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Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) are  important cellular components in 

the microenvironment of various types of cancers, including multiple myeloma (MM); 

their dynamic interactions with malignant cells can control the tumor 

microenvironment (TME) to favor the progression, drug resistance, and survival of 

cancer cells. It is shown that not only are MM cells influenced by the environmental 

cells, but also malignant cells affect the behavior of other cells in the TME. Secreted 

signaling factors are important players in this scenario. Accordingly, MSCs derived 

from TME, affected by cancer cells, are different from normal MSCs; therefore, in 

cases of disease modeling and drug screening studies, optimization of MSCs culture 

condition and their priming with cancer cell-derived secretome are crucial 

considerations to become more similar to the patient-derived MSCs. In this regard, 

conditioned medium, which is derived from the supernatant culture medium of cultured 

cells, contains cell-secreted factors and can be used as a source of cell secretome. 

Aims: This study attempted to evaluate the effect of conditioned medium derived from 

the myeloma cell line U266 (U266-CM) on the proliferation, cell cycle, and 

differentiation of bone marrow-derived MSCs (BMMSCs). 
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 Materials and methods: U266 cells were cultured in RPMI-1640 complete culture 

medium, and their conditioned medium was collected after two days of culture and 

stored. Since the basal culture medium of the U266 cell line (RPMI-1640) was different 

from the basal culture medium of BMMSCs (DMEM), in the first step, the impact of 

changing the culture medium from DMEM to RPMI-1640 on the proliferation and 

viability of BMMSCs was evaluated. In the next step, the effects of U266-CM 

treatment on the proliferation, cell cycle, and differentiation of BMMSCs into 

osteoblasts and adipocytes were assessed. Alkaline phosphatase activity assessment 

and Alizarin red staining were performed to evaluate the osteogenic differentiation, and 

Oil red O staining was carried out to assess the adipogenic differentiation. BMMSCs 

cultured in DMEM complete media were considered as control group. 

Results: Changing the culture media from DMEM complete media to RPMI-1640 

complete media affected the viability and proliferation rate of BMMSCs; however, up 

to 48 hours, the viability and proliferation rate of cells cultured in both culture media 

were maintained. Therefore, 48 hours was selected as the optimum incubation time of 

BMMSCs with U266-CM. Treatment with U266-CM decreased the proliferation rate 

of BMMSCs, assessed by cell counting and cell cycle analysis. Moreover, BMMSCs 

cultured in U266-CM showed slightly increased osteogenic differentiation and 

maintained their adipogenic propensity. 

Discussion: Our results showed that CM derived from the MM cell line affected the 

proliferation rate and the differentiation potential of BMMSCs. These observations 

highlighted the importance of a more similar recapitulation of BMMSCs culture 

condition to the TME, for disease modeling and drug screening studies. Further 

experiments, including providing dynamic interactions of MSCs with MM cells in 

direct or indirect co-culture systems, are required to better recapitulate TME conditions 

for MSC priming. Moreover, for mechanistic analysis, evaluation of the secreted 

factors and assessment of expressed transcripts and proteins are highly recommended 

for future studies. 

Conclusion: In summary, U266-CM influenced the proliferation rate and the 

differentiation potential of BMMSCs. 
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 یادیبن یهاسلول  زیو تما  ریتکث زانیبر م یی لوما یم یشده با رده سلول  یکشت شرط طیاثر مح 

 مغز استخوان  یمیمزانش

 *3، فاطمه باقری*2، صدف وحدت1، ندا یساری1لوفاطمه کوسه 

 ای، دانشگاه تربیت مدرسرشتههای بین، دانشکده علوم و فناوریو سلامت یستیز، نیادیعلوم بنهای بنیادی و بازسازی بافت، گروه کارشناسی ارشد، فناوری سلول 1

 شناسی، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرساستادیار، علوم سلولی کاربردی، گروه خون 2

 دانشیار، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده مهندسی شیمی، دانشگاه تربیت مدرس 3

 

 چکیده   واژگان کلیدی 

 یادیلبلنل  یهلاسلللللول

 یمیمزانش

 لومایم  پلیمالت

  یهلا ترشللحلات سلللول

 میبدخ

  ی کشللت شللرط  طیمح 

 شده

 ها، ازانواع مختلف سرطان  طیزمحیمهم در ر یسلول یها( از اجزا MSC) یمیمزانش یادیبن یهاسلول  هدف: 

منظور کاربرد آن ها در مطالعات شبیهسازی  بیماری ها  و غربالگر ی  به  ن،ی بنابرا  .هستند  لوما،یم  پلیجمله مالت

دارویی،  بهینه سازی شرایط  کشت و مواجهه آن ها با ترشحات مشتق از سلول های سرطانی،  به ایجاد شرایطی  

شبیهتر  به ریزمحیط  بیمار ی  کمک میکند. بههمین  دلیل،  در این  مطالعه تلاش شد تا  تاثیر  ترشحات رده  

سلولی  میلومایی  U266  بر تکثیر  و تمایز  MSCهای  مشتق از مغز استخوان ارزیابی  شود. مواد و روش ها:  

سلول های رده U266 کشت و محیط شرطی شده با آن ها )U266-CM(، پس از دو روز کشت، جمع آور ی و  

ذخیره ساز ی  شد. از آنجایی  که محیط   کشت پایه  رده سلولی  U266  با محیط  کشت پایه  MSCها متفاوت بود،  

ابتدا  تاثیر  تغییر  محیط  کشت از  DMEM  به  RPMI، بر تکثیر  و زندهمانی  MSCها ارزیابی  شد. در مرحله  

بعد، اثر تیمار  با  U266-CM  بر تکثی ر،  چرخه سلولی  و تمایز  MSCها به استئوبلاست ها و سلول های  چربی  

بررسی  شد. نتایج:  تغییر  محیط  کشت از محیط  کامل  DMEM  به محی ط  کامل  RPMI  بر میزان  زنده مانی  و  

تکثیر  MSCها  تاثیر  گذاشت، با  این  وجود،  تا  48  ساعت، میزان  زنده مانی  و تکثیر  سلول های  کشت شده در هر  

دو محیط  کشت حفظ شد. به علاوه، تیمار  با  U266-CM  سرعت تکثیر  MSCها را کاهش داد و تمایز  به رده   

استخوانی  و  تمایل   چربیزایی  آنها را حفظ نمود. نتیجهگیری:  نتایج  نشان داد که محیط   کشت شرطی  شده  

مشتق شده از رده سلولی  U266  بر می زان  تکثیر  و پتانسیل  تمایز  MSCها  تاثیر  میگذارد  و در نتیجه،  اهمیت  

 شبیهساز ی  شرایط  کشت  MSCها با ریزمحیط  تومور را برجسته می کند.   

 1404/ 01/ 18تاریخ دریافت: 

 1404/ 03/ 27تاریخ بازنگری: 

 1404/ 04/ 07 تاریخ پذیرش:

 همقدم -1

 لیخون را تشک  یهادرصد از سرطان  10  ن،یرهوچکیسرطان خون است و پس از لنفوم غ   عینوع شا  نیدوم  لوما یم  پلیمالت

طور غ یرقابلکنترلی  تکثیر  شوند. علیرغم  پ یشرفت  در  به  ییپلاسما   یهاکه سلول   دهدیرخ م  ی زمان   یماریب  نی. ا(2,  1)  دهدیم

رویکردهای درمانی  و ترکیبات دارویی  که منجر به بهبود پاسخ و افزایش میزان بقای بیماران میشوند،  عود و مقاومت درمانی از  

 مشکلات اساسی این بیماری است )5-3(. 

عنوان  ها، بهآن  طیزمحیو ساختار ر  بیها با ترکهمه سرطان  با یو رفتار تقر  شرفتیپ  جاد،یاند که امختلف نشان داده  مطالعات 
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مثال، مغز استخوان در سرطان مالت یپل  میلوما،  در ارتباط است. شایان   ذکر است که سلولهای  بنیادی  مزانشیمی  )MSCها( انواع  

سلول های  فراوان در مغز استخوان   هستند که نقش مهمی  در تنظیم  خون سازی  طبیعی  و همچنین  پ ی شرفت  سرطان دارند  )6,  

7(. بهطور کلی،  این   سلولها که  بهعنوان  سلول های  مزودرمی   طبقهبندی  میشوند،  م یتوانند  از بافتها ی  پ یوندی،  مانند تاندونها  

و ماهیچهها   و همچنین،  مغز استخوان )منبع اصلی   آنها( مشتق  شوند. این   سلولها چند توان هستند و م یتوانند  در شرایط 

آزمایشگاهی ،  به استئوبلاست ها، سلول های  غضروفی  و سلولهای چرب ی تمایز  یابند. همچنین، به ظروف پلاستیکی  میچسبند و 

بر نقش آنها در زیستشناس ی  سرطان،  MSCها منابع  بیان  میکنند  )7,  8(. علاوه  شاخصهای  سطح سلولی  غ یرخونساز  را 

سلولی  امیدوارکنندهای  در رویکردهای  پزشکی  بازساختیِ  مبتنی  بر سلول در نظر گرفته م یشوند  )9(. در این   راستا،  ی افتههای  

اخیر  مطرح کردهاند که ظرفیت  بازسازی  MSCها و همچنین  ارتباط آنها با توسعه سرطان، به احتمال ز یاد   بهدلیل  اثرات پاراکرین  

 آن ها است )10(. 

منظور  استفاده از  MSCها در شبیه سازی  بیماری ها  و مطالعات پزشکی  بازساختی،  نیاز  به بهینهسازی  شرایط  کشت این  به

سلول ها است.   بنابراین،   انتخاب محیط  کشت مناسب و تقلید   از عوامل محیطی  خاص، مؤثر بر رفتار آنها،  تاثیرگذار  خواهد بود 

)11(. متغیرهایی   مانند سطح اکسیژن،  بستر  کشت، پ یامهای   خارج سلولی،   محرکهای  التهاب ی   و تغییرات  ژنتیکی  بهشدت بر  

ویژگیهای  این  سلول ها  تاثیر  میگذارند. در این  راستا، شبیه سازی  دقیق  این  شرایط  به مطالعات مدلسازی  بیماری ها  و پزشکی 

