات، زير ميكروسكوپ مطالعه گرديده و ـهركدام از آزماي

ا ـب( محاسبه Standard Deviationراه ـه همـها ب انگين آنـمي

  .گرديد) Excel از برنامهاستفاده 

 

   نتايج ‐۳

گر كه نشانافته در كشت اوليه يل ي تشکCFU-Fهای يتعداد کلون

محيط كشت دو ، در )۴‐۵( تعداد سلولهاي بنيادي مزانشيمي است
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ط کشت حاوي محيو ) MAPKI ط کشت فاقد فاكتوريمح(شاهد 

  ).۱شكل ( ستداده ا كاهش معني داري نشان MAPKIفاكتور 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

تعداد کلونيهای  CFU-F تشكيل يافته در محيط آزمايشگاهی در حضور فاکتورهای مختلف
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در . طهای کشت متفاوتيافته در محيل ي تشکCFU-Fهای ي تعداد کلون:۱شکل 

سه با کشت کنترل، ي در مقاCFU-Fهای ي، تعداد کلونMAPKIحضور فاکتور 

ط کشتی که ي به محMAPKIدن فاکتور وافز. دهديتفاوت معنی داری نشان م

ک سلولها را بطور کامل ين فاکتور در تحري بوده، اثر مثبت اLIFحاوی فاکتور 

  .سازديخنثی م

  

از هر ده ميليون سلول در اين آزمايش، در محيط كشت شاهد 

 سلول ۶۵ ± ۵مزانشيمي هسته دار استخراج شده، تنها حدوداً 

 را داشته كه اين تعداد نشانگر تعداد كل CFU-Fتوانائي تشكيل 

لولهاي مورد مطالعه سلولهاي بنيادي مزانشيمي در بين تعداد س

 سلولهاي هسته دار ۰۰۰۶۵/۰ن اساس بطور درصدي يبر ا. است

هاي بنيادي مزانشيمي تشكيل داده  مغز قرمز استخوان را سلول

 به  اين كلونيها تعدادMAPKI در محيط كشت حاوي فاكتور .اند

 MAPKI + LIF و در محيط كشت حاوي هر دو فاكتور ۹ ± ۱

 اي كه در محيط كشت اوليه. هش يافت كا۱۰ ± ۱اين تعداد به 

 تعداد سلولهاي بنيادي مزانشيمي كاهشاست  MAPKIحاوي فاكتور 

 هاي  تعداد كلوني به همين نسبت نيز ازداده ومعني داري نشان 

CFU-ALP+  (Colony Forming Unit Alkaline Phosphatase positive) كه

الين فسفاتاز بيان  تشكيل دهنده كلوني، آلكدر آنها بيشتر سلولهاي

 ).۲شكل (  استكاسته شدهكرده اند، 

 
  

 
 
  

 
 
 
 

تعداد کلونيهای  CFU-F و  CFU-ALP مثبت در محيطهای کشت متفاوت
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 در محيطهای کشت در +CFU-ALP و CFU-Fتعداد کلونيهای : ۲شکل 

های  ، تعداد کلونيMAPKIدر حضور فاکتور . حضور فاکتورهای متفاوت

CFU-F و CFU-ALP+کاهش معنی داری  در مقايسه با تعداد کلونيهای کنترل 

، اثر مثبت اين LIF به محيط کشت حاوی MAPKIافزودن فاکتور . نشان ميدهد

  .فاکتور در افزايش تعداد کلونيها را خنثی ميکند

 
ط کشت کنترل کشت داده يون سلول هسته دار که در محيلي م۸از 

افته يل ي تشکCFU-F عدد کلونی ۴۷ ± ۳شده بود، بطور متوسط 

  مثبتن فسفاتازي کلونی آلکال۵ ± ۲ بطور متوسط ن تعداديکه از ا

ن تعداد ياز هم. ن فسفاتاز منفی بودنديآلکاله و بقيه نسبت به بود

ط کشت حاوی فاکتور ي در محهسلول هسته دار کشت داده شد

MAPKI کلونی ۸ ± ۱، بطور متوسط CFU-Fافته و از يل ي تشک

 . بودند مثبتتازن فسفاي کلونی آلکال۲ز بطور متوسط نين تعداد يا

 MAPKIبه محيط كشت حاوي  LIF فاکتور با اضافه كردن

نسبت به محيط   مثبتن فسفاتازيهای آلکاليتعداد کلونتغييري در 

 در حضور .صورت نگرفتبود،  MAPKI  حاوی تنهای کهكشت

سه با يل دهنده هر کلونی در مقاي، تعداد سلولهای تشکLIF فاکتور

 الف ‐۳شکل (معنی داری نشان داده ش يهای کنترل، افزا يکلون

 به مراتبسلولها ن يا تعداد MAPKI و در حضور فاکتور) و ب

 در وادار LIFو اثر مثبت فاکتور )  الف و ج۳شکل (افته يکاهش 

 بطور کامل خنثی MAPKIر با افزودن فاکتور يکردن سلولها به تکث

 ). ب و د‐۳شکل ( شده است
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 ۴٣                                                                                       بر روي سلولهاي مزانشيمي بنيادي(MAPKAI)اثر                                         علوم داروئي                          

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
، محيط کشت حاوی )ج (MAPKI، محيط کشت حاوی فاکتور )ب (LIF، محيط کشت حاوی فاکتور )الف(اندازه کلونيهای تشکيل يافته در محيطهای کشت کنترل : ۳ شکل

