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چکیده

سلول در حین سطح اپی ژنتیکدهندهرییتغي هاکوللموپی ژنتیک توسط تیمار با کوچک اتغییرات ریثاتاین تحقیق، بررسی هدف :هدف
.فرآیند ترمیم پلاناریا است

نـوع  6هـاي جداگانـه بـا    با استفاده از برش به سه قطعه سر، دم و تنه تقسیم و پس از انتقال به چاهککرم هاي پلاناریا :هامواد و روش
تیمارهـا بـر رونـد فرآینـد تـرمیم، از      ریثات ـبررسی براي. تیمار شدندهاي مختلف لکول تغییر دهنده سطح اپی ژنتیک با غلظتوکوچک م

.روز پس از قطعه کردن استفاده شد20ی در طول شناسختیرارزیابی خصوصیات 

، دو شـده یبررس ـنشان داد که از بین شش کوچک مولکول  هاي تیمار شده با کوچک مولکولهانمونهی شناسختیرارزیابی دقیق :نتایج
قطعات مختلف سـر،  در ترمیمتاخیرترتیب باعث به)مهار کننده آنزیم هیستون داستیلاز(ت و والپوریک اسید کوچک مولکول سدیم بوتیرا

BIX01294 ،RG108 ،SAHAهمچنین چهار کوچک مولکول دیگر شامل . شوندیمدر تشکیل چشم قطعات تنه و دم تاخیرتنه و دم و 

. طبیعی ترمیم شدندصورتبهي تیمار شده هانمونهو کلیه ي در فرآیند ترمیمی نداشتندریثاتTranylcyprominو 

که اپی ژنتیک سلول داراي نقش کلیدي در فرآینـد ترمیمـی پلاناریـا اسـت و مهـار فعالیـت هیسـتون        دهندیمنتایج نشان : يریگجهینت
عملکرد هیستون داستیلاز در فرآیند تـرمیم  با این وجود، تعیین دقیق مکانیسم . شودداستیلازها باعث اختلال در فرآیند ترمیم طبیعی می

ي مولکـولی  هـا سـم یمکانبتـوان بـه درك بهتـري از    آمـده دسـت بـه از طریق بررسی نتـایج  رودیمامید . پلاناریا نیاز به بررسی بیشتر دارد
.افتیدستي و ممانعت کنندگی ترمیم در پلاناریا و سایر موجودات سازفعال

کولکوچک مولمیم، اپی ژنتیک،تر، پلاناریا:اژگان کلیديو
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قدمهم

جهـت  حـل راهنیتربخشدینوعنوانبهامروزه پزشکی ترمیمی 
، انـد نشـده یی به نیازهاي درمانی که تاکنون پاسخ داده گوپاسخ
ي مهـم پزشـکی ترمیمـی،    هـا جنبـه یکی از .استشدهیمعرف

ي پتانسـیل و فرآینـد طبیعـی تـرمیم     سـاز فعـال ي و ریکـارگ به
انسـان  دهی ـدبیآس ـي هابافتو هااندامبازیابی کارایی منظوربه

پـس از دوران  هـا انسـان ، توانایی تـرمیم در  سفانهامت.)1(است
و انجام مطالعات ترمیمـی  شودیمجنینی تا حد زیادي محدود 

در حالنیااب. آزمایشگاهی مقدور نیستصورتبهبر روي انسان 
طبیعت موجوداتی وجود دارند که پتانسیل ترمیمی بسیار بالایی 

مدل مطالعات ترمیمی عنوانبهتوانندیمرا از خود نشان داده و 
پهـن  يهاکرمدر میان این موجودات، .قرار گیرنداستفادهمورد

داري ، شـرایط نگـه  العـاده خـارق دلیل پتانسیل ترمیم بهاپلاناری
، ازجمله انسـان،  دارانمهرهي مشترك با هاژنرا بودن آسان و دا

قــرارافــزون محققــین علـوم ترمیمــی  ویـژه و روز توجــهمـورد 
آب مختلـف پلاناریـا،  گونـه    هاياز بین گونه. )3, 2(اندگرفته

دلیـل داشـتن قابلیـت    بهSchmidtea mediterraneaشیرین 
جهـت العاده و آسانی تکثیر در محـیط آزمایشـگاهی  ترمیم فوق

در رونیااز. بسیار مورد توجه قرار گرفته استمطالعات ترمیمی 
صورت  کامـل تـوالی یـابی شـد و      ، ژنوم این گونه به2007سال 

ــداد مطالعــات ترمیمــی جهــت    ــزایش ناگهــانی در تع باعــث اف
ي هـا جنبـه ي مولکـولی درگیـر در   هـا سمیمکاندقیق شناسایی

