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ABSTRACT 
Background and Aim: Artificial gamete production from stem cells is a novel strategy for 
treatment of infertility. Among various stem cell sources, embryonic stem cells (ESC) can be 
considered as an appropriate source for in vitro formation of germ cells. In this study we 
evaluated the effect of BMP4 on proliferation and differentiation of mouse embryonic stem 
cells into primordial germ cells (PGCs). 
Materials and Methods: Embryonic stem cells (ESC) were cultured in ES medium. At first, 
embryoid bodies (EBs) were formed by hanging drop method, and then were differentiated 
into primordial germ cells at different concentrations of BMP4 (10, 50 and 100 ng/ml). The 
viability and proliferation rate of treated cells with BMP4 were evaluated by MTT assay. The 
EBs were cultured in induction medium. Expression of Oct4 ،Stella and Mvh genes were 
evaluated by real time PCR.  
Results: In the group treated with BMP4 for 7 days, maximum cell viability was detected at 
the concentration of 10ng/ml. But the groups treated with100ng/ml of BMP4 showed 
minimum cell viability. Maximum expression of Stella and Mvh genes were detected at the 
concentration of 10ng/ml of BMP4 in the treated group.  
Conclusion: The results showed that BMP4 can promote proliferation and differentiation of 
ES in vitro. Also different concentrations of BMP4 showed different effects on in vitro 
differentiation of ES into germ cells. 
Keywords: Embryonic stem cells, Proliferation, Primordial germ cells, Viability, Embryoid 
Bodies  
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  شرایط آزمایشگاهی

  

 4، نوراالله رضایی3حسین عزیزي ،2بجنورديمریم نظم  ،1هاتف قاسمی حمیدآبادي

- 6503 :شناسه ارکید. ساري، ایران مازندران، پزشکی علوم دانشگاه ،دانشکده پزشکیگروه آناتومی و بیولوژي سلولی، مرکز تحقیقات ایمنوژنتیک،  ،آناتومیعلوم  دانشیار. 1

2278-0002 -0000 

تلفن ، )مولف مسئول( ساري، ایران مازندران، پزشکی علوم دانشگاه ،دانشکده پزشکی، گروه آناتومی و بیولوژي سلولی، مرکز تحقیقات ایمنوژنتیک،  ،آناتومی ستادیارا. 2

  0000- 0003- 1176-2417: ، شناسه ارکیدbojnordim@yahoo.com  :پست الکترونیک  ،011-33542429 :ثابت

  .آمل، ایران ،فناوریهاي نوین پزشکی  گروه بیوتکنولوژي، دانشگاه ،سلولی زیست شناسی ستادیارا .3

  .ساري، ایران مازندران، پزشکی علوم دانشگاه ،دانشکده پزشکیگروه آناتومی و بیولوژي سلولی، مرکز تحقیقات ایمنوژنتیک،  ،آناتومیعلوم  دانشیار. 4

 

 چکیده

مـی  ، مطـرح  نابـاروري  درمانیجدید عنوان یکی از گزینه هاي به سلول هاي بنیادي  ازتولید آزمایشگاهی گامت : هدف و زمینه

گزینه مناسبی به نظر می  آزمایشگاهی در شرایط سلول هاي بنیادي جنینی جهت تولید سلول هاي زایااستفاده از ، در این راستا. باشد

  .شد بررسیالقائ تمایز و تکثیر سلول هاي زایاي بدوي از سلول هاي بنیادي جنینی  در BMP4 تاثیردراین تحقیق . رسد

اجسام شبه جنینـی بـر   در مرحله بعد . داده شدند کشت اختصاصیسلول هاي بنیادي جنینی موشی در محیط کشت : روش بررسی

و بـالا   )50  (ng/ml، متوسط )ng/ml)  10کمتمایز سلولی از غلظت هاي  جهت القاي. ایجاد شدند اساس روش قطرات آویزان

ng/ml)  100(  BMP4 به منظور تاثیر غلظت هاي مختلف  .استفاده شدBMP4 درصد زنده بودن و تکثیر سلولی از آزمـون   بر

ه هاي سپس با جمع آوري آنها در گرو و اجسام شبه جنینی در محیط تمایزي کشت داده شدند. متیل تیازول تترازولیوم استفاده شد