 با افزودن LIFاثر مثبت فاکتور .  ميدارد سلولها را از تکثير بازMAPKI سلولها را وادار به تکثير نموده و برخلاف آن، فاکتور LIFفاکتور ). د (MAPKI و LIFهر دو فاکتور 

  . بطور کامل خنثی ميشودMAPKIفاکتور 

 

 

   بحث ‐٤
وده و در موارد ضروری  بMultipotent سلولهای MScسلولهای 

ط کشت آزمايشگاهی، يو در شرايط خاص مح In Vivoدر 

های مختلف بدنی نظير سلولهای  توانائی تمايز يافتن به سلول

های غضروفی و  های استخوانی، سلول لماهيچه ای، سلو

، در ها در محيط بدن اين سلول). ۲‐۳( ندبروبلاستی را داريف

م صدمه ديدگی و يا هموستازی استخوان يمواقع نياز نظير ترم

 .تحريک شده و به سلولهای مورد نياز بدن تمايز می يابند

ها يا توانائی اين  بنابراين، هرگونه نقص در تعداد اين سلول

های استخوانی منجر به پوکی  ها در تمايز به سلول لولس

م که يدر مطالعات پيشين نشان داده ا). ۴( گردد استخوان مي

ها در   اين سلول)Self-Renewal(نقص در توانائی همانندسازی 

مدل آزمايشگاهی منجر به بروز پوکی استخوان از نوع پوکی 

هم از پيری که  ناشی (Age Dependent Osteoporosis)استخوان 

 MScاز سلولهاي  ).۴(  زنها ديده ميشود، ميگردد همدر مردها و

ل درماني استفاده هاي متعددي در جهت مهندسي بافتي و سلو

ز اين سلولها از سلولهاي ديگر يتشخيص و تمي). ۹‐۱۰( دردميگ

در مغز قرمز استخوان، بدليل عدم دسترسي به ماركر خاص و 

 بيان شود، با اطلاعات MScهاي  ولمنحصر به فردي كه در سل

   .كنوني خيلي مشكل و در مواردي امكان ناپذير است

ها، از قابليت چسبندگي آنها  بنابراين، جهت استخراج اين سلول

به سطح ديشهاي تقسيم استفاده كرده و سپس در محيط 

 و بررسی در اين). ۵( ايشگاهي مورد مطالعه قرار ميدهندآزم

 در MSc تعداد سلولهای ن داده شده است كهنشا گريدبررسيهاي 

 ۶۵، دارند ماه عمر ۲ی که خيلی جوان بوده و در حدود يموشها

عدد سلول در بين ده ميليون سلول هسته دار موجود در مغز قرمز 

 نشانگر تعداد بسيار کم اين سلولها  تعداد که ايناستاستخوان 

 ولی است کم هرچند که تعداد اين سلولها خيلی. در بدن ميباشد

 توانائی ک شدن،ي و بهنگام تحراين سلولها در مواقع ضروری

م و ي باعث ترم داشته و(Self-Renewal)تکثير و همانندسازی 

ده و يد گردينی بافتهای کهنه و فرسوده بدن با بافتهای جديگزيجا

خود را در بافت مورد نظر های کاملاً مشابه  سلول تعداد نيهمچن

حضور فاكتور ايم كه  در بررسي قبلي نشان داده .ثابت نگه ميدارند

LIFتمايز  باعثمی يادی مزانشيهای بن ط کشت سلولي در مح

شده و سلولهای پروژنيتور استئوبلاست سمت   به سلولهااين

 اين سازي و تكثير توان همانندافزايش همچنين منجر به 

ضور  با حLIFفاكتور مثبت و محرک اين اثر . ميگرددپروژنيتورها 

 بطور كامل خنثي شده و قدرت همانندسازي و MAPKIفاكتور 

ها بشدت كاهش يافته و كلونيهاي ايجاد شده به  تكثير سلول

مراتب كوچكتر از كلونيهاي شاهد و كلونيهاي ايجاد شده در 

بنظر ميرسد كه تاثير .  ميباشندLIFمحيط كشت حاوي فاكتور 

 دستبالانشيمي بر روي سلولهاي بنيادي مزا MAPKIفاكتور 

(Upstream) فاكتور LIF  اين مثبت بوده و باعث بلوكه شدن اثر

هاي بنيادي  اين در حالي است كه در سلول. فاكتور ميگردد

جنيني، تاثير اين دو فاكتور به موازات هم بوده و از تمايز سلولها 

   .)١٧( افزايد كاسته و بر سرعت همانندسازي آنها مي

ن يابين کسان يواکنش به فاکتورهای ر مشاهده چنين تناقضي د

 نشانگر تفاوت در مسيرهاي سيگنالي ادی،ي بندو نوع سلول

 به تنهايي در MAPKIحضور فاكتور . فاكتورهاي مذكور است

 و كاهش چشمگير توان محيط كشت باعث كاهش اندازه كلونيها

الف ب

ج د

الف ب

ج د
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هاي كشت داده شده در  ها در مقايسه با سلول تقسيم اين سلول

گنالهای يگذاری بر س با اثر MAPKI .گردد  شاهد ميمحيط كشت

های  ر سلوليط کشت از تکثيا فاکتورهای محرک محيداخلی و 

   .ری می کنديادی جلوگيبن

  

  تشکر و قدردانی  ‐۵
قات کاربردی يز و مرکز تحقين از همکاران در دانشگاه تبريمولف

 ن پروژهيقاتی ايحقـنه تـي هز.دارندرا شکر ـی کمال تيدارو

ی دانشگاه علوم پزشکی يردی داروـقات کاربيمصوب مرکز تحق

 .ز استيتبر
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