توانایی ترمیم فوق العـاده  . )5و4(مختلف فرآیند ترمیم گردید 
نسبت داده می شود که )Neoblast(ها نئوبلاستها به پلاناراي

تنها جمعیت سلولی تکثیر شونده در بدن پلاناریا هستند و رفتار 
هـا در بـدن   ایـن سـلول  . ي بنیادي اسـت هاسلولها شبیه به آن

شدهاثباتوشوندیمها را شامل درصد سلول30تا 25پلاناریا 
ي بنیـادي  هـا سلولپرتوانی با نظرازي مشترکی هاژناست که 

در فرایند تـرمیم پلاناریـا  .)7و6(پرتوان موشی و انسانی دارند
از طریـق  )Blastema(نـام بلاسـتما  یک توده تمایز نیافتـه بـه  

و یـــا تمـــایز زدایـــی  نئوبلاســـتيهـــاتکثیـــر ســـلول 
)(Dedifferentiationــلول ــاس ــايه ــهیزیتم ــه افت در منطق

ــدبیآســ ــیدهی ــه شــودایجــاد م ــدرنهاک ــدت تی روز 7در م
رو،  از ایـن . شـوند یم ـجبـران و تـرمیم   رفتهازدستي هاقسمت

ــم  ــین مکانیس ــاي متعی ــایز   وه ــر و تم ــر در تکثی ــولی درگی لک
عنـوان یـک مـدل    ها و تشکیل بلاستما در پلانارایا بـه نئوبلاست

.)8(مورد توجه قرار گرفته است In vivoترمیم 

در فرآینـد تـرمیم پلاناریـا و دیگـر     ثرومي مهم هاجنبهیکی از 
اسـت،  قرارگرفتـه توجـه مـورد ری ـاخموجودات مدل ترمیم که 

تغییرات سطح اپی ژنتیک سلول بر فرآینـد تـرمیم   ریثاتبررسی 
کـه  که تغییرات سطح اپی ژنتیکانددادهنشان هایبررس. ستا

ها کان نوکلئوزوم، هیستون، مDNAشامل تغییرات متیلاسیون 
هاي غیر کد کننده هستند، از نقش اساسی در القا و RNAو یا 

ي تکوینی و آغـاز فرآینـد تـرمیم    هاژنیا ممانعت کنندگی بیان 
تاکنون نقش تغییرات سطح اپـی ژنتیـک   . )10و9(برخوردارند 

)11(ي پستانداران مانند کبدهااندامبر فرآیند ترمیم بسیاري از 
و حتـی  ) گوره خـر مـاهی  (و عضلات و موجودات مدل ترمیمی 

و12(اسـت  گرفتهقراری بررسمورد) آرابیدوپسیس(گیاه مدل 
ي بنیــادي از حالــت پرتــوان بــه هــاســلولفرآینــد تمــایز . )13

ي سوماتیک نیز مستلزم بروز تغییـرات کلـی در الگـوي    هاسلول
تغییـرات هـا آننیتـر شـده شناختهکه از هاستآنبیان ژن در 

 ـابـا . )15, 14(اپی ژنتیکی است ، تـاکنون تحقیقـات   وجـود نی
یند ترمیم پلاناریا آسطح اپی ژنتیک بر فرریثاتوي محدودي بر ر

ــامآن  ــدهانجـ ــتشـ ــاران . اسـ ــوبرت و همکـ ــ)16(هـ ریثاتـ
که جزو هیسـتون متیـل   SET1/MLLی خانواده کنندگمیتنظ

ي بنیـادي  هـا سـلول را بـر تنظـیم رفتـار    باشندیمترانسفرازها 
دادندقراری بررسمورد، شوندیمها نامیده که نئوبلاستپلاناریا

ي این خانواده را بر تنظیم حفظ پرتوانی هامیآنزو نقش کلیدي 
لـذا بـا توجـه بـه اهمیـت      . ت کردنـد ا اثبـا هاسلولتمایز این و

تغییرات سطح اپی ژنتیک بر فرآیند ترمیم، هدف از این تحقیق، 
بـر  هـا سـلول تغییرات سطوح اپی ژنتیک ریثاتبررسی اهمیت و 

سـطح  ردهنـده ییتغي هاکوللموفرآیند ترمیم پلاناریا با کوچک 
بررسـی تغییـرات   . اپی ژنتیک سلول که عملکرد متفاوتی دارند