  .مورد ارزیابی قرار گرفتند Real Time PCRبا روش  Mvhو Oct4 ، Stellaمربوطه، بیان ژن هاي 

 BMP4  ng/ml ی که به مدت هفت روز بـا غلظـت   گروه زنده مانی دربیشترین درصد نتایج این تحقیق نشان داد که   :هاهیافت

را  زنده مانیرا دریافت نموده اند کمترین درصد  ng/ml BMP4  100که غلظت  گروه هايولی  مشاهده شد کشت داده شد 10

 10در گروه تیمار شده به غلظت  Stella و Mvh نظیر ارکرهاي سلول هاي زایاي بدويم بیشترین میزان بیان همچنین. نشان دادند

  . روز مشاهده شد 4مدت به  BMP4نانوگرم بر میلی لیتر 

نقش مهمی در تمایز سلول هاي زایاي بدوي از سـلول هـاي بنیـادي     BMP4 دهد می نشاني این تحقیق  ها یافته : گیرينتیجه

بـه   تأثیرات متفاوتی بر عملکرد سلول هاي بنیادي جنینی طی تمـایز  BMP4غلظت هاي مختلف . دارد in vitroجنینی در شرایط 

  . دارند سمت رده هاي جنسی زایا در شرایط آزمایشگاهی

  اجسام شبه جنینی مانی، زنده ،سلول هاي زایاي بدوي تکثیر، ،جنینی بنیادي هاي سلول :کلید واژه ها

 9/4/98: پذیرش      11/3/98: اصلاحیه نهایی    17/10/97: وصول
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  مقدمه

 تکنیـک هـاي  مبتنی بـر  درمان ناباروري نوین  پیشرفت هاي

ــا ــانی ب ــا  درم شــناخت . اســت دياســتفاده از ســلولهاي بنی

تکثیر و تمایز سلول هاي  ی درو تکامل ژنتیکیمکانیسم هاي 

بوده و از این روش ثر بوده ومزایاي بدوي به گامت جنسی 

). 1(بیمـاران اسـتفاده کـرد     ناباروريجهت درمان  می توان

سلول هاي بنیـادي در دو دهـه   از تولید آزمایشگاهی گامت 

در زمینه طـب   به عنوان یکی از گزینه هاي درمانی  ،گذشته

هـا   ایـن سـلول  انـواع  یکـی  از  . ه استمطرح شد تولید مثل

 سـلول هـاي زایـاي   سلول هاي بنیادي جنینـی جهـت تولیـد    

 ).2و 3(باشد می جنسی 

سلول هـاي بنیـادي جنینـی     جهت متمایز شدن سلول زایا از 

 رشـدي  برخـی فاکتورهـاي  در محیط  آزمایشگاهی وجـود  

جهت تشخیص سـلول هـاي زایـا در محـیط     . ضروري است

آزمایشگاهی عمـدتاً از مارکرهـایی اسـتفاده مـی شـود کـه       

  ). 4، 5(خاص سلول هاي زایا هستند 

ي زایا از سلول هـاي بنیـادي جنینـی    در زمینه تمایز سلول ها

به  در شرایط آزمایشگاهی گزارشات محدودي وجود دارد

طور مثال درمطالعه اي سلول هاي بنیـادي جنینـی بـه سـلول     

ی و غنی سـازي  یشناساو هاي شبه زایاي بدوي متمایز شدند

اسـتفاده   Oct4,Vasa از مارکرهاي سلول هاي تمایز یافته

  ). 6، 7. (شد

هـاي   سلول هاي زایـا از سـلول   دي درباره تمایزمطالعات بع

نتـایج ایـن تحقیـق مشـخص      .بنیادي جنینی صورت گرفـت 

هاي زایـاي مشـتق شـده از     ی سلولتکه پس از هم کشکرد 

هاي سوماتیک گناد و پیوند  جنینی با سلولسلولهاي بنیادي 

  ).  8(گامت بالغ تشکیل شد

 تمـایز خودبخـودي سـلول    محقیقـین دیگـر  همین راستا  در

هـاي زایـا گـزارش     هاي بنیادي جنینـی انسـان را بـه سـلول    

سـلول هـاي    تمـایز به منظـور  در تحقیق دیگري ). 9(ند کرد

زایاي بدوي از سلول هاي بنیادي جنینی از اسید رتینوئیـک  

اسید رتینوئیک سبب تمایز سلول هـاي بنیـادي   . شداستفاده 

سلول هـاي    .آنها می گرددیا و تکثیر اجنینی به سلول هاي ز

بنیادي یا سـلول هـاي اجسـام شـبه جنینـی در حضـور اسـید        

روز بـر روي یـک لایـه سـلول هـاي       7رتینوئیک به مـدت  

ــدند   ــت داده ش ــوش کش ــی م ــت جنین ــس از  فیبروبلاس و پ

مشخص شد که تمامی سلول هاي  SSEA1ارزیابی مارکر 

   ).10(سلول هاي زایاي بدوي هستند  ،SSEA1 بیان کننده

در زمینه تمایز گامت جنسی از سـلول  ی هر چند که مطالعات

هاي بنیادي جنینی در شرایط آزمایشگاهی صـورت گرفتـه   

هـا کفایـت لازم را   می رسد که ایـن سـلول   است، اما به نظر

نخواهند داشت بنابراین به تکنیک ها و سیستم هاي کشـتی  

نیاز است تا امکان دستیابی به گامت جنسـی مطلـوب تـر در    

دراین تحقیق سعی شده که تاثیر . محیط کشت فراهم گردد

BMP4  جهت القائ تمایز و تکثیر سلول هاي زایاي بدوي

  .از سلول هاي بنیادي جنینی استفاده شود

  روش بررسی

 هاي بنیادي جنینیکشت سلول

سـلول هـاي بنیـادي جنینـی موشـی      در پژوهش فوق از رده 

کشـت سـلول هـاي بنیـادي جنینـی در محـیط       . استفاده شـد 

 Fetal)  سـرم وحاوي سـدیم پیـروات     DMEMکشت 

Calf Serum) FCS،  استرپتومایســین  / پنــی ســیلین

تـانول،  بتـا مرکاپتوا  گلوتامکس، اسید آمینه غیـر ضـروري،   

  . انجام شدفاکتور مهار کننده لوسمی 

  :(Embryoid Bodies)شکل گیري اجسام شبه جنینی 

 و LIFفاقـد   محیطجهت شکل گیري اجسام شبه جنینی از 

بدین ترتیب سوسپانسیون  .استفاده شدروش قطرات آویزان 

ایجـاد و بـا شـمارش سـلولی،      بنیـادي  سلولی از سلول هـاي 

ــرات  ــلولی    20قط ــف س ــت مختل ــه غلظ ــري در س میکرولیت

بر روي درپوش دیش کشـت قـرار   ) 3000و  2000، 1000(

با برگرداندن درپوش بر روي دیش و قرار دادن . داده شدند

سـاعت، اجسـام شـبه جنینـی      48آنها در انکوباتور به مـدت  

روسکوپ سپس اجسام شبه جنینی توسط میک. تشکیل شدند

معکوس مورد ارزیابی واقع شدند و برخی از شاخص هـا از  

بررسـی هـا نشـان داد کـه     . شـدند  محاسبهقبیل اقطار اجسام 
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مناسب ترین شرایط براي ایجاد اجسام شبه جنینی با کیفیت 

  ). 11(است 2000  بالا، غلظت

  :Ratioنحوه محاسبه اقطار و 

نظـر  در   Ratioنسبت حجم بـه سـطح اجسـام شـبه جنینـی     

 بدین ترتیب در ابتدا با به کار گیـري نـرم افـزار   . گرفته شد

Image J      اقطار  بزرگ و کوچک اجسـام شـبه جنینـی بـر

 ). 12(حسب میلی متر محاسبه شدند

تمایز سلول هاي بنیادي جنینی به سلول هـاي زایـاي بـدوي    

(PGCs)  توسط فاکتور رشدBMP4:  

طـــی مراحـــل مختلـــف تمـــایز ســـلولی از غلظـــت هـــاي  

  (ng/mlو بـالا  )50  (ng/ml، متوسـط )ng/ml)  10مک

100(BMP4 استفاده شد.   

  : BMP4در غلظت هاي مختلف  EBsکشت 

. استفاده شد BMP4در این تحقیق از غلظت هاي مختلف 

جمع  (D2)بدین ترتیب که اجسام شبه جنینی در روز دوم 

خانه که حاوي  24 آوري شده و به پلیت هاي کشت سلولی

و بالا  )50 (ng/ml، متوسط )ng/ml) 10غلظت هاي کم

ng/ml)  100(  BMP4  روز منتقـل   7و  4بودند به مدت

بـه عنـوان گـروه هـاي      BMP4شدند و دو گروه نیز فاقـد  

بنابراین گروه هاي مورد مطالعه . کنترل در نظر گرفته شدند

 : در این قسمت از تحقیق شامل

 4بـه مـدت    ng/ml   10 BMP4در غلظـت  EBsکشت 

 D4B10گروه : روز

 4بـه مـدت    ng/ml   50 BMP4در غلظـت  EBsکشت 

 D4B50گروه  :روز

 4بـه مـدت    ng/ml  100 BMP4در غلظت EBsکشت 

 D4B100گروه  :روز

ــدت  BMP4در عــدم حضــور  EBsکشــت  ــه م : روز 4ب

    )گروه کنترل(  D4B0گروه

 7بـه مـدت    ng/ml   10 BMP4در غلظـت  EBsکشت 

 D7B10گروه : روز

 7بـه مـدت    ng/ml   50 BMP4در غلظـت  EBsکشت 

 D7B50گروه   :روز

 7بـه مـدت    ng/ml  100 BMP4در غلظت EBsکشت 

 D7B100گروه : روز

ــدت  BMP4در عــدم حضــور  EBsکشــت  ــه م : روز 7ب

  ) گروه کنترل( D7B0گروه 

  :و تکثیر سلولی (Viability)ارزیابی درصد زنده بودن 

ــاثیر غلظــت هــاي مختلــف   در  ــه منظــور ت مطالعــه حاضــر ب

BMP4 درصد زنـده بـودن و تکثیـر سـلولی از آزمـون       بر

 Methyl Thiazolylمتیـــل تیـــازول تترازولیـــوم  

Tetrazolium (Sigma-Aldrich, MTT)    اسـتفاده

بدین ترتیب که ابتدا اجسام شـبه جنینـی در هـر گـروه     . شد

و پیپتـاژ،   EDTA -جمع آوري شدند و با افزودن تریپسین

پس از  .سلول هاي منفردي از اجسام شبه جنینی تهیه گردید

 8/4×  104شمارش سلولی هر گروه توسط لام نئوبار، تعداد 

منتقل شده و بـه مـدت    خانه96سلول به چاهک هاي پلیت 

سپس با دور ریختن . در انکوباتور قرار داده شدند یک شب

به هر یک از  MTTمیکرولیتر از محلول  50محیط کشت، 

 37سـاعت در دمـاي    4چاهک ها اضافه گردیده و به مدت 

پـس از  . درجه سانتی گراد و در شرایط تاریکی انکوبه شـد 

ــول   ــیون، محل ــط   MTTانکوباس ــده و توس ــه ش دور ریخت

DMSO 5سپس پلیت مذکور به مـدت  . جایگزین گردید  

جذب نـوري  . قرار داده شد Shakerدقیقه بر روي  10الی 

 Cytofluorنـانومتر توسـط دسـتگاه     570مـوج   در طـول 

4000 plate reader (PerSeptive Biosystems, 
Framingham, Massachusetts, USA)   صـورت

          ). 13(همچنین آزمایش ها سه بار تکرار شدند. گرفت

 Oct4 ،Stellaارزیابی کمی میزان بیان ژن هـاي  

  طی تمایز Mvhو 

اجسام شبه جنینی در محیط تمایزي حاوي غلظت هاي کم، 

روز کشــت داده  7و  4بــه مــدت BMP4 متوســط و بــالا 

سپس با جمع آوري آنها در گروه هاي مربوطه، بیان . شدند

 Real Timeبـا روش  Mvhو Oct4 ، Stellaژن هاي 

PCR اجسام شبه جنینی در ابتدا  .مورد ارزیابی قرار گرفتند

سـپس  . تمام گـروه هـاي مـورد مطالعـه جمـع آوري شـدند      
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RNA     کل اسـتخراج و پـس از سـاختcDNA   بـا روش

Real-Time PCR مورد ارزیابی قرار گرفت.  

  روش آماري

از  وبررسـی   13نـوع   SPSSنتایج با اسـتفاده از نـرم افـزار    

ــه    ــک طرف ــانس ی ــالیز واری ــاري آن ــل آم  ANOVAتحلی

 Tukeyهمچنین در ادامـه از آزمـون آمـاري    . استفاده شد

Test 05/0. نیز استفاده شد ≤ p value    معنی دار در نظـر

  .گرفته شد

  

  

  

  یافته ها

شکل گیري اجسام شـبه جنینـی در غلظـت هـاي     

 مختلف سلولی

یافته هاي این بخش نشان داد کـه اخـتلاف معنـی داري در    

ــدازه و  ــی در گــروه  ) Ratio )ƒان  2000اجســام شــبه جنین

 1000سـلولی و   3000سلولی نسبت به سایر گروه هـا یعنـی   

 p ≥ 05/0 )1نمـودار  ( سـلولی در هـر قطـره مشـاهده شـد     

value معنی دار در نظر گرفته شد.  

  

  .(EBs)بر اندازه اجسام سبه جنینی  BMP4تاثیر هم زمان غلظت هاي مختلف سلولی و  :1نمودار 

ارزیـابی سـلول هـاي زایـاي بـدوي تمـایز یافتـه در حضــور        

 BMP4غلظت هاي مختلف 

  :طی تمایز (Viability)ارزیابی میزان زنده بودن 

درصـد زنـده بـودن سـلول هـاي       MTTبا استفاده از تست 

و  50 ،10زایاي بدوي تمایز یافتـه در حضـور غلظـت هـاي     

100 ng/ml BMP4   ــد ــنجیده ش  D7B10گــروه . س

کـه   را دارا بودند اما گـروه هـاي   زنده مانیرصد بیشترین د

گـروه  (را دریافت نموده اند  ng/ml BMP4 100غلظت 

 زنده مـانی کمترین درصد ) D7B100و  D4B100هاي 

در ادامه مشخص شد که تفـاوت معنـی داري   . را دارا بودند

) p ≤ 0/05(  7و  4در غلظت هاي مـذکور بـین روزهـاي    

  .)2و نمودار  1جدول (مشاهده شد 
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  .BMP4درصد زنده بودن سلول هاي تمایز یافته در غلظت هاي مختلف 

Bmp4 concentration                                         
(ng/ml)                                                                   

D4B10/D4B0                                                                                                   

D4B50/D4B0                                                                                                   

D4B100/D4B0                                                                                                 

D7B10/D7B0                                                                                                   

D7B50/D7B0                                                                                                   

D7B100/D7B0                                                                                                 

  

  .BMP4مقایسه درصد زنده بودن سلول هاي تمایز یافته در غلظت هاي مختلف 

 .  

معنی دار در نظر  p value ≥ 0.05 در تمام موارد

٠

۵٠

١٠٠

١۵٠

٢٠٠

٢۵٠

٣٠٠

٣۵٠

۴٠٠

۴۵٠

D۴

V
ia

b
ili

ty
 P

er
ce

n
t

*

**

 مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

  

درصد زنده بودن سلول هاي تمایز یافته در غلظت هاي مختلف  :1جدول 

Bmp4 concentration                                                                        Viability percent
(ng/ml)                                                                                                   (Mean±SD)

 

D4B10/D4B0                                                                                                   ٢٧٩ ± ۶۴

                                                                                            ١۵٠  ± ۴٠

D4B100/D4B0                                                                                                 ١٢١ ± ۴۵

D7B10/D7B0                                                                                                   ٣۴۵  ± ١٠٧

D7B50/D7B0                                                                                                   ٣١ ± ٣١٣

                                                                                                ١١٣  ± ۴٣

مقایسه درصد زنده بودن سلول هاي تمایز یافته در غلظت هاي مختلف   :2نمودار 

. مشاهده شد 7و  4بین روزهاي   ng/ml BMP4 100و  50 ،10تفاوت معنی داري در غلظت هاي 

  .مشاهده شد   ng/ml BMP4 100و  10تفاوت معنی داري در روز چهارم بین غلظت هاي 

در تمام موارد. مشاهده شد   ng/ml BMP4 100و  10این تفاوت معنی داري در روز هفتم بین غلظت هاي 

D D٧

١٠

۵٠

١٠٠**

***

***

Viability percent
(Mean±SD)

۴١/۶۴  

٨۵/۴٠  

٩۶/۴۵  

٨٢/١٠٧  

٠٠/٣١  

٧١/۴٣  

  

تفاوت معنی داري در غلظت هاي * 

تفاوت معنی داري در روز چهارم بین غلظت هاي ** 

این تفاوت معنی داري در روز هفتم بین غلظت هاي *** 

  .گرفته شد

  

B١٠

B۵٠

B١٠٠
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 Mvhو  Oct4 ،Stellaارزیابی کمی میزان بیـان ژن هـاي   

  پس از تمایز اجسام شبه جنینی

مقایسه بیان هر یک از ژن ها در بین گروه هاي مذکور نشان 

مـارکر پرتـوانی سـلول هـاي      ( Oct4داد  که میزان بیان ژن 

در گروه هاي کنترل بـالا بـود و بـه تـدریج بـا افـزودن        )زایا

در . کــاهش یافــت 50و BMP4ng/ml 10 غلظــت هــاي 

 ادامه مشخص شد کـه تفـاوت معنـی داري بـین گـروه هـاي      

میـزان بیـان    .وجود داردمیزان بیان ژن مـذکور نظرمختلف از 

روز در معـرض   4در گروه هـاي کـه بـه مـدت      Stellaژن 

BMP4   بـدین ترتیـب کـه در    . قرار گرفته بودند متغیـر بـود

 BMP4 هــايروه هــاي کنتــرل پــایین ولــی در غلظــت گــ

ng/ml 10 ژن . افزایش  یافته بود 50وMvh  فقط در گروه

ــاي  ــان  D7B50و   D4B10،D4B50 ،D7B10ه بی

مشـاهده   D4B10گردید و حداکثر میزان بیان آن در گروه 

  .)3نمودار   (شد

  

قرار گرفته  BMP4روز در معرض غلظت هاي مختلف  7و  4که به مدت  Real Time PCRمقایسه بیان نسبی ژن هاي مورد ارزیابی بوسیله  :3نمودار 

  )c( actin  - βنسبت به Mvhو ) b( actin  - βنسبت به Stella، )actin  - β  )aنسبت به Oct4بیان نسبی . اند

  

  بحث 

بـه عنـوان یـک القـا      BMP4که  نشان دادبررسی  این نتایج

از سـلول هـاي بنیـادي     PGCsکننده مؤثر و توانا در تمـایز  

سلول هاي بنیادي جنینـی سـلول    ).14(جنینی موش می باشد

هاي پرتوانی هستند و قادر به تمایز به انواع رده هاي سـلولی  

می باشند به طوري کـه اسـاس اسـتفاده گسـترده از آنهـا در      

ــا نســبت داده    ــوانی آنه ــه ویژگــی پرت ــانی ب ــی ســلول درم م

یق پتانسیل سلول هاي در این قسمت از تحق  ).١۵-١٧(دوش

بنیادي جنینی موش جهت تمایز به پیس سازهاي سـلول زایـا   

مـورد   BMP4بـا تکنیـک و افـزودن     in vitroدر محـیط  

نتایج این مطالعـه نشـان داد کـه غلظـت     . ارزیابی قرار گرفت

تأثیرات متفـاوتی بـر عملکـرد سـلول      BMP4هاي مختلف 

یـزان زنـده   بررسـی م بـه طوریکـه    .هاي بنیادي جنینی دارنـد 

کــه  مشــخص کــرد BMP4 پــس از تیماربــا مانــدن ســلولی

تـأثیر  ) غلظت کم( BMP4نانوگرم بر میلی لیتر  10افزودن 

بهتري بر درصد زنده ماندن سلول هاي نسبت به سایر غلظت 

امـا بـر خـلاف    . هاي به کار رفته در این تحقیق داشـته اسـت  

، میزان زنده مانـدن سـلول   BMP4انتظار با بالا رفتن غلظت 

به نظر می رسد که غلظـت هـاي متوسـط و    . ها کاهش یافت

  .اثر منفی بر زنده ماندن سلول ها داشته باشند BMP4بالاي 

 BMP4در همین راستا برخی مطالعات نشان داد که افزودن 

بـر درصـد زنـده مانـدن      بوده وبه محیط کشت وابسته به دوز

انیســم هــاي اثرگــذاري یکــی از مک. مــوثر اســت ســلول هــا

BMP4  از طریق فسفریله کردن پروتئین هايSmad  است

در کشت سـلول   BMP4گزارش کردند که محققان ). 18(

نـانوگرم   5به طوري که با افزودن . کاملا وابسته به دوز است

، تعــداد ســلول هــاي زایــاي بــدوي   BMP4بــر میلــی لیتــر 

ر، درصـد  افزایش می یابد در حالی که در غلظت هـاي بـالات  
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اما ). 19( زنده ماندن سلول هاي مذکور کاهش پیدا می کند

ممکن است از طریـق القـا    Smad ،BMP4به غیر از مسیر 

نمودن برخی ژن هاي وابسته بـه پـروتئین کینـاز،  در فرآینـد     

 ).20و 21(میتوز و زنده ماندن سـلول هـا نقـش داشـته باشـد      

از  شـگاهی آزمایالقــا سـلول هـاي زایـاي بـدوي در شـرایط      

به محیط کشت  BMP4سلول هاي بنیادي جنینی با افزودن 

از سـلول   PGCsتمـایز   در تحقیق حاضر. تکمیل می گردد

 BMP4هاي بنیادي جنینی در حضور غلظت هاي مختلـف  

به نظـر مـی رسـد کـه     . و مدت زمان متفاوت صورت گرفت

ــالاي   ــوبی در  BMP4غلظــت هــاي متوســط و ب ــري مطل اث

  .از سلول هاي بنیادي جنینی ندارند PGCsفرآیند تمایز 

گـزارش کردنـد    2004و همکـاران   Westدر همین راسـتا   

به محیط کشـت درصـد سـلول هـاي      BMP4که با افزودن 

افزایش می یابد و ذکر کردند کـه اثـرات    Vasaبیان کننده 

BMP4  کاملا وابسته به دوز است به طوري که غلظت هاي

  ).22( مؤثرتر است BMP4کم 

 BMP4یافتـه هاي ارزیابی مولکــولی پیشنهاد می کند کـه  

 inنقش مهمی در تمایز سلول هاي زایاي بدوي در شـرایط  

vitro در ایـن مطالعـه میـزان بیــان ژن هـاي مـرتبط بــا      . دارد

 میـزان بیـان   .تکامل سلول هاي زایـاي بـدوي سـنجیده شـد    

Oct4   به عنوان شاخص پرتوانی در گروه هاي کنترل بـالاتر

بود بنابراین سـلول هـاي    BMP4ز گروه هاي تیمار شده با ا

را تنها در حالت غیر تمایزي بیان نموده  Oct4بنیادي جنینی 

اند و همزمان با شروع روند تمایز این بیان کاهش یافته است 

و از جمله ژن هایی است که در سلول هاي زایاي بـدوي در  

مـورد   یکـی دیگـر از ژن هـاي   . سطح پائین بیـان مـی گـردد   

ولین ژن اختصاصـی در  ا( Stella در این مطالعه ژن ارزیابی

مرحله تمایز سـلول هـاي    که در روند تکامل سلول هاي زایا

در یافتـه هـاي تحقیـق    . بـود ) زایاي بدوي بروز پیدا می کند

حاضر مشخص شد که بیشترین میزان بیان آن در گروه تیمار 

 4مـدت  بـه   BMP4نانوگرم بر میلی لیتر  10شده به غلظت 

که گفته شد یکی از اساسی تـرین   همچنان. روز مشