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هچکید
مغـز مزانشـیمی بنیـادي يهـا سـلول آزمایشـگاهی  تکثیـر برChir99021متفاوتهايغلظتاثربررسیي حاضرمطالعهازهدف:هدف

. استگوسفندجنین(Bone-Marrow Mesenchymal Stem Cells; BM-MSCs)استخوان
واسـتخوان يهاسلولبههاسلولاین تمایزتانسیلپ. و کشت داده شدجداسازيگوسفندجنیناستخوانمغزازMSCs:هامواد و روش

میکرومـولار  5، 3، 5/1، 1، 5/0، 0هاي متفـاوت با غلظتگوسفندجنینيBM-MSCsمطالعه،ایندر. در پاساژ سوم بررسی شدچربی،
Chir99021برابـر شـدن،  ولی و زمـان دو سلجمعیتشدندوبرابرکلونی،از نظر تعدادهاسلولي کشت، در طول دوره. شدندکشت داده

 ـChir99021بدونکشت. گرفتارزیابی قرارکاتنین مورد-این، بیان ژن بتابرمانی سلولی مورد بررسی قرار گرفتند، علاوهزنده عنـوان هب
.شدگرفتهنظردرگروه شاهد

5بـا دوزهـاي  مقایسـه بـه محـیط کشـت در   Chir99021میکرومـولار 1و5/0هـاي هاي ما نشان داد که افـزودن غلظـت  یافته:نتایج
این باتیمارازبعدروزبراین، پنجعلاوه. )>05/0p(تکثیر را افزایش داده بودندداريمعنیصورتبهگروه شاهدوChir99021میکرومولار

Chir99021میکرومـولار 5و تیمارهـاي کنتـرل  بـا مقایسـه دربیشـتري کلونیتعداد1و5/0تیمارهايدادکهنتایج نشانمولکول،ریز

5/1و5/0هـاي ي غلظـت کننـده هـاي دریافـت  گـروه میکرومولار در مقایسه بـا 1کاتنین در گروه مکمل شده با-بتابیان. انددادهتشکیل
.)>05/0p(داري بالاتر بود صورت معنیبه

-BMآزمایشگاهیتکثیرافزایشسببChir99021ومولارمیکر1کارگیري غلظتهنتایج حاصل از این تحقیق نشان داد، ب:گیرينتیجه

MSCداردهاسلولاین تکثیربرسمیاثراتترکیباینبالايهايکارگیري غلظتهشده است اما بگوسفندهاي جنین.

Chir99021جنین گوسفند، تکثیر،مزانشیمی،بنیادييهاسلول:کلیديواژگان
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مقدمه
Mesenchymal)یادي مزانشیمیي بنهاسلولطب ترمیمیدر

Stem Cells; MSCs)دودمانی چندبا استناد به توانایی تمایز
در ). 1(اندتجدیدي، امید به زندگی را افزایش دادهو خود

از بندناف، خون بند ناف، مغز MSCsهاي گذشته، دهه
. )2(اند ها استحصال شدهاستخوان، بافت چربی و سایر بافت

رویانیبنیادييهاسلولبهنسبتMSCsاز استفاده
(Embryonic Stem Cells; ESCs) مزایایی دارد که این مزایا

اخلاقی در پی ندارند به این علت که استخراج مشکلاتی:  شامل
ESCsگزینی صورت بلاست رویان پیش از لانهاز اپیها معمولا

سبب همچنین. شودنهایت سبب مرگ رویان میدر گیرد که می
درمتوالیهاينسلبرايMSCs.شوندکیل تراتوما نمیتش

هاآنکروموزومیمحتوايومورفولوژيشوندمیتکثیرآزمایشگاه
سطحیمارکرهايازها برخیMSC. ماندمیباقیبدون تغییر

راCD44،CD90،CD73،CD166،CD25،CD105:مانند
،CD45:جملهازسطحیمارکرهايازبرخینمایند ومیبیان

CD34،CD11b،CD79aاز. )4و 3(کنندنمیبیانرا
يهاسلولبهتمایزقابلیت،هاسلولدیگر اینهايویژگی

این)5(است ماهیچهوغضروفتاندون،چربی،استخوان،
تحریک سیستم ایمنیقادر بهیابندمیپیوندکهزمانیهاسلول

را بیان HLA-IIباشند زیرا که در سطح خود نمیمیزبان
تعداد بهي بنیادي نیازهاسلولمبنايبرطب ترمیمی.کنندنمی

هاياستراتژي،براي رسیدن به این هدف. زنده داردفراوانِ سلول
Fetal Bovine)ي جنینی گوسالهسرم: شودمیدنبالمتفاوتی

Serum; FBS)تکثیردر جهت افزایشMSCs استفاده شده
تکثیربرايمفیديمنبعتواندمیصورتیدرسرم. )6(است

MSCsاز طرفی ترکیبات . دشواستحصال فردخودازکهباشد
احتمال انتقال واستمتفاوتدیگرمنبعبهسرم از یک منبع

هاي پاتولوژیکی وجود دارد که ممکن است در برخی آلودگی
جهتراهکار دیگر،.)7(ساز شودمطالعات کلینیکی مشکل

کارگیريهبآزمایشگاهیشرایطدرMSCsتکثیرافزایش
فاکتورافزودنمثال،براي. استرشدفاکتورهايوهاسیتوکین

;Platelet-derived growth factor)پلاکتازمشتقرشد

PDGF)محرك افزایش تکثیرMSCسازيبا فعالانسانیهاي
. )8(است(c-Jun N-terminal kinases; JNK)هدایتیمسیر

Transforming growth factor)بتا -تغییر دهندهدرشفاکتور

beta 1; TGF-β1)هستهبهکاتنین- بتاانتقالسببسرعتبه ،
انسانیهايMSCتکثیرتحریکو؛Smad3-بهوابستهروشبه

Fibroblast growth)فیبروبلاستیرشدفاکتور.)9(شود می

factor; FGF2)،گسترشوتکثیرافزایشسببنیزMSCهاي
ها و استفاده از سیتوکین) 11و 10(شده استانسانی

و پایینعمررشد، داراي مشکلاتی از قبیل نیمهفاکتورهاي
،MSCsکشتمحیطبههاآنافزودنباشند کهقیمت بالایی می

دلایل ذکر شده اگرچه محرك افزایش تکثیر سلولی است ولی به
ها ترکیبات کولمولریز. دشوسبب صرف هزینه کشت بالا می

دالتون هستند که 900کمتر از سینتتیکی، با وزن مولکولی
کنند و به جایگاه عمل داخل راحتی از غشاي سلول عبور میبه

ها و این ترکیبات در سلول اغلب آنزیم. رسندسلولی خود می
ریزکارگیريهبمزایاي. کنندها را فعال یا مهار میگیرنده
هامولکولریزبیولوژیکیاثراتنخست،:ازعبارتندهامولکول
هاي با غلظتاست،دوزبهوابستهوبرگشتقابلسریع،معمولا

هاي سلولی کمک ها به تنظیم فعالیتمولکولمناسب ریز
تامینشیمیاییبا سنتزکهساختاريتنوعدوم،. شودمی
سوم،. آوردمیفراهمراهامولکولریزيعملکرد بهینهشود،می
ها به آسانی در مولکولریزهاي ژنتیکی،دستکاريبامقایسهدر

پیشرفت وشوندتنی استفاده میدرونوآزمایشگاهیشرایط
.)12(کنندمیتررا عملیدرمانی

انسانیشناسیآسیبيمطالعهبزرگ برايحیوانیهايمدل
زیراهستندبهترموشمانندکوچکحیوانیهايمدلبهنسبت

وایمونولوژیکینظرازگوسفندماننداهلیواناتحیکه
-2]]-6)ریزمولکول.)13(هستندترشبیهانسانبهفیزیولوژیکی

[[4-(2,4-Dichlorophenyl)-5-(5-methyl-1H-imidazol-
2-yl)-2-pyrimidinyl]amino] ethyl] amino]-3-

pyridinecarbonitrile; Chir99021)مهارکنندهترینقوي
Glycogen synthase kinase)بتا3کینازسینتازگلیکوژن 3

beta; GSK3-3beta)مولکولاستفاده از ریز. است
Chir99021 درESCsبالاییمیزانخودتجدیدي و تکثیر را به

يهاسلولمجددریزيبرنامهافزایشسبباست ودادهافزایش
است شدهسازپیشيهاسلولسمت عقب یعنیهبسوماتیک

تاکنون مطالعات اندکی بر روي نقش این ریز مولکول بر .)14(
هاي حیوانی بزرگ، در مدلا ، خصوصMSCsمانی تکثیر و زنده

هدف از این مطالعه بررسی . مانند گوسفند صورت گرفته است
ترین عنوان قويبهChir99021هاي متفاوت اثر افزودن غلظت

هاي MSCمانی بر تکثیر و زندهGSK-3betaي مهارکننده
.مستخرج از مغز استخوان جنین گوسفند است

هامواد و روش
شرکتازاستشدهاشارهکهموارديجزهبشیمیاییموادتمام

ي حاضر حاصل کار پژوهشی اسـت  مطالعه. شدخریداريسیگما
زیســت فنــاوري يپژوهشــکدهآبزیــان،وکــه در آزمایشــگاه دام

و زیست فناوري انجام ژنتیکمهندسیملیپژوهشگاهکشاورزي،
بـه کـرج راكکشـتارگاه ازروزه35گوسـفند هايجنین. گرفت

ــگاه، در ــافري    آزمایش ــیت ب ــا خاص ــفات ب ــی فس ــول نمک محل
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(Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline; DPBS)حاوي
انتقـال یـخ روياسترپتومایسـین وسیلینپنیهايبیوتیکآنتی

.داده شد

جنـین اسـتخوان ده از مغزجداسازي شهايMSCکشت
ازپسنیدرشتورانهاياستخوانازاستخوان،مغز:گوسفند

ــان، ــوراخازاطمین ــودنس ــردوب ــتخوان،س ــااس ــتفادهب ازاس
Dulbecco's Modified Eagle Medium/ F-12)محــیط

Ham; DMEM:F12)درصـد  10بـا کـه 3:1به نسبتFBS

100وسـیلین پنـی لیتـر یمیلدرالمللیبینواحد100باهمراه
ــرم در ــیمیکروگ ــرمیل ــینلیت ــود  استرپتومایس ــده ب ــل ش مکم

70پـس از عبـور مـایع آسـپیره شـده از فیلتــر      استحصـال شـد  
در (فـایکول گرادیانـت بـا اییهستهتکيهاسلولمیکرومتري، 

rpm4000ــ ــدت ه، ب ــرارت  30م ــه ح ــه و درج ــه 4دقیق درج
دوابـري، يلایـه جداسـازي ازبعد. شدندجداسازي) گرادسانتی

دقیقـه و  10مدتبرايDPBS)rpm3000مرتبه شستشو در
ایـن سـپس وگرفـت انجـام )گـراد درجه سانتی4درجه حرارت 

مکمـل شـده بـا   3:1با نسبتDMEM:F12در محیطهاسلول
FBSوســـیلینپنـــیهـــايبیوتیـــکآنتـــیگلوتـــامین،-، ال

سـپس  . داده شـدند کشت 25Tهاي استرپتومایسین، در فلاسک
درصـد 5گراد، با شـرایط  درجه سانتی37ها در انکوباتور فلاسک

MSCs. قـرار گرفتنـد  مرطوباتمسفريهوايواکسیدکربندي

يهاسلولبهشبیهمورفولوژيبودندچسبیدهفلاسککفبهکه
سـاعت 48گذشـت ازبعـد . دهندمیاز خود نشانفیبروبلاستی

به تـراکم  رسیدنازپسوشدعویضتهاسلولاینروییمحیط
25/0تریپسینبا)روز بعد از کشت اولیه4-5(درصد80سلولی

(EDTAیـــــک میلـــــی مـــــولارهمـــــراه بـــــادرصـــــد

(Ethylenediaminetetraacetic acid;ــف ــکازکــ فلاســ
شدند به این مرحله از کشت75Tفلاسکدروشدندجداسازي

.شداعمالسومپاساژردتیمارها.شودکشت، پاساژ اول گفته می

ییـد اهـاي ت راهازیکـی :اسـتخوان وچربـی بهMSCsتمایز
از مغز استخوان، بررسـی  شدهجداسازييهاسلولبودنبنیادي

واسـتخوان :ماننـد مزودرمـی، هايردهبههاآنپتانسیل تمایزي
سـوم پاساژهايMSCچربی،بهبراي بررسی تمایز. استچربی

هـاي چهـار چـاهکی   پلیـت درسـلول 104لیسلويدانسیتهدر
رسیدنددرصد80تا 70تراکم سلولیبهکهزمانیوشدندکشت
DMEMاز محـیط کـه تمایز به چربـی محیطباکشتمحیط

آسـکوربیک لیتـر میلـی میکروگـرم در FBS ،50بـا  شدهمکمل
درمیکروگـرم 50ودگزامتـازون نانومولار100فسفات،2-اسید

در کشـت . شـد تعویضیندومتایسین تشکیل شده بودالیترمیلی
محـیط  ویافـت ادامـه روز21مـدت محیط تمایز به چربی براي

ي تمـایز،  دورهاتمـام ازبعـد شـد عـوض بـار یکروز3،هاسلول
رنـگ بـا سپسوشدندفیکسدرصد4آلدئیدپارافرمباهاسلول
ن صـورت  انکوباسیودقیقه15تا 10مدتبرايدرصد3رداویل

زیردرچربیقطراتDPBSباشستشوازدر نهایت بعدوگرفت
.برداري انجام شدو عکسمشاهدهمیکروسکوپ

درسـوم پاسـاژ هـاي MSCاسـتخوان،  بـه بررسـی تمـایز  بـراي 
کشـت چاهکیچهارهايپلیتدرسلول104سلولیيدانسیته

درصـد محـیط  80تا 70تراکم سلولی بهرسیدنپس ازوشدند
:شاملمحیطاینشدتعویضاستخوانبهتمایزمحیطباکشت،

DMEMبـا  شـده مکملFBS،50 لیتـر میلـی درمیکروگـرم
10ودگزامتـازون مـولار نـانو 10فسـفات، 2-اسـید آسکوربیک

تمـایزي محـیط درهاسلول. بودفسفاتگلیسرول-بتامولارمیلی
3هـر طمحـی ایـن کهشدندکشتروز21مدتاستخوان براي

بـا هـا سـلول کشـت يدورهانتهـاي در. شـد تعویضباریکروز
درصـد 2ردآلیزارینرنگوشدندفیکسدرصد4آلدئیدپارافرم

بعـد از دو مرتبـه   شـد اضـافه هـا سـلول بـه دقیقه5مدتبراي
میکروسـکوپ زیـر درشدهمینرالهماتریکسDPBSشستشو با 
.برداري انجام گرفتو عکسمشاهده شد

هاي جداسازي شده از مغـز MSCمانی بررسی میزان زنده
-3)با روش Chir99021استخوان جنین گوسفند تیمار شده با 

(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide; MTT)

استانداردمنحنییککهاستلازمابتدادرMTTارزیابیجهت
بــا رســم منحنــی (رد بــراي رســم منحنــی اســتاندا.دشــورســم

ي زنـده را  هـا سلولآید که تعداد دست میهي باستاندارد، معادله
96پلیـت یـک در) توان محاسـبه کـرد  هاي تیماري میدر گروه
و کشت شدند لازم اسـت  شمارشسومپاساژيهاسلولچاهکی

ــه  ــیتهMSCsک ــلولی در دانس ،10000،20000،30000ي س
دروشـوند کشـت تکـرار سـه درکـدام ، هر50000و،40000

چـاهکی، بـراي ارزیـابی تـاثیر دوزهـاي     96پلیـت درروزهمان
دوزبراي هر(، MSCsمانی بر تکثیر و زندهChir99021متفاوت 

سـاعت 24مـدت براي10000MSCچاهکهردر،)تکرارسه
ي کشت شـده در  هاسلولروییمحیطبعدروزدروشدندکشت
ریختـه دورتیماريهايگروهوتاندارداسمنحنیبهمربوطپلیت

100چاهـک هـر بـه سـپس وشـدند شسـته DPBSبـا وشد
درشـده حـل MTTگرممیلی5(زردMTTمحلول میکرولیتر
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درسـاعته 4يدورهبرايوگردیداضافه) DPBSلیتریک میلی
ــاتور، ــهانکوب ــدندانکوب ــد.ش ــامازبع ــیونيدورهاتم وانکوباس

میکروسـکوپ، فورمازان بنفش رنـگ بـا  هايتالکریسيمشاهده
100چاهـک سـپس بـه  وشـد خـارج آرامـی بهMTTمحلول

از .گشـت پیپتـاژ خـوب ودشاضافهDMSOمیکرولیتر محلول
در نهایـت در واسـتفاده شـد  Blankعنـوان بهDMSOمحلول
خـوانش 630تـا  540مـوجی طولنسبتریدر باالایزادستگاه

.گرفتانجام
Colony Forming)بلاستیوفیبرکلونیحدواشسنج

:Unit-Fibroblast; CFU-F)تشـکیل جهت بررسی تحریک
CFU-Fاستخوان،مغزMSC هاي پاساژ سوم با دوزهاي متفاوت

Chir99021محـیط روزه،5يدورهاتمـام ازبعـد . تیمار شدند
شسـته DPBSدو مرتبه بـا هاسلول.شدبرداشتههاسلولرویی
هـا سـلول دقیقـه 5مـدت بهدرصد10فرمالینباسپسوشدند

حذف شد فرمالینفیکساسیون،يدورهاتمامازبعدشدندفیکس
رنـگ بـا هـا سـلول سپسوشستشو شدندDPBSبا هاسلولو 

شـدند انکوبهدقیقه30مدتبرايدرصد05/0ویولتکریستال
آببـا مرتبـه چندینهاسلولرنگ،باانکوباسیوندورهاتمامدر

پس از خشک .حذف شدروییمایعوشدندشستهاستریلمقطر
ازاسـتفاده بـا هـا برداري و شمارش کلـونی عکسها،شدن پلیت

.گرفتانجاممعکوسفازمیکروسکوپ

دوزهـاي بـا شـده تیمـار هايMSCشدنبرابردوزمان
تـوان بـر Chir99021اثـر بررسـی براي: Chir99021مناسب

سـلول 5000يدانسیتهباسومپاساژيهاسلول،MSCsتکثیر
5/0،1صـفر، دوزهايمکمل شده بامتريسانتی6هايپلیتدر
دادهکشتروز5براي مدتChir99021میکرومولار5/1و 

تریپسینه شـدند و بـا   هاسلولي کشت بعد از اتمام دوره.شدند
.استفاده از لام نئوبار شمارش سلولی انجام گرفت

DT (Doubling Time) = Culture Duration /
Population Doubling Number

PDN (Populationيرابطـه ،PDNي محاسـبه منظـور بـه 

Doubling Number) = log N/N0 * . شدگرفتهکاربه3.31
آغـاز وانتهـا يهـا سـلول ترتیـب تعـداد  بهN0وNرابطهایندر

. کشت بودنديدوره
باRNAاستخراج:Real-time qRT-PCRوRNAاستخراج

مغز استخوان جنینهايMSCازAccuZol (Bioneer)معرف
RNAســپس .گرفــتانجــامنشــدهالقــاوشــدهالقــاگوســفند

DNAمنظور حـذف آلـودگی بـا    به(DNAaseاستخراج شده با 

ــومی ــار شــد) ژن ــا کیــتcDNAســنتز .تیم cDNAســنتزب

(Fermentas)بیـان . انجام گرفـت کارخانهلدستورالعمطبقبر
بــا (wingless-type; Wnt)کــاتنین در مســیر فعــال-بتــاژن

Realو بـا اسـتفاده از کیـت    Real-time qRT-PCRتکنیـک  

time(Fermentas)  ــرار ــورد ارزیــابی ق ســطح. گرفــتم
استانداردGAPDHدارسطح بیان ژن خانهبرطبقبردارينسخه
-Real-timeqRTبـراي reverseوforwardپرایمرهـاي  . شـد 

PCRافزارنرمباOligo6هاي پروفیل. )1جدول (شدند طراحی
دناتوراسیون :ازبودعبارتReal-time qRT-PCRبرايدمایی

سیکل شامل40دقیقه،10مدتبهگرادسانتیدرجه95اولیه در
ثانیـه  30سـپس  گراد،سانتیدرجه95دناتوراسیون درثانیه20

ثانیـه 20آندنبـال بـه وگـراد درجه سانتی2/58اختگددماي
ها در سه ي واکنشهمه. بودگراد،سانتیدرجه72سازي درطویل

ــا روش     ــایج ب ــت و نت ــام گرف ــرار انج ــد CTΔΔ-2تک ــالیز ش . آن

.گداختدمايوPCRمحصولطولباهمراهشدهطراحیReverseوForwardپرایمرهاي: 1جدول

آنالیز آماري
کارگیري هبا بSPSSار ي نرم افزوسیلههدست آمده بههاي بداده

روش دانکن آنالیز شدند و مقایسه میانگین بهANOVAتست 

استاندارد نشان انحراف±ها برمبناي میانگینداده. انجام گرفت
.بررسی گشت>05/0pداري درسطح معنی. داده شدند

PCRطول محصول Cºدماي گداختهایتوالنام پرایمر

For: CAAGGCTACTGTTGGGTTGATTCGکاتنین-بتا

Rev: GACGCTGGGTATCCTGATGTGC

2/58128

GAPDHیا ژن خانه دارFor: ATCGTGGAGGGACTTATGACC

Rev: CGCCAGTAGAAGCAGGGATG

2/58130
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نتایج
هـاي جداسـازي شـده از    MSCساعت از کشت اولیه، 24بعد از 

هاي کوچک تـک  صورت جمعیتهگوسفند، بمغز استخوان جنین 
یی که به کف فلاسک هاسلول. چسبندسلولی به کف فلاسک می

ساعت انکوباسیون با تعویض محیط 48نچسبیده بودند در پایان 
هاي شبه فیبروبلاسـتی در زیـر   کلونیهاسلولاکثر . حذف شدند

).1شکل (دهند میکروسکوپ از خود نشان می

.)×200نمایی بزرگ(دوم پاساژگوسفندجنیناستخوانمغزهايMSC:1شکل

محـیط معـرض درکههاییMSCبرايردآلیزارینآمیزيرنگ
وجـود بودنـد گرفتـه روز قـرار 21استخوان براي مـدت  تمایزي
که، همچنان)Bو A: 2شکل (دادنشانراکلسیمرسوبات

بـه تمـایز محیطمعرضدرکههاییMSCرد،اویلآمیزيرنگ
چربـی هايواکوئلبودندگرفتهقرارروزه21يبراي دورهچربی

.)Dو C: 2شکل(قابل رویت بود 

اویلباشدنآمیزيرنگنرمالهايسلول: Cروز، 21ازبعدMSCsاستخوانبهتمایز: Bرد، آلیزارینباشدهآمیزيرنگنرمالهايسلول: A: 2شکل 
.)×200نمایی بزرگ(روز 21ازبعدMSCsچربیبهتمایز: Dرد،

هـاي گروههايMSCتکثیرمیزان،MTTروش بهChir99021هاي مواجه شده با دوزهاي متفاوت MSCبررسی میزان تکثیر 
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بـا مقایسـه در،Chir99021میکرومـولار  5/0،1بـا شدهتیمار
داريمعنیافزایششاهدوChir99021میکرومولار5هايگروه

ــتند ــی،. )>05/0p(داشـ ــوراز طرفـ ــايحضـ 3و5/1دوزهـ

1و5/0دوزهـاي بر میزان تکثیـر، بـا  Chir99021میکرومولار
نظـر ازکه،چندهر. ندادندنشانداريمعنیمیکرومولار اختلاف

.)1نمودار (ارائه دادندکمتريتکثیرمیزانعددي

Chir99021تداخلی، تیمار شده با دوزهاي متفاوت زنده در کشتMSCsمقایسه تعداد : 1نمودار 

میـزان تشـکیل  بـر Chir99021متفـاوت تاثیر دوزهايارزیابی
CFU-F،MSCافــزودن کــهمشــخص کــردســومهــاي پاســاژ
داري در به محیط کشت سـبب افـزایش معنـی   1و5/0دوزهاي

5هاي شاهد و دوز در مقایسه با گروهCFU-Fمیزان تشکیل 

این در حالی است که دوزهـاي ). >05/0p(کرومولار شده بود می
دار تر بودند اما از نظر آمـاري معنـی  نظر عددي پاییناز3و 5/1

میکرومولار از نظر آماري کمتر 5دوز ) 2، نمودار 3شکل (نبودند 
.)>05/0p(از شاهد بود

.×400نمایی بزرگ: C، ×200نمایی بزرگ: B، ×100نمایی بزرگ: CFU-F)AتشکیلمیزانبرChir99021متفاوتدوزهاياثر:3شکل

.CFU-F ،MSCsتشکیلمیزانبرChir99021متفاوتدوزهاياثر:2نمودار 
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شـدن برابـر دوزمانبرChir99021افزودن، اثرمطالعهاین در
MSCمنظوراینبراي. گرفتقرارمورد بررسیMSCsجمعیت 

حاويکشتهايپلیتدرسلول5000میزانبهسومژهاي پاسا
دادهکشتساعت120مدتبرايChir99021متفاوتدوزهاي

سـلولی  شمارشوشدندتریپسینههاسلولدورهاتمامدر. شدند
درشدنبرابردوزمانشودمیمشاهدهکههمانطورگرفتانجام
بـه بتنس ـداريمعنـی صـورت بـه میکرومـولار 1تیمـاري گروه
.)>3،05/0pنمودار (بودکمتر1,5و5/0شاهد،هايگروه

MSCs.شدن برابردوزمانبرChir99021متفاوتدوزهاياثر:3نمودار 

میکرومولار بود و 1مربوط به دوز PDNهمچنین بیشترین 
دار نشـان داد  هـاي تیمـاري اخـتلاف معنـی    نسبت به بقیه گروه

).4نمودار(

PDN ،.MSCsبرChir99021متفاوتدوزهاياثر:4ودار نم

Real-timeکاتنین بـا اسـتفاده از تکنیـک    -بررسی بیان ژن بتا

qRT-PCR ،) ژنی که در مسیر هدایتیWnt فعال، فعال است و
، ایـن ژن و  Chir99021در پـی افـزودن   GSK-3 betaبا مهـار  

کـه  ) 5دار نمـو (نشـان داد  ) شـوند فعال مـی Wntمسیر هدایتی 
میکرومولار 1کاتنین در تیماري که دوز -سطح بیان ژن بتا

Chir99021 مقایسـه دریافت کرده بود افزایش یافته بود کـه در
داريمیکرومـولار اخـتلاف معنـی   5/1و5/0هاي شـاهد،  گروهبا

). >05/0p(دهد مینشان



انهمکارولیلا سلطانی...مزانشیمیبنیاديهايسلولتکثیربرChir99021اثریبررس

1395بهار ،1، شماره 7جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت98

qRT-PCR براي بررسی ، Real-timeآنالیز : 5نمودار 

هاي MSCدر Wntهدایتی  کاتنین در مسیر - بیان ژن بتا
Chir99021.تیمار شده با دوزهاي متفاوت 

بحث
MSCsوشـدند استحصالگوسفندجنیناستخوانمغزبافتاز

ایــنبـودن بنیـادي اثبــاتراسـتاي درآزمایشـگاهی شـرایط در
ایـن . شـدند دادهتمـایز استخوانوچربیيهاسلولبه،هاسلول
و پـیش کلینیکـی  هايآزمایشبرايودرمانیسلولدرهاسلول

مغزدرهاسلولاینمیزان. گیرندمیقراراستفادهکلینیکی مورد
درصـد 01/0و001/0حـدود تنهاواستاندكبسیاراستخوان

. شـوند میشاملرافایکولباشدهجداسازيدارهستهيهاسلول
از.کنـد مـی پیـدا کـاهش پاسـاژ افزایشباMSCsتکثیرمیزان
. )15(یابـد میکاهشMSCsتکثیرمیزانتدریجبهششم،پاساژ
وگیرنـد قرار مـی بیماريوپیرياثراتتاثیرتحتMSCsخود

سـرکوب اثـرات وتوانـایی پیونـد  تمـایز، تکثیر،کهاستممکن
سـلول در. )17و16(کنـد پیـدا ها کاهشدر آنایمنیکنندگی

بـه توجـه بـا باشدنیازسلولبالاییتعدادبهاستممکنمانیدر
بـراي اسـت ممکـن ،هـا سـلول مـانی زندهوبقاپایینخیلینرخ

تعـداد و کلینیکی بـه کلینیکیپیشمثبتنتایجکثراحدحصول
).18(باشدنیازسلولبالاي

بـه Chir99021متفـاوت دوزهـاي افـزودن اثـر مطالعه،ایندر
میـزان بـرروي ،GSK-3 betaيکننـده مهـار ینتـر قويعنوان
وCFU-F،PDNتشـکیل قابلیـت ،MSCsمـانی زنـده وتکثیر
قـرار بررسیموردWntفعالمسیردربتاکاتنینژنبیانمیزان

ــت ــابی در. گرفـ ــايMTTارزیـ ــولار1و5/0، دوزهـ میکرومـ
Chir99021نشـان خـود ازرامانیزندهوتکثیرمیزانبیشترین

میزانبرChir99021متفاوت ریزمولکولافزودن دوزهاي.ددادن

میکرومــولار1و5/0نشــان داد کــه دوزهــايCFU-Fتشــکیل
هاگروهسایردر مقایسه باCFU-Fسبب تشکیل بیشترین میزان 

کـاهش سـبب Chir99021میکرومـولار 1دوزافزودن. اندشده
دوزهـا سـایر بـا همقایس ـدرتکثیرافزایشوشدنبرابردوزمان
دوزکــاتنین در ســه-کمــی ژن بتــابیــانمقایســه. اســتشــده

Chir99021 بـا گـروه شـاهد    میکرومـولار 5/1و5/0،1یعنـی
با میکرومولار1تیمارکاتنین در-ژن بتابیانمیزاننشان داد که

میکرومـولار 5و3دوزهـاي . دار داردها اختلاف معنیسایر گروه
Chir99021اسـتخوان  وچربـی تمـایز کـه در سـمیتی دلیلبه
DTوPDNکـاتنین، -بتـا ژنبیـان برهاآننقشنشان دادند،

پـروتئین  ).اسـت اطلاعات ارائه نشـده (نگرفتقراربررسیمورد
کند،میجلوگیريWntيچرخهفعالیتاز،GSK-3 betaفعال
پلـوري حفـظ درفعـال، حالـت درچرخه،اینکهشودمیتصور

ــوتنتی ــتپ ــزیم .دارددخال ــتوســطحGSK-3 betaآن فعالی
ایـن اهـداف ازیکـی وکنـد مـی تنظـیم راهاپروتئینازتعدادي

کوفـاکتور کـاتنین -بتـا واقـع دراست،کاتنین-بتامولکولآنزیم،
اسـت Wntهـدایتی يچرخـه هـدف هايژنبرايبردارينسخه

,e2f1: شـامل تکثیرتنظیمدرWntبهوابستههايژن. )19( c-

myc, cyclinD1،ــایز ــاملتم ــاي: (ش ــیمارکره /Tمزودرم

Brachury, Pitx2(ــیازانتقــــالو بــــهتلیــــالاپــ
ــزودرم (Epithelial–mesenchymal transition)مــــــ

درونمـو طـول دروهستند(Slug, Snail, vimentin):شامل
GSK-3مهار. )23و 22، 21، 20(کنندمیعملبالغهايبافت

betaيهــاســلولمجــددریــزيبرنامــهوپــوتنتیپلــوريســبب
يهـا سـلول یـا ESCsشبهيهاسلولایجادجهتدرسوماتیک

(Induced Pluripotent Stem Cells; IPSCs)القـایی  بنیادي
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اشـتقاق ارتقـاي سـبب GSK-3 betaهـاي مهارکننده. شودمی
).24(اند شدهموشیESCsهايرده
هـاي غلظـت کهزمانی) 25(همکارانونژاداسلامیيمطالعهدر

) GSK-3 betaي دیگـري از  عنوان مهارکننـده به(BIOمتفاوت
اضـافه صـحرایی موشهاي مغز استخوانMSCکشت محیطبه

1/0هايغلظتکهزمانیهابیشترین میزان تشکیل کلونیشدند
آمـد همچنـین   دسـت بـه بـود شدهاضافهBIOمیکرومولار1و

لازم براي دوبرابر شدن نیز در همین دو دوز دیـده  کمترین زمان 
وگسـترش میـزان BIOایـن، در آن مطالعـه   برعلاوه.شده بود

. بـود بخشیدهبهبودآزمایشگاهیشرایطدرراMSCsمانی زنده
، حضور دوزهـاي  )26(نژاد و همکاراني دیگر، اسلامیدر مطالعه

موش، نشـان  هاي مغز استخوانMSCبر زندمانی BIOمتفاوت 
دار را بر تکثیر و بیشترین تاثیر معنی1/0و 05/0داد که دوزهاي 

بـه  BIOمیکرومـولار  1/0افـزودن دوز  . دارندMSCsمانی زنده
هــاي مســتخرج از مغــز اســتخوان مــوش MSCمحــیط کشــت 

در مقایسه PDNداري نرخ رشد بالاتري برمبناي صورت معنیهب
گونـه  ایـن این محققین. رده بودها و شاهد ایجاد کسایر غلظتبا

شـان بـر روي   ي قبلـی اند که با توجه به مطالعهگیري کردهنتیجه
این احتمال وجود دارد که BIOموش صحرایی با دوزهاي مشابه 

رایی، بـدلیل تفـاوت   هاي موش و موش صحMSCپاسخ متفاوت 
هـاي  هاي گونـه MSCدر تفاوت در رفتار تکثیري. ایی باشدگونه

هـاي مـوش در   MSCبـراي مثـال،   . گزارش شده اسـت متفاوت 
هـاي انسـان و مـوش صـحرایی دیرتـر تکثیـر و       MSCمقایسه با 

هاي متفاوت هاي سویهMSCحتی ).27(کنند گسترش پیدا می
-هاي متفاوتی از تکثیر و تمـایز را نشـان مـی   نرخinbredموش 
هـاي مغـز اسـتخوان    MSCي مـا کـه از   در مطالعـه ).28(دهند 
مولکول علاوه بر، نوع سلول، نوع ریز. گوسفند استفاده شدجنین

که بر ) 25(نژاد و همکاران ي ما با مطالعات اسلامیاستفاده شده
هاي موش و مـوش صـحرایی   هاي مغز استخوان گونهMSCروي 

تـرین  عنوان قـوي هبChir99021کار نمودند تفاوت داشت ما از 
هـاي  علاوه بر پاسخ. دیماستفاده نموGSK-3 betaي مهارکننده

هـاي  هـاي متفـاوت نیـز پاسـخ    مولکولیی، ممکن است ریزگونه
ي مـانی دو رده زنـده . متفاوتی در دوزهاي مختلـف ایجـاد کننـد   

ESCsیعنی ،ES-D3وES-CCE،  هـاي  با افـزودن مهارکننـده
ــاوت  ــیGSK-3betaمتفـــــ ، BIO ،SB-216763: ، یعنـــــ

Chir99021 وChir-98014 ــت ــیط کش ــه مح ــاي، درب دوزه
) 29(متفاوت و غلظت پـایین سـرم توسـط ناجـاك و همکـاران      

بررسـی  MTTمانی را با تسـت  ها سمیت و زندهبررسی شد، آن

1و بقیه ترکیبات در دوزهاي 1تا 1/0در دوزهاي BIOکردند، 
هـاي  اثـرات سـمی مهارکننـده   . میکرومولار اضـافه شـدند  10تا 

GSK-3betaي در رده. شاهده شده بـود ي ترکیبات مبراي همه
1/0BIOمانی با افزودن دوزهاي بـالاتر از  زندهES-D3سلولی 

ــود   ــه ب ــاهش یافت ــروه. ک ــا   در گ ــه ب ــاي ک و SB-216763ه
Chir99021 میکرومولار 1تیمار شده بودند نیز دوزهاي بالاتر از

در همـین سـویه   . ي زنده شـده بـود  هاسلولسبب کاهش تعداد 
مـانی  سبب کاهش تکثیـر و زنـده  Chir-98014تمامی دوزهاي 

هاي مختلف استفاده شده ي دوزهاي مهار کنندههمه. شده بودند
در آن مطالعـه  . سمیت نشـان دادنـد  ES-CCEي در مورد سویه

-کمترین سمیت را بر زندهChir99021و SB-216763افزودن 
نیـز  حاضري در مطالعه). 29(مانی هر دو لاین نشان داده بودند

1و 5/0که دوزهـاي  ي ناجاك و همکاران، زمانیرخلاف مطالعهب
مانی مشـاهده  میکرو مولار استفاده شده بود بیشترین میزان زنده

میکرومـولار  5کـه دوز  که است که تنهـا زمـانی  این درحالی. شد
رسد نظر میی تکثیر مشابه با شاهد بود بهاستفاده شد روند کاهش

رومـولار ممکـن اسـت سـبب کـاهش      میک5که دوزهاي بالاتر از 
هاي مسـتخرج از مغـز اسـتخوان    MSCمانی و تکثیر میزان زنده

ي طور که در بالا ذکر شد در مطالعـه همان. جنین گوسفند شوند
ــویه  ــاران در س ــاك و همک ــالاتر از  ES-D3ي ناج ــاي ب 1دوزه

ي سـمیت نشـان داده بـود و در سـویه    Chir99021میکرومولار 
ES-CCEمیکرومـولار  1هاي استفاده شده حتی دوز تمامی دوز

البته باید به این نکته . مانی شده بودندسبب کاهش تکثیر و زنده
ي ناجاك و همکاران، گذشـته  اشاره شود که در مقایسه با مطالعه

اسـتفاده  MSCsو مـا از  ESCsاز گونه حیوانی متفاوت، آنهـا از  
بـه ریـز  ي بنیـادي متفـاوت  هـا سلولنمودیم ممکن است پاسخ 

در. هاي یکسان در شـرایط آزمایشـگاهی متفـاوت باشـد    مولکول
بـه ،BIOمولکـول  ریـز افزودن، )30(همکارانوچنيمطالعه
تکثیرافزایشسببموش،رویانیهايفیبروبلاستکشتمحیط

يچرخـه وکـاتنین -بتـا يچرخهارتباطمطالعهآندر. بودشده
بـه هـا سـلول آنتکثیربروداینتاثیروNotchدهندهسیگنال

BIOازاسـتفاده اشـاره شـد  کـه طورهمان. استرسیدهاثبات

افـزایش بهمنجرنهایتدرGSK-3 betaي کنندهمهارعنوانبه
ودشـو سلول میهستهداخلبهکاتنین-بتاورودسیتوپلاسمی و

پـوتنتی پلوريهايژنازسريیکشدنبیانسببکاتنین-بتا
اخیـر ترکیـب . شـود میJag1و Nanog ،Oct4 ،Sox2قبیل از

Notchسـلولی خارجنواحیبرايلیگانديعنوانبهJag1یعنی 

نـواحی شـدن شکسـته سـبب لیگانـد ایناتصالوکندمیعمل
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حـال . دشومیسکرتازگاماآنزیميوسیلهبهNICDسلولیداخل
داخلینواح.شوداضافهمحیطبهسکرتازگامايکنندهمهاراگر

بیشـتر يتجزیـه سببنواحیاینحضورونشدهشکستهسلولی
GSK-3فعالیـت وNICDفعالیتعدمپس.دشومیبتاکاتنین

betaآندرشـود مـی سـلول درکاتنین-بتامیزانکاهشسبب
میکرومولار5باموشیفیبروبلاستیيهاسلولکهزمانیمطالعه
BIOکـاتنین -بتـا میـزان ريبراب98سبب افزایششدندتیمار
سـبب BIOوسـکرتاز گامايکنندهمهارحضورکهحالیشد در
افزایششده بود وسلولهستهبهکاتنین-ورود بتامیزانکاهش
یـی مطالعـه در. استچرخهدواینمتقابلاثرينتیجهدرتکثیر

سرسـخت يسـویه هـاي موشازمشتقهايESCرويدیگر بر
راخودتجدیـدي Chir99021يوسـیله بـه GSK-3 betaمهـار 
بیـان الگـوي Chir99021يکننـده مهار. )31(استدادهارتقا
بـرداري، نسـخه فاکتورهـاي ویژهبهپروتئینيکنندهکدهايژن
درکننـده کـد غیـر هـاي RNAوژنتیکـی اپیتنظیمیهايژن

ESCثابت،ا نسبتپوتنتیپلوريشبکهایجادجهتدرموشیهاي
مهـار بـا مقایسـه درBIOيکننـده مهـار . )14(دهـد میتغییر
واستانتخابیکمترGSK-3 betaبراي Chir99021يکننده

شـامل کینازهـاي وابسـته بـه     دیگريمتفاوتهايکینازاحتمالا
يگیرنـده ،(Cyclin-dependent kinases; Cdks)سـیکلین  

FGFي ســیگنال خــارج ســلولیکننــدهو کینازهــاي تنظــیم
(extracellular signal-regulated kinases; Erk)نیــزرا

).32(کند میمهار
ازاسـتفاده زنده نیاز استسلولبالاییمیزانبهدرمانیسلولدر

مـواد انتقـال خطرتواندعاري از سرم میشدهتعریفهايمحیط
سـرم، نشده، حـاوي تعریفهايمحیطبامقایسهدررابیولوژیک

ریـز ازاسـتفاده کارهـاي افـزایش تکثیـر   راهازیکیدهدکاهش
ــول ــايمولک ــذاره ــرتاثیرگ ــرمســیرهايب ــلولیتکثی اســتس

Chir99021يمهارکننـده تـرین قـوي عنـوان هبGSK-3 beta

در داخل سلول، سبب فعال GSK-3betaعلاوه بر مهار تواندمی
کاتنین به داخل -شود و سپس ورود بتاWntشدن مسیر هدایتی 

TCF-LEFبـرداري  ي سلول و فعال شدن کمپلکس نسخههسته

هاي مرتبطبرداري، از ژنشود با فعال سازي این کمپلکس نسخه
بـرداري صـورت   نسـخه cyclin D1وc-Mycجملـه ازتکثیربا

.گیردمی

نتیجه گیري
رسد که ، به نظر میمطالعهاین دست آمده در هبا توجه به نتایج ب

بیشترینChir99021میکرومولار5/0و 1دوزهايازاستفاده
هاي CFU-F ،MSCو تشکیل و زندمانیتکثیربرراتاثیر

میکرومولار 1از طرفی دوز . مستخرج از جنین گوسفند دارند
Chir99021جمعیت سلولی، شدنبیشترین تاثیر را بر دو برابر

هاي MSCکاتنین، در -بتاژنبیانکاهش زمان دو برابر شدن و
اینتاثیرکهشودمیپیشنهاد. داردخرج از جنین گوسفندمست
تکثیرباهاي مرتبطها و پروتئینژنبیانبرمولکولریز

بررسیي بنیادي استخراج شده از منابع مختلف موردهاسلول
.گیردقرار

تشکر و قدردانی
خاطر همکاري در از مهندس جدي رئیس کشتارگاه راك کرج به

هاي جنین گوسفند تشکر و قدردانی ل نمونهجهت تامین و ارسا
.شودمی
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Abstract

Aim: The aim of the present study was to evaluate the effects of different concentrations of Chir99021
on ovine fetal marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) expansion in culture.

Material and Methods: BM-MSCs were isolated from ovine fetal and cultured. Passaged-3 cells
were examined for their differentiation potential into osteocytes and adipocytes. In the present study,
BM-MSCs from ovine fetal were plated in the presence of 0, 0.5, 1, 1.5, 3 and 5 μM of Chir9902.
During the cultivation period, the cultures were statistically compared in terms of induces of cell
growth including the number of colonies, population doubling number (PDN), doubling time (DT) and
the number of viable cells. Furthermore, expression of the beta-catenin was evaluated. The culture
without Chir99021 was taken as the control group.

Results: Our findings indicated that, addition of 0.5 and 1 µM of Chir99021 to medium significantly
improved overall proliferation compared to that of control group as well as 5µM of
Chir99021(p<0.05). Furthermore, Five days after treatment with small molecule showed that the
treatments with 0.5 and 1 µM Chir99021 formed higher Colony Forming Unit-Fibroblast (CFU-F)
compared to control and 5 µM of Chir99021. The expression of beta-catenin was significantly higher
in culture supplemented with 1 μM of Chir99021 compared to that in groups containing 0.5 and 1.5
μM (p<0.05).

Conclusion: In conclusion, using Chir99021 at concentration of 1 μM could enhance in vitro
proliferation of ovine fetal BM-MSC; however administration of high concentration of this small

molecule had toxic effects on these cells proliferation.
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