درك بهتري در خصوص چگـونگی تنظـیم   تواندیمژنتیکی اپی 
ي بنیـادي  هـا سـلول لکولی حفظ بنیادینگی و تمایز هدفمند وم

شـود یم ـکه یکی از مراحل اصـلی تـرمیم را شـامل    کندفراهم 
ي هـا سـم یمکاناز طریـق شناسـایی   رودیم ـلذا امید . )18, 17(

تغییـرات اپـی   ریثاتي هاسمیمکانمانند لاناریادرگیر در ترمیم پ
مولکـولی و عوامـل   هاسمیمکانژنتیکی بتوان به درك بهتري از 

فرآیند ترمیم انسـان  کنندهکنترل، ممانعت کننده و کنندهفعال
.افتیدستو پستانداران 
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هامواد و روش

ز در این تحقیق، به منظـور انجـام تیمارهـا ا   :داري پلاناریانگه
ــا ــاي پلاناری ــه غه ــون شــده گون Schmidteaیرجنســی کل

mediterraneaاختصاصـی  پلاناریاهـا در محـیط  . شداستفاده
ــاوي  NaClحـ (1.6 mM)+ CaCl2(1.0 mM)+

MgSO4(1.0 mM)+ MgCl2(0.1 mM)+ KCl(0.1

mM)+ NaHCO3(2 mM) 7-2/7باpH= 20تا 18، دماي
بـراي تغذیـه   .اري شدنددگراد و شرایط تاریکی نگهیسانتدرجه 

صـورت هـر   و فریز شده بـه خردشدهپلاناریاها، از جگر گوساله 
انجـام تیمـار بـا    جهتهمچنین . )19(شداستفادهبار هفته یک
هشـت بـا انـدازه در حـدود    يهـا ای ـاز پلانارهـا  کولولکوچک م

نـد اسـتفاده   درا تحمل کرده بویهفته گرسنگکیکه متریلیم
.شد

ها بر اساس سوابق انتخاب کوچک مولکول:هاکوچک مولکول
ثیر اپی ژنتیک اهاي تها در مطالعات بررسی مکانیسماستفاده آن

. )21, 20(هاي بنیادي موشی و انسانی صورت گرفـت  لدر سلو
)23, 22(بر این اساس شش کوچـک مولکـول انتخـاب شـدند     

ــه  ــه ب ــامل  ک ــب ش ــده(BIX01294ترتی ــتونمهارکنن هیس
ــل ــفرازمتیـــــ ــدهG9a( ،RG108)ترانســـــ مهارکننـــــ

Non-nucleosideDNA methyltransferase( ،SAHA

Class I and II HDAC( ،Sodium butyrateمهارکننـده  ( 

ــده ه( ــتونیمهارکننــ ــتســ Tranylcypromine،)لازیداســ

و)MAO-A, MAO-B and LSD1نـــــده مهارکن(
Valproic acid)  باشـند مـی )هیسـتون داسـتیلاز  مهارکننـده .

تهیــه و Tocrisذکــر شــده  از شــرکت يهــامولکــولکوچــک 
.خریداري گردید

هـا، اثـر   پیش از انجام تیمار با کوچک مولکول:سمیت سنجی
مـورد  کشندگی غلظت کوچک مولکول انتخابی بر روي پلاناریـا 

شـده در مقـالات   یهتوص ـي هـا غلظـت ابتدا . زیابی قرار گرفتار
کننـده کوچـک   یـد تولي هـا شرکتهاي توصیه مرتبط و غلظت

هاي نصف حداکثر غلظت ممانعت کنندگی لکول شامل غلظتوم
)half maximal inhibitory concentration (IC50)( و

ــنصــف حــداکثر غلظــت  half maximal effective(ثروم

concentration (EC50)(    ،بررسـی شـدند و طیفـی از غلظــت
شده و دو تا چند برابـر آن، بـراي پلاناریـاي    یهتوصشامل میزان 

کامل و قطع نشده مورد آزمایش قرار گرفت تا در صورت مـرگ  
ي کمتـر بـراي   هـا غلظـت شـده از  یینتعي هاغلظتدر هانمونه

یافتن میـزان غلظـت مناسـب جهـت تیمـار در مرحلـه بعـدي       
.ده گردداستفا

ابتدا به منظور یکنـواختی آزمـایش،   :تیمار با کوچک مولکول
ــا  هشــتحــدود (جهــت تیمــار انــدازه مناســبپلاناریاهــاي ب

انتخاب شدند و هر نمونه با استفاده از تیغ جراحی به ) متریلیم
شـده و قطعـات حاصـل بـه     سه قسمت سـر، تنـه و دم تقسـیم   

از محــیط یتــرلمیلــی1حــاوي خانــه12هــاي پلیــت چاهــک
گـروه  . علاوه کوچک مولکول یا حلال منتقل شدندهاختصاصی ب

اسـتفاده کـه   حلال کوچک مولکول مـورد نوع شاهد با توجه به 
بـوده در نظـر گرفتـه    )DMSO)Dimethyl sulfoxideایآب
و سه تکرار براي هـر تیمـار کوچـک مولکـول و سـه تکـرار       شد

ها  طی مدت پلاناریا. )25, 24(ها انجام شد آزمایش براي نمونه
ثیر تیمار با کوچک مولکول قرار گرفتنـد و در روز  اترمیم تحت ت

جهـت تیمـار از   . بار تعویض محـیط انجـام شـد   سوم تیمار، یک
شده براي هر کوچک مولکول در مقـالات مـرتبط   غلظت توصیه

تعیین سمیت، باعث مرگ و یا اثر منفـی بـر   هايکه در آزمایش
ثیر امنظور بررسی تبه. مانی پلاناریا نشده بودند استفاده شدزنده

1مدت ها بهتیمار بر روي تشکیل بلاستما و فرآیند ترمیم، نمونه
مجهز به دوربین دیجیتال وسیله لوپروز بعد از تیمار به20الی 

بـرداري و  ها عکسنمونهمشاهده شدند و جهت ثبت تغییرات از
.برداري شدفیلم

جهت ارزیابی تاثیر تیمارها بر رونـد فرآینـد تـرمیم، از    :ارزیابی
یله هر کوچـک  وسبهشناسی قطعات پلاناریا پس از تیمار یختر

شـکل طبیعـی   در ریی ـهرگونـه تغ ی و ثبتبررسمولکول شامل 
لیـز  (در محل زخمبلاستماو مراحل ترمیم مانند تشکیلجانور
، تشکیل گیرنده نوري و تشکیل سر، دم و حلـق اسـتفاده   )شدن

این مطالعـه بـر اسـاس مصـوبه کمیتـه اخـلاق پزشـکی و        .دش
ــات      ــتفاده از حیوان ــررات اس ــت مق ــان و رعای ــگاه روی پژوهش

.آزمایشگاهی انجام شده است

نتایج

جهت تیمـار  بررسی اثر کشندگی و تعیین غلظت مناسب
بر سطح اپی ژنتیک سلولثرومي هامولکولبا کوچک 
 ـنتایج حاصل از بررسی 1در جدول  ي هـا غلظـت یر سـمیت  ثات

ي مختلف بر روي پلاناریاهـاي کامـل   هامولکولمختلف کوچک 
شـود، تیمـار بـا کلیـه     یمکه مشاهده طورهمان. استشدهارائه

شده در مقالات مرتبط و دستورالعمل شـرکت  یهتوصي هاغلظت
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7ی پلاناریاهاي کامـل در مـدت   مانندهزیري در ثاتیدکننده تول
کوچـک  6هـاي تیمـار شـده بـا     نمونهروز تیمار نداشت و کلیه

هـدف از ایـن   . ی خود را حفـظ کردنـد  مانزندهمولکول انتخابی 
آزمایش، این امر بوده است که در صورت مشاهده اثر کشـندگی  

از آن غلظـت در  شدهاستفادهکوچک مولکول انتخابی در غلظت 

زیرا در صورت مرگ .ر قطعات در حال ترمیم استفاده نگرددتیما
یر آن کوچک مولکول بر فرآیند ترمیمی ثاتموجود در اثر تیمار، 

لذا در مرحله بعد . کردن مشخص نخواهد شدقطعهقطعهپس از 
ي مناسـب جهـت   هاغلظتها یشآزمابا توجه به مشاهدات این 

.ندشدتیمار تعیین 

شده کوچک مولکول بر پلاناریا کاملیه توصهاي اثر کشندگی غلظتنتایج بررسی:1جدول 
روز7نتایج پس از (µM)غلظت تیمارکوچک مولکولردیف

1BIX-0129420زنده
2RG-1085زنده
3SAHA20زنده
4Sodium butyrate20000زنده
5Tranylcypromin10زنده
6Valproic acid1000زنده

یـر دهنـده اپـی    تغیي هامولکولپلاناریا با کوچک تیمار
ژنتیک

ي انتخابی نشان داد که برخی از هامولکولتیمار با کوچک نتایج
تغییر دهنده سـطح اپـی ژنتیـک بـر فرآینـد      هامولکولکوچک 

اثر بوده و برخی باعث ایجاد تغییرات مشـخص  یبترمیم پلانارایا 
کوچـک  2جـدول  . ندشـد در فرآیند تشکیل بلاسـتما و تـرمیم   

ي هاغلظتبا (هاآندهد که استفاده از یمیی را نشان هامولکول

در حین فرآیند ترمیم باعث ایجاد تغییـر و اخـتلال   ) شدهیینتع
در تشکیل بلاستما و ترمیم قطعـات مختلـف پلاناریـا    توجهقابل

قطعات مختلف پلاناریاهاي تیمار شـده بـا کوچـک    . نشده است
وRG-108 ،BIX-01294،SAHAهـــــــاي مولکـــــــول

Tranylcypromin ازي هـا قسمتروز ترمیم 14توانستند طی
.طور کامل و طبیعی انجام دهندخود را بهدادهدست

ي غیر موثر در ترمیم پلاناریا  هامولکولکوچک :2جدول 
روز15نتایج پس از بدنقطعات(µM)مورداستفادهي هاغلظتکوچک مولکولردیف

1BIX-012942-10-15ترمیم کامل قطعاتدم- تنه-سر
2RG-1085-10-20ترمیم کامل قطعاتدم- تنه-سر
3SAHA5-10-20ترمیم کامل قطعاتدم- تنه-سر
4Tranylcypromin2-10-20ترمیم کامل قطعاتدم- تنه-سر

ي سـدیم  هامولکولاما قطعات پلاناریاهاي تیمار شده با کوچک 
14قـادر نبودنـد در طـی    ) 3جدول (لپوریک اسید بوتیرات و وا

زمان طبیعی کامل شدن قطعـات پلاناریـا در   (روز پس از  برش 
ي تیمـار  هـا نمونـه .ترمیم خود را کامل کنند) هاي کنترلنمونه

هـاي مختلـف در   يناهنجـار دچار هامولکولشده با این کوچک 
ایـت در نهترمیم در قطعات مختلف شامل سر، تنه و دم شده و 

. شدندهانمونهحتی باعث مرگ برخی 

در ترمیم پلاناریاثرومي هاموکولکوچک :3جدول 
بدنقطعات(µM)مورداستفادهي هاغلظتمولکولکوچکردیف

1Sodium butyrate1000-5000-10000دم- تنه-سر
2Valproic acid500 -1000-3000دم- تنه-سر



انهمکارومانا احمدراجی...ترمیم پلاناریا  تغییرات اپی ژنتیکی بر فرآیندریثاتبررسی 

1394475، زمستان 4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

تیمار سدیم بوتیرات
هـاي  بوط به تیمار قطعات مختلـف پلانارایـا بـا غلظـت    نتایج مر

مختلف کوچک مولکـول سـدیم بـوتیرات کـه ممانعـت کننـده       
.ارائه شده است4جدول هیستون داستیلاز است در 

ي تیمـار شـده بـا    هانمونهروزه 30شناسی یخترررسی دقیق ب
هـا غلظـت کوچک مولکول سدیم بوتیرات نشان داد که در کلیه 

قطعات سر توانسـتند بـا   )میکرومولار10000و 5000، 1000(
شـده شـکل و   یمتـرم ي هـا نمونـه خود را ترمیم کنند اما تاخیر

).1شکل (از بین رفتند 14حرکت طبیعی نداشتند و بعد از روز 
کامل طوربههمچنین در اکثر موارد، ترمیم قطعات تنه و دم نیز 

یم قطعـه تنـه   میکرومولار ترم1000انجام شد و تنها در غلظت 
یکرومولار نیز م10000در غلظت ). 2شکل (انجام شد تاخیربا 

ایـن نتـایج   ). 3شـکل  (تشکیل چشم دیده نشـد  در قطعات دم
دهنـد کـه خاصـیت ممانعـت کننـدگی ایـن کوچـک        یمنشان 

ي مختلف ترمیمی در قطعـات مختلـف بـدن را    هاجنبهمولکول 
مختلـف کوچـک   هـاي  یر قرار داده و استفاده از غلظـت ثاتتحت 

.دشمولکول نیز باعث اختلالت متفاوتی 

و 5000، 1000ي هـا غلظـت تیمـار قطعـات سـر پلاناریـا بـا      :1شکل 
کـه در تصـاویر   طـور همـان . Sodium butyrateمیکرومـولار  10000
13تمام قطعات سـر در هـر سـه غلظـت بعـد از روز      شودیممشاهده 

ی داشـتند کـه   ع ـیرطبیشـکل غ کامل تـرمیم شـدند، امـا   طوربهماریت
مردندنیز سرانجام 

Sodium butyrateنتایج تیمار قطعات پلاناریا با کوچک مولکول. 4جدول 

ماریتغلظتکوچک مولکول
)µM(

نتایجتعداد پاسخمرده/ زندهقطعات بدن

Sodium butyrate

1000

مرگ-در ترمیم کاملتاخیر-0/3سر
حیه دمیدر تشکیل ناتاخیر3/01تنه
ترمیم طبیعی3/03دم

5000

مرگ-در ترمیم کاملتاخیر-0/3سر
ترمیم طبیعی3/03تنه
ترمیم طبیعی3/03دم

10000

مرگ-در ترمیم کاملتاخیر-0/3سر
ترمیم طبیعی3/03تنه
هاچشمعدم تشکیل 2/12دم
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لیمـولار تشـک  کـرو یم1000غلظـت  يامورد از قطعات تنـه کیدر. Sodium butyrateمیکرومولار 1000ا با غلظت تیمار قطعات تنه پلاناری:2شکل 
ناحیـه دیـده   نیدر اتا روز شانزدهم توده بلاستمایی شودیمي تیمار شده دیده اتنهدر تصاویر مربوط به قطعات طورهمان. فتانجام گرتاخیردم با هیناح
.پس از روز بیست و سوم دم کوچکی تشکیل شد و شکل طبیعی خود را پیدا کردتیهاندراما .شودینم

میکرو مولار یکـی از قطعـات   10000در تیمار قطعات دم در غلظت . Sodium butyrateمیکرومولار 10000تیمار قطعات دم پلاناریا با غلظت :3شکل 
.نیز زنده نماندندتینهادرودیگر نیز قادر به تشکیل چشم نبودند دو قطعهمرده و 

تیمار والپوریک اسید
از کوچک مولکـول والپوریـک اسـید نیـز کـه ممانعـت کننـده        

یرسـان یـام پیرگذار بر فعالیت مسیرهاي ثاتهیستون داستیلاز و 

ERK ــاز ــروتئین کین اســت، در ســه Wnt/β-Cateninو C، پ
جـدول  (شـد  میکرو مولار استفاده 3000و1000، 500غلظت 

5.(



انهمکارومانا احمدراجی...ترمیم پلاناریا  تغییرات اپی ژنتیکی بر فرآیندریثاتبررسی 

1394477زمستان ،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

Valproic acidنتایج تیمار قطعات پلاناریا با کوچک مولکول.5جدول 

نتایجتعداد پاسخمرده/ زندهقطعات بدن)µM(ماریتغلظتکوچک مولکول

Valproic acid

500

ترمیم طبیعی3/03سر
ترمیم طبیعی3/03تنه
ترمیم طبیعی3/03دم

1000

ترمیم طبیعی3/02سر
هاچشمدر تشکیل تاخیر3/03تنه
ترمیم طبیعی3/03دم

3000

ترمیم طبیعی3/03سر
ي تغییر شکل یافتههاچشمو هاچشمدر تشکیل تاخیر3/01تنه
هاچشمدر تشکیل تاخیر3/02دم

شناسی قطعات تیمار شده با این کوچک یخترهاي یبررس
میکرومولار ترمیم کلیه 500ت مولکول نشان داد که در غلظ

در تیمار با غلظت . کامل و طبیعی انجام می شودطوربهقطعات 
کامل انجام طوربهمیکرومولار نیز ترمیم قطعات سر و دم 1000

با . مشاهده شدهاچشمدر تشکیل تاخیرشد، اما در قطعات تنه 
میکرو مولار، علاوه 3000افزایش غلظت این کوچک مولکول به 

، در برخی موارد )4شکل (در تشکیل چشم قطعات تنه تاخیرر ب

) تررنگکمتر و یدهکش(یرطبیعی غصورتبهنیز تشکیل چشم 
در تاخیرقطعات دم نیز دچار تغییر شکل و ). 5شکل (انجام شد 

صورتبهاما ترمیم قطعات سر .)6شکل (تشکیل چشم شدند 
دهند که تیمار با این یمنتایج نشان . کامل و طبیعی انجام شد

) هاي نوريیرندهگ(هاچشمبیشتر ترمیم سر و لکولومکوچک 
.دهدیمیر قرار ثاتتحت را

تیمار با این کوچک مولکول شودیمکه در شکل مشاهده طورهمان. Valporic acidمیکرو مولار 3000غلظت ي پلاناریا در اتنهتیمار قطعات :4شکل 
.میکرو مولار شده است3000غلظت ي در اتنهقطعات هاچشمشدن لیتکمولیدر تشکتاخیرباعث
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در خصـوص بهدر تیمارهاي قطعات تنه . Valporic acidمیکرو مولار 3000غلظتي پلاناریا در اتنهی در تیمار قطعات عیرطبیغتشکیل چشم :5شکل
.هستندتردهیکشهاچشمکه سیاهی شودیمدیده وضوحبهغلظت سه هزار میکرومولار تغییر شکل فرم سیاهی چشم 

در هاچشملیدر تشکتاخیرشودیمکه در شکل مشاهده طورهمان. Valporic acidمیکرومولار 3000تیمار قطعات دمی پلاناریا با غلظت :6شکل
.ترمیم کاملا مشخص است8نمونه تیمار شده در مقایسه با نمونه شاهد از روز 

بحث 

هـا مولکـول دف این تحقیق توسعه روش اسـتفاده از کوچـک   ه
در ترمیم از طریق تیمـار بـا   ثرومي هاسمیمکانجهت شناسایی 

در هـا آنیی بـوده اسـت کـه تـاکنون نقـش      هـا مولکولکوچک 
نتایج این . استشدهمشخصي بنیادي انسانی و موشی هاسلول

توانـد یم ـهـا مولکولتحقیق نشان دادند که استفاده از کوچک 
ی رسـان امیپروش مناسبی جهت جستجو و غربالگري مسیرهاي 

جدید، بررسی عملکرد فرآیندهاي مختلف سلولی مانند تغییرات 
. )26(فرآینــد تــرمیم پلاناریــا باشــددر ســطح اپــی ژنتیــک در

در این تحقیـق،  شدهارائهدلیل سادگی روش کار بهحالنیدرع
بـا عملکردهـاي   مولکـول امکان بررسی تعـداد زیـادي کوچـک    

ي دیگـر ماننــد  هـا روشدر کـه یدرصـورت مختلـف وجـود دارد،   
غربالگري نیاز بـه زمـان و هزینـه بسـیار     RNAiخاموشی ژن با 

، نتایج نشان دادند که کلیه وجودنیابا. )28, 27(بیشتري دارد
کـه باعـث تغییـر سـطح    اسـتفاده مـورد ي هـا مولکـول کوچک 

ثروم ـدر  فرآینـد تـرمیم پلاناریـا    شـوند یم ـاپی ژنتیک سـلول  
دلیـل مناسـب نبـودن غلظـت     بـه توانـد یمکه این امر اندنبوده
در ایـن  شـده اسـتفاده در مقالات مـرتبط و مقـادیر   شدههیتوص

ریثات ـتحقیق، جهت ایجاد اختلال در فرآیند تـرمیم و یـا عـدم    
) سـطح اپـی ژنتیـک  سـلول    ردهنـده ییتغ(زیمی ي آنهاتیفعال

و ممانعت شده در فرآینـد تـرمیم پلاناریـا    قرارگرفتهریثاتتحت 
هاآنکوچک مولکولی که در ابتدا عدم سمیت 6از میان . باشد
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عـدد در  4ی قرار گرفت، موردبررسی پلاناریاي کامل  مانزندهبر 
نشان ندادند و ي از خودریثاتگونهچیهي انتخابی هاغلظتکلیه 

کامـل و  طـور بهترمیم کلیه قطعات پلاناریا شامل سر، تنه و دم 
دو کـه یدرحـال . ي شـاهد انجـام شـد   هـا نمونهطبیعی مشابه با 

مهارکننـده  والپوریک اسید و سدیم بوتیرات که مولکولکوچک 
باعـث ایجـاد تغییـرات مختلـف در     داستیلاز هسـتند  هیستون

ــد   ــرمیم مانن ــد ت ــاخیرفرآین ــاد  ت ــا ایج ــرمیم و ی ــد ت در فرآین
در تشکیل تـوده  تاخیری مشخص مانند شناسختیرخصوصیات 

. و تولید چشم غیرعـادي شـدند  هاچشمبلاستما یا عدم تشکیل 
داسـتیلاز کـه نقـش    سـتون یهفعالیـت  رسدیمنظر بهنیبنابرا

دارد، جهت فرآیند طبیعی هاژنکلیدي در تقسیم سلول و بیان 
را آمـده دستبههاي علاوه بر این  فنوتیپ.استترمیم ضروري 

در تشکیل توده بلاستما تاخیرگونه ارزیابی نمود که یناتوان یم
هـا در ارتبـاط  بـوده و  عـدم تکثیـر و       با عدم تکثیر نئوبلاسـت 

ها بـافتی باعـث ایجـاد    تمایز نئوبلاست ها به انواع سلولامتعاقب
در تشـکیل  تـاخیر ین همچن ـ. دشویماختلال در فرآیند ترمیم 

ها و یا عدم تشـکیل چشـم بـا  اخـتلال در تمـایز سـلول       چشم
عصبی و ترمیم سیستم عصبی مرکزي پلاناریا ارتبـاط مسـتقیم   

.  دارد

ي مختلـف کوچـک مولکـول   هـا غلظـت ین استفاده از بر اعلاوه 
رســانی و یــا خصوصــیت یــامپباعــث ایجــاد تفــاوت در ســطوح 

. شـد ات مختلف در فرآیند ترمیمی ایجاد اثرامتعاقبعملکردي و 
ایـن بـراي   ازیشپ ـ، هـا مولکولیري از این مزیت کوچک گبهره

ــبررســی  ــر MAPK/ERKرســانی مســیر یــامپیر ســطوح ثات ب
مکانیسم تعیین قطبیت در حین تـرمیم پلاناریـا بـا اسـتفاده از     

اسـت شدهگزارشU0126ي مختلف کوچک مولکول هاغلظت
)24 ,25(.

نتیجه گیري

ثروم ـي هامولکولدهند که کوچک یمنشان شدهمشاهدهاثرات 
ي بنیادي موشی و انسانی هاسلولیی خود نوزادر تکثیر، تمایز و 

یند ترمیم پلاناریـا  آدر فرهاآنرسانی مرتبط با یامپو مسیرهاي 
شـباهت  دهنـده نشـان امـر  کننـد کـه ایـن    یم ـنیز نقش بـازي  

ي بنیادي در بین این موجـودات و  هاسلولهاي تنظیم یسممکان
یک مـدل معتبـر جهـت بررسـی     عنوانبهمناسب بودن پلاناریا 

تعیـین  منظـور بـه وجـود نیبـاا . )29, 28(استمطالعات ترمیم 
ی و عملکردهـاي سـلول   رسـان امیپمسیرها ریثاتدقیق مکانیسم 

ا با تعداد نمونه بیشتر و در این تحقیق، تکرار تیمارهشدهیمعرف

ی ماننــد هیبریداســیون کلــی و لکــولومي هــاروشاســتفاده از 
دیی ـاتجهـت  RNAiو ) FISH( هیبریداسیون فلورسنت درجـا  

ي مختلف ترمیم پلاناریـا  هاجنبهدر شدهیمعرفنقش مسیرهاي 
از این طریق بتوان ضـمن  رودیمامید . )31, 30(ضروري است

ی در فرآینـد تـرمیم پلاناریـا و    رسانامیپبررسی نقش مسیرهاي 
ی با استفاده از غلظت کوچک رسانامیپسطوح  مختلف نیهمچن

ي میـان عملکـرد مسـیرهاي    هاشباهتي مختلف، به هامولکول
نوزایی و فظ خودی مرتبط در فرآیند ترمیم پلاناریا و حرسانامیپ

.ي بنیادي جنینی انسانی و موشی پی بردهاسلولپرتوانی  

تشکر و قدردانی

شـده میناترویانپژوهشگاهسويازطرحاینانجامهايهزینه
هـا و همکـاري صـمیمانه کارکنـان    حمایـت ازهمچنین.است

.دشومیو قدردانیتشکر2و 1هاي رده آزمایشگاه
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Abstract

Aim: In this study, we explored the effect of epigenetic modifications on planarian regeneration
process by treating with small molecule epigenetic modifiers

Material and Methods: Planaria worms were cut into 3 sections including head, trunk, and tail
regions and treated with 6 small molecules with epigenetic modification effects. All samples were
evaluated morphologically for 20 days to monitor the effects on regeneration process.

Results: Morphological analysis of samples treated with selected six small molecules with different
epigenetic modification functions revealed that treating with two of them including Sodium butyrate
and Valporic acid will result in delayed head, trunk, and tail fragments regeneration, and delayed eye
formation in trunk and tail fragments, respectively. In addition, samples treated with other four small
molecules including BIX01294, RG108, SAHA, and Tranylcypromine with other epigenetic
modification functions, regenerated normally.

Conclusion: These results indicating that different epigenetic levels and activity of histone
deacetylases play a key role in planarian regeneration and inhibition of histone deacetylases activity
will result in abnormal regeneration. However, further work is needed to determine the exact
mechanism of histone deacetylases activity effect on planarian regeneration process. Finally, we hope
to understand more about the underlying mechanism of planarian and vertebrate’s regeneration
inhibition and activation using these findings.
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