بازساختی  کمک خواهد کرد  )12( . بر این  اساس، ترشحات مشتق شده از سلولهای  سرطانی  م یتواند  مواد شیمیایی  پ یامرسان  

را برای  MSCها فراهم کند تا به وی ژگیهای  MSCهای  مشتق شده از بیماران  شبی ه  شوند. به همین  منظور، در این  مطالعه سعی  

شد  تا  تاثیر  ترشحات رده سلولی  م یلومایی  U266  را بر ویژگیهای   MSCها بررسی  کنیم. بنابراین،  تکثیر،  چرخه  سلولی  و تمایز  

MSCها به استئوبلاست ها و سلولهای  چربی  در حضور محیط  شرطی  شده مشتق شده از رده سلول ی  U266،  بهعنوان  محیط  

 حاوی ترشحات این رده سلولی،  مورد ارزیابی قرار گرفت.

 ها مواد و روش -2

 ی داری( خرRSCB0787)  ان یپژوهشگاه رو ی ادیبن ی هااز بانک سلول  هاسلول:  مشتق شده از مغز استخوان ی هاMSCکشت  

  ی گاو  نیسرم جن  درصد  15(، همراه با  رانی، اBI-1004، شماره کاتالوگ   Bioideaبا گلوکز کم )   DMEMکشت    طیشدند و در مح

(FBS)  (DNAbioTech شماره کاتالوگ ،DB9723و در دما رانی، ا )2  درصد  5 ، گرادسانتیدرجه  37 یCO  درصد  95 وبتو رط 

 کشت شدند. از این پس، این  محیط کشت بهعنوان محیط کشت کامل DMEM  نامی ده  میشود. 

 ران یا  یکیژنت  ریذخا   یاز مرکز مل  U266  یسلول  رده :  شده  یکشت شرط   ط یمح  یآورو جمع  هیو ته  U266  یرده سلول  کشت

(IBRCC10148خر )1640  طیدر مح  تریلیلیسلول در م  5×    510ها با تراکم  شد. سلول   یداری-RPMI  (Bonbiotech شماره ،

کشت   درصد  95و رطوبت    2CO  درصد   5  ،گرادسانتیدرجه    37  ی، در دماFBS  درصد  51  ی( حاورانی، ا4030224کاتالوگ  

 داده شدند. این  محیط از این پس، محیط کامل RPMI نامیده م یشود. 

مدت  به  قهیدور در دق  1200با سرعت    یسلول  ونیساعت پس از کشت، سوسپانس  48شده،    یکشت شرط  طیمح  یآورجمع   یبرا

5 دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع  رویی با استفاده از فیلتر 0/22 میکرومتر فیلتر شد. در نهایت،  محیط ف یلترشده تا استفاده بعدی  

 در دمای 80- درجه سانتیگراد  نگهداری شد )13(. 

منظور  بررسی  اثر به مرحله اول،    در:  U266  (U266-CM)ی  شده توسط رده سلول  یکشت شرط  ط یها در محMSC  کشت
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در   ی چاهک -12  ت یمربع در پل  متریسلول بر سانت  4×    310ها با تراکم  RPMI  ،MSC-1640به    DMEMکشت از    طیمح  رییتغ

از تفاوت در غلظت سرم، محیطهای   اثرات احتمالی ناشی  محیطهای  کامل  DMEM  یا   RPMI  کشت شدند.   بهمنظور  حذف 

کشت مورد استفاده در تمامی گروهها شامل درصد یکسانی از سرم ) 15  درصد( بودند.   سپس،  24،  48  و  72  ساعت پس از کشت،  

میزان  تکثی ر  و   برای  محاسبه  و  ایران( جدا شدند   ،BI-1602  کات الوگ تریپسین-Bioidea(  EDTA، شماره  افزودن  با  سلول ها 

 زندهمانی آنها، با استفاده از رنگآمیزی با تریپان بلو )Bioidea، شماره کاتالوگ  BI-1803-02، ایران( شمارش شدند. 

کشت داده شدند و پس از    DMEMکشت کامل    طیمربع در مح  متریسلول در سانت  4×    310ها با تراکم  MSCمرحله بعد،    در

  درصد   15)با غلظت ثابت    DMEMکامل    طیشده در محکشت  یهاشد. سلول  نیگزیجا   U266-CMکشت با    طیساعت، مح  24

عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند. پس از 48 ساعت کشت در  U266-CM، سلولها جدا  به( U266-CMسرم، مشابه گروه 

 شده، با تریپان بلو رنگآمیزی و شمارش شدند تا میزان تکثیر و زندهمان ی آنها محاسبه شود. 

منظور  انجام آنالیز  چرخه سلولی،  سلول ها بعد از جدا شدن از کف ظرف، در اتانول  به:  یتومتری با فلوسا  یچرخه سلول  یبررس

 RNase  ایران( شسته شدند و در حضور  100  میکرولیتر ،S0201  شماره کاتالوگ ،BioBench (  PBS  70  درصد  تثبیت  شدند، با

A، با  PI   بهمدت  30  دقیقه  رنگ آمیزی  شدند. پس از حذف رنگها ی  متصلنشده، تجزیهوتحلیل  چرخه سلولی  توسط سی ستم  

 فلوسایتومتر )BD Biosciences ،BD FACSCanto II( انجام شد و دادهها با نرم افزار Flowjo تجزیهوتحلیل شدند. 

  ی هاطیها در محبا کشت سلول  ب،یها، به ترتMSC  ییزایو چرب  ییزااستخوان   زیتما  لیپتانس:  هاMSC  یز یتما  لیپتانس  یبررس

مدت   24  ساعت در مح یط  کامل  DMEM  کشت بهها  MSCمنظور،    ن یا  یشد. برا  ی ابیارز  یچرب   ا ی  یالقاکننده به رده استخوان

داده شدند و پس از آن، محیط کشت با U266-CM بهمدت 48 ساعت جایگزین شد. سپس، سلولها با محیطهای القاکننده به  

رده استخوانی  )بهمدت  21  روز(  یا  القاکننده به رده چربی  ) بهمدت  14  روز( تیمار  شدند. محیط  تمایزی  هر سه روز  یکبار  تعویض  

 میشد. 

)  ن یآلکال  تیفعال سلول ALPفسفاتاز  مح  مارشده یت  ی ها(  استخوان  طیبا  رده  به  ک  یالقاکننده  از  استفاده    ALPسنجش    تیبا 

(Biorexfars شماره کاتالوگ ،BXC0187مطابق دستورالعمل کرانی، ا ،)جذب در  زانیشد و م یابیپس از القا ارز  21در روز  ت،ی

علاوه،  رنگآمیزی  آلیزارین رد برای   ارزیابی  تمایز  استخوانی  در  MSCها انجام شد. بدین  منظور، . بهدش  یریگنانومتر اندازه  405

21  روز پس از القای  تمایز،   سلولهای  شستهشده با  PBS  بهمدت  15  دقیقه  در متانول تثبیت  شدند. سپس، سلولها با محلول 

رنگ آلیزارین  رد  1  درصد  رنگ آمیزی  شدند و  5  دقیقه  پس از انکوباسیون، سلول ها با آب مقطر شسته شدند. در نها یت،  با استفاده  

پلیت  48-چاهکی  با  250  از  چاهک  برای  تجز یهوتحلیل  کمی،  هر  گرفت.  تصویربردار ی  انجام  کنتراست،  میکروسکوپ  فاز  از 

 میکرولیتر اسید استی ک 10 درصد بهمدت 30 دقیقه انکوبه شد و میزان جذب در 405 نانومتر اندازهگیری شد )14(. 

ارزیابی  قرار گرفت. برای  این  به منظور  ارزیابی  تمایز  به رده چرب ی،  تشکیل  واکوئلهای  چربی  با رنگآمیزی  Oil Red O  مورد 

منظور، 14 روز پس از القای تمایز  به رده چربی، سلول ها با PBS شسته و سپس، به مدت 1 ساعت در فرمالین 10 درصد تثبیت  

شدند. فرمالین  پس از تثبیت  حذف شد و  سلولها   با محلول  1  درصد  Oil Red O   بهمدت   15  دقیقه  رنگآمیزی  شدند. پس از  

 انکوباسیون، سلول ها با آب مقطر شسته شدند و تصاویر با استفاده از میکروسکوپ فاز کنتراست گرفته شد. 
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 آنالیز آماری   -3

صورت میانگ ین  ±  انحراف  معیار  )SD( ارائه شده است. گروهها از نظر آماری،  با استفاده از روش آزمون  -tبه  ج یدر نمودارها، نتا

test  با استفاده از نرمافزار آماری  GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)  مقایسه  شدند.  

 بهعلاوه، P-value کمتر از 0/05 از نظر آماری معنیدار در نظر گرفته شد.

 نتایج  -4

 ها MSC  یمانو زنده  ریکشت بر تکث   طی مح  ر ییتغ  تاثیر 

که هدف   این مطالعه  ارزیابی  اثر  U266-CM  بر ویژگ یهای  MSCها بود، و از آنجایی  که محی ط  پایه  در محیط شرطی  ییاز آنجا

شده  RPMI-1640  بود، در گام اول،  تاثیر  تغییر  محیط  از  DMEM  به  RPMI-1640  را بر تکثیر  و زندهمانی   MSCها  

ارزیابی  کردیم .  همانطور که در شکل  1A  نشان داده شده است، تعداد سلولها در مقایسه  با تراکم  کشت  اولیه  )که  در نمودار،  

بهصورت  افزایش چند برابری کشت  ارائه شده است( در هر سه  بازه زمانی   در هر دو گروه افزایش   ی افته  است. هنگام یکه سلولها  

در  محیط  کامل  DMEM  کشت داده شدند، تکثیر  طی  زمان افزایش  یافت .  با این  وجود، در محیط  کامل  RPMI،  حداکثر  

میزان تکثیر  در  48  ساعت پس از کشت مشاهده شد.  بهعلاوه، زندهمانی  سلولی  تا  48  ساعت پس از کشت در هر دو محیط  کامل  

DMEM  و  RPMI  حفظ شد و  72  ساعت پس از کشت در هر دو محیط  کشت کاهش  یافت،   اگرچه زندهمانی   سلولهای 

کشتشده در محیط  کامل  RPMI  کمتر از سلول های  کشتشده در محیط  کامل  DMEM  در هر سه  بازه  زمانی   بود )شکل  

1B(.  بنابراین،   48  ساعت را  بهعنوان  مدت زمان کشت بهینه  در محی طهای  کشت مبتنی  بر  RPMI، مانند U266-CM، برای  

 آزمایشهای  بعدی  انتخاب شد.

 

 

 

 

 

 

 

میزان افزایش سلول نسبت به تراکم سلولی اولیه    اری با معکه  ها  MSC  ریتکث  یاب یارز  (A) ها.MSC  یمان و زنده  ریکشت بر تکث  طیمح  رییتغ  تاثیر  :1شکل  

های  24،  48  و  72  ساعت در دو محیط مورد  مانی در زمان( میزان زندهB)   .( ارائه شده استfold of expansion vs. seeding densityشده )کشت

 بررسی. تعداد تکرار=1.
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 ها MSC یچرخه سلول  یو الگو  ریبر تکث  U266-CM  کشت در  تاثیر 

ا داد  U266-CMها در  MSCمرحله،    نیدر  تکث  ه شدند کشت  ارزآن  یو چرخه سلول  ریو سرعت    قرار گرفت.   یاب یها مورد 

طور که در شکل  A2  ارائه شده است،  میزان تکثیر  سلول های  کشت شده در  U266-CM  در مقای سه  با سلول های  کشتشده  همان

در محیط  کامل  DMEM  کاهش  یافت.   بهعلاوه ،  الگوی  چرخه سلولی  سلولهای  کشتشده در  U266-CM  نسبت به سلول های  

کشتشده در محیط کامل DMEM تغییر کرد )شکل C2 ،B2(، و درصد سلول های توزیعشده در فاز sub-G1 افزایش و در  

 .)2D کاهش ی افت )شکل DMEM نسبت به سلول های  کشتشده در محیط  کامل G2/M و S ،G1  فازهای 

 

  اریبا معکه ها  MSC  ریتکث  یاب ی ارز   U266-CM.   (A )  ای  DMEMکامل    طیشده در محکشت  یهاMSC  یچرخه سلول یاب یو ارز   ریتکث  میزان:  1شکل  

  ینمودارها  ( Cو    B)   . ( ارائه شده استfold of expansion vs. seeding densityشده )میزان افزایش سلول نسبت به تراکم سلولی اولیه کشت

شده در مراحل مختلف  عیتوز  یها درصد سلولU266-CM  (C).  (D  )و  DMEM  (B  )کامل    طیشده در محکشت  ی هاMSC  یچرخه سلول  ستوگرامیه

 . 1تعداد تکرار= .یچرخه سلول

 

 هاMSC  ز یبر تما  U266-CM  کشت در  تاثیر 

عنوان یکی دیگر  از ویژگیهای  مهم MSCها،  پتانسیل تمایز  آنها  را پس از کشت در  U266-CM ارزیابی  کردیم.  بهمنظور  به

ارزیابی  تمایز   استخوانی، رنگآمیزی  آلیزارین  رد و ارزیابی   فعالیت   ALP  انجام شد.   همانطور که در شکل  3A  ارائه شده است، 
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با   القای  تمایز  مشاهده  شد.  بهعلاوه،  تجزیه  و  تحلیل  کمی  سلول های  رنگآمیزیشده  از  رسوبات کلسیم  در هر دو گروه پس 

آلیزارین  رد،  افزایش  رسوب کلسی م  را در گروه تیمارشده با  U266-CM  در مقایسه  با سلولهای  کشتشده در محیط  کامل  

DMEM  نشان داد، اگرچه این  تفاوت از نظر آماری  معنیدار  نبود )شکل  B3(.  همچنین،  همانطور که در شکل  3C  نشان داده  

شده است،  مشابه رنگآمیزی آلیزارین رد، فعالیت ALP در گروه  کشت شده در U266-CM  در مقای سه با گروه کشتشده در 

محیط  کامل  DMEM  بهمیزان کمی  افزایش  یافت  که از نظر آماری معنادار نبود.  از سوی  دیگر،  رنگآمیزی  Oil Red O  تمایز  

 MSCها را به سلولهای چربی در هر دو گروه نشان داد )شکل 4(.  

 

  ی زیآمرنگ ی کم ( آنالیز B) .(× 10: عدسی) رد  نی زاریآل یزیآمرنگ  ریتصاو U266-CM. (A )شده با تیمار یهاMSC ی استخوان  ز یتما یاب ی ارز :3شکل 

 .3تعداد تکرار= .ALP  تیفعال ی اب ی ارز ( C)  رد. نی زاریآل

 

 

 .(×10 عدسی) U266-CM (B) شده با ماریت ا ی DMEM  (A)کامل طیشده در محکشت یهاسلول Oil Red O یزیآمرنگ 2شکل 
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 بحث  -5

کنشهای  پویای  سلولهای  م یلومایی  با اجزای ریزمحیط آنها نقش مهمی  در پ یشرفت  بیماری مالتیپل میلوما  ایفا  میکند برهم

)15,  16( . مطالعات نشان دادهاند که نه تنها سلولهای   میلومایی  تحت  تاثیر  سلولهای   ریزمحیط  هستند، بلکه سلولهای  بدخیم  

نیز  بر رفتار سایر  سلولها در  ریزمحیط  تومور  تاثیر  میگذارند   )16,  17(. عوامل پ یامرسان  ترشحشده  بهعنوان  بازیگران  مهم در 

این  سناریو  هستند  )18(. در این  راستا، محیط  کشت شرطی  شده با ترشحات سلول میتواند  یک  ابزار مناسب را برای  شبی ه سازی  

ارتباط غ یرمستقیم  سلول-سلول در ریزمحیط  فراهم کند   )19( .  بر  ای ن  اساس، در این   مطالعه، ارزیابی   تاثیر  U266-CM  بر رفتار  

MSCها،  بهمنظور  استفاده از آنها در مطالعات آتی   شبیه سازی  بی ماری،  انجام شد. بنابراین،   در گام اول،  تاثیر  تغییر  محیط  

کشت از محیط  کشت کامل  DMEM  به محیط  کشت کامل  RPMI  ارزیابی   شد. نتا یج  ما میزان  زندهمانی   بیشتر  سلولهای 

کشتشده در محیط کامل  DMEM را در مقایسه با سلولهای کشت شده در محیط کامل RPMI نشان داد. نکته قابل توجه  

این  است که در میان  این  دو محیط  کشت رایج  )DMEM  و  DMEM  ،)RPMI-1640  معمولاً برای  سلول های  با رشد سریع  

مانند فیبروبلاستها  و سلولهای  اپ یتلیال استفاده م یشود. در واقع،  RPMI-1640 حاوی غلظت کمتر گلوکز، کاهش محتوای  

اسید آمینه و غلظت کمتر ویتامین در مقایسه با DMEM است. مشابه سایر سلولها، رفتار و کینتیک رشد MSCها م یتواند  

بر اساس محیط  کشت و مکملها ی  استفادهشده متفاوت باشد  )20( .  بر اساس نتایج این بخش ، بازه زمانی  48  ساعت برای  ارزیابی  

اثرات  U266-CM  بر  MSCها انتخاب شد.  لازم به ذکر است که  مطالعات  دیگر  نیز  از  این بازه زمانی  برای  بررسی  اثرات  محیط  

کشت شرطی شده بر سلولها استفاده کردهاند )21-23( . با اینحال، بررسی اثرات بلندمدت م یتواند اطلاعات بیشتری در مورد  

آینده،   بازههای  زمانی   بنابراین،  پ یشنهاد  م یشود  که  در  مطالعات  آورد.  تغییرات  فنوتیپی  فراهم  پای داری  پاسخهای   سلولی  و 

 متنوع تری برای تحلیل پویای پاسخ MSCها به محیط کشت شرطی شده  در نظر گرفته شود.

از طرف دیگر، بررسی چرخه سلولی   . افتی کاهش    U266-CMها پس از کشت در  MSC  ریتکث  زانیما نشان داد که م  جینتا

نسبت به گروه کنترل بود. همچنین،   U266-CMپس از تیمار با   G2/Mو  G1 ،S ی فازهاها در  نمایانگر کاهش درصد سلول

عنوان شاخصی بهتواند نسبت به گروه کنترل می U266-CMدر گروه کشت شده در   sub-G1فاز  ها درافزایش درصد سلول

از وقوع آپوپتوزیس  تفسیر شود  ) 24(.  از آنجاییکه  تمرکز این  مطالعه بر مقایسه  ویژگی  MSCها در شرایط  کشت در مح یط  

استاندارد با شرایط  کشت در  U266-CM  بود،   از  تیمار  اختصاصی  با فاکتورهای  رشد استفاده نشد.   مشاهدات ما در راستای 

یافتههای  مطالعهای  دیگر  بود که نشان داده است تکثیر  MSCهای  جداسازی  شده از مغز استخوان بی ماران  مالتیپل  میلوما  کمتر  

از اهداکنندگان سالم بود  )25(. همچنین، در مطالعهای که در سال  2007 منتشر شد، نشان داده شد که MSCهای جداسازی  

شده از مغز استخوان بیماران  مالتیپل  میلوما  ظرفیت  تکثیری  بسیار  کمتری  نسبت به  MSCهای  جداسازی  شده از اهداکنندگان  

سالم دارند و بیان  گیرندههای  PDGF α  و  EFG  ،IGF-1 ،β  و  NGF  روی  سطح  MSCهای  مشتق شده از بیمار  در مقایسه  

میزان  تکثیر  MSCهای  طبیعی   داده شد که  دی گری  نشان  در مطالعه  بهعلاوه،  با  MSCهای  طبیعی   کاهش مییابد   )26(. 

بهمیزان  معناداری  بیشتر  از  MSCهای  بیماران  مالتیپل  میلوما  است و  MSCهای  اهداکنندگان سالم م یتوانند  برای  مدت زمان  

طولانیتری  در کشت نگهداری  شوند.  بهطوری که،  MSCهای   بیماران  مالتیپل  میلوما   تکثیر  خود را متوقف کردند و پس از چهار  

پاساژ، مردند  )27( . از سوی  دی گر،  در مطالعه دیگری  نشان داده شد که کشت همزمان  MSCها با ردههای  سلولی  مالتیپل  میلوما   

منجر به افزایش  میزان  مرگ سلول ی  در  MSCها میشود،  که میتواند  توجیه  احتمالی  بر افزایش  درصد سلولهای  توزیع  شده 

در فاز  sub-G1  پس از کشت در  U266-CM  باشد  )28( .  ذکر این نکته حائز اهمیت است که در این مطالعه از رنگ آمیزی  
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تریپان بلو برای ارزیابی تعداد سلول و زندهمانی استفاده شد. هرچند این یک روش رایج و معتبر است  )29,  30(، استفاده از  

روشهای ارزیابی دقیقتر، از جمله تست  MTT، میتواند برای تحلیل بهتر  تاثیر   U266-CM  بر  MSCها، در مطالعات آتی  

از   اطلاعات دقیقتری  برابر شدن، میتواند  زمان دو  مانند  تکمیلی،  از شاخصهای  استفاده  قرار گیرد.  بهعلاوه،  استفاده  مورد 

U266-  پس از کشت در  sub-G1  دینامیک رشد سلولی فراهم سازد.   همچنین، بررسی چرخه سلولی و حضور سلول ها  در  فاز

CM  میتواند بهصورت غیرمستقیم آپوپتوزیس   را نشان دهد  )24(؛ از این رو، استفاده از آزمون های اختصاصی، مانند ارزیابی  

فعالیت کاسپازها یا رنگآمیزی Annexin V/PI، میتواند اطلاعات دقیقتری درباره مرگ سلولی فراهم آورد و برای مطالعات  

 آتی بهمنظور بررسی مکانیسم اثر پیشنهاد میشود. 

مثال، نشان داده شده   یکشت است. برا  یهاطیثر از محاها متMSC ز یتما لیو پتانس ی ژگیاند که ومختلف نشان داده مطالعات 

  ریز  ی مشتق از چرب  یهاMSC  ریتکث  تیحفظ ظرف  یبرا  یمناسب  هیپا  ی هاطی، محα-MEMبا گلوکز کم و    DMEMاست که  

 ی گری مطالعه د  ن،ی. همچن(31)  شد  یو استخوان  یچرب  یهاها به ردهMSC  زیمنجر به کاهش تما  DMEM/F12بودند و    یجلد

  ت یبر ظرف  مارانیسن ب  ن،ی ها هستند. علاوه بر اMSC  ریتکث  زانیثر بر موکشت و تعداد پاساژ دو عامل م  طینشان داد که مح

  ل یبر تما  توانندیم   ییلومای م  یهاسلول   گر،ید  ی. از سو(20)  گذاردیم  تاثیرمختلف    یهاط یشده در محکشت  یهاMSC  زیتما

.  (32)  مشاهده شود  زیشده ن  یکشت شرط  طیاستفاده از مح  قیاز طر  تواندیبگذارند، که م  تاثیر  طیزمحیها در رMSC  زیتما

ها را  به استئوبلاست  زیتما  توانندیم  IL-4و   TNF-α  ،IL-1شده مانند  یکشت شرط طیموجود در مح یهان یتوکیاز س یبرخ

 ت یها را تقوبه استئوبلاست   زیتما  توانندیم  IFN-αو    1-نیوتروفی، کاردIL-10  ،IL-1مانند    گرید  یکه برخ  یمهار کنند، در حال

  شیافزا  ن یبه استئوبلاست مرتبط است، گرچه ا  زیرا نشان داد که با تما   ALP  ت یفعال  زانیدر م  ی کم  ش یما افزا  ج ی. نتا(33)  کنند

در حضور  مغز استخوانمشتق از  ی هاMSCدر  یبه رده استخوان  زینشان داد که تما یامطالعه  جیمعنادار نبود. نتا   یاز نظر آمار

از رده سلول  یکشت شرط  طیمح  درصد  20 ا  ییلومایم  یشده با ترشحات مشتق  نکته مهم است که در آن   نیمهار شد. ذکر 

بودند، در   شدهمخلوط شده بود، کشت    DMEMکامل    طیبا مح  1:4شده که با نسبت    یکشت شرط  طیها در محمطالعه، سلول

کشت    طیبه غلظت مح  تواندیمشاهدات متفاوت م   نیشده کشت شدند. ا  یشرط  طیها کاملا در محکه در مطالعه ما، سلول  یحال

  شدهی  کشت شرط طیاستفاده از مح  ز ین  گری لازم به ذکر است که در مطالعات د  . (34)  شده نسبت داده شود شده استفاده  یشرط

صورت  100  درصد  و جایگزینی کامل محیط کشت سلول  متداول بوده است و برای  مثال، افزودن کامل محیط  شرطی   شده،  به

با  بهطوری که،  تاثیر  محیط  کشت شرطی  شده  است؛  آن، در کشت سلولهای  U266  نیز  استفاده شده  از  ایجاد  رقت  بدون 

ترشحات  MSCها در کشت  سلولهای  U266  در مطالعات گوناگون ارزیابی  شده است  )21,  35(. ای ن  نوع طراحی  آزمایش  ابزار  

رایجی برای مطالعه اثر ترشحات ی ک رده سلولی بر رده دی گر در شرایط شبههمکشتی محسوب میشوند )36, 37(.  لازم به ذکر 

است که  بهدلیل  ماهیت بیماری مالتیپل میلوما، تمایز  MSCها   به استخوان و چربی مورد بررسی قرار گرفت.  در مطالعات آتی 

 میتوان بهمنظور ارزیابی جامعتر عملکرد MSCها، تما یز غضروف را نیز مدنظر قرار داد. 

ذکر است که  یکی  از محدودیتهای  مطالعه ما کم بودن تعداد تکرارهای  آزمایشی  بود که ممکن است بر دادههای  بهدست  لازم به

آمده  تاثیر  گذاشته باشد. همچنین،  برای  تجزیهوتحلیل  مکانیسم  اثرگذاری،  ارزیابی   فاکتورهای  ترشحشده در محیط  کشت شرطی  

شده و ارزیابی  RNAها و پروتئینهای  بیانشده  برای  مطالعات آی نده  توصیه  میشود.  بهطوریکه یکی از محدودیتهای این  

اثرات  برخی  مطالعه،  این  در  اگرچه  با  U266-CM  بود.  تیمار  به  پاسخ  در  خاص  ژن های  بیان  تغییرات  بررسی  عدم  طرح 

عملکردی، از جمله تکثیر، زندهمانی و تمایز ارزیابی گردید، بررسی بیان ژنها میتواند برای کشف مکانیسمهای دخیل، از جمله  
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مسیرهای مرتبط با التهاب، آپوپتوزیس و تمایز، در مطالعات آتی کمککننده باشد. از آنجاییکه مطالعات پیشین به وجود طیف  

گستردهای از فاکتورهای ترشحی، مانند  TGFβ  ،IL6  و  VEGF، در ترشحات سلول های میلومایی اشاره کردهاند  )38,  39(، 

تحلیل کمی پروفایل فاکتورهای ترشحی در مطالعات آتی میتواند به روشن شدن مسیرهای پیامرسان دخیل در تعامل  MSCها  

و سلولهای میلومایی و تنظیم رفتار آنها ، از جمله تمایز یا التهاب،   کمک کند.  بهعلاوه، اگرچه استفاده از محیط کشت شرطی 

شده ابزار مناسبی برای بررسی اثرات پاراکراینی سلولهای میلومایی بر  MSCها است، این روش بهتنهایی قادر به شبیهسازی  

کامل شرایط داخل بدن نیست. بهویژه، استفاده از این محیط فاقد تعاملات مستقیم سلول-سلول، پیامهای مکانیکی و ساختاری  

ناشی از تماس سلول با ماده زمینهای برون سلولی )ECM( و ارتباطات پویای ترشحی بین سلولها است،  که در تنظیم رفتار  

سلول نقش دارند. بنابراین، یافتههای حاصل از این مطالعه میتواند بهعنوان بخشی از تصویر کلی تعاملات سلولی در نظر گرفته  

شود. در همین راستا،  برهمکنشهای  پویای  MSCها با سلولهای  میلومایی  در سیستمهای  همکشتی  مستقیم  یا  غ یرمستقیم، 

شرایط  بهتری  را برای  آمادهسازی  MSCها فراهم م یکند   تا در مطالعات شبیه سازی  بیماریها  استفاده شوند.  همچنین، تولید  

از مکانیسمهای دخیل در تعاملات این دو نوع سلول فراهم کند.  از  ساختارهای سلولی سهبعدی میتواند اطلاعات دقیقتری 

U266-  )طرف دیگر،  بهدلیل  تلاش برای  شبیه سازی شرایط همکشتی مستقیم میان سلولها،   از تنها یک غلظت  )100  درصد

 U266-CM  استفاده گردید تا اثر تجمیعی فاکتورهای ترشحی ارزیابی شود.  با این وجود، بررسی  اثر غلظتهای مختلف CM

میتواند  درک دقیقتر  و اطلاعات بیشتری  در خصوص  تاثیر  وابسته به دوز فاکتورهای   ترشحشده توسط سلولهای  میلومایی   بر  

 زندهمانی  و تکثیر و مسیرهای تمای زی MSCها فراهم آورد  و برای مطالعات آتی پیشنهاد میشود. 

 گیری نتیجه -6

طور خلاصه، در این  مطالعه به بررسی  اثر  U266-CM  بر تکثیر  و تما یز  MSCها  پرداخته شد. این  امر اهمیت  پ یشتیمار به

MSCها با ترشحات سلولهای  می لومایی  یا  همکشتی  پویا   با آنها را، برای  مطالعات مدلسازی  بیماری  و غربالگری  دارویی،  نشان  

 میدهد تا و یژگیها و رفتار MSCها هرچه بیشتر به ویژگیهای  MSCهای مشتق از ریزمحیط می لومایی شبیه شود. 

 تشکر و قدردانی   -7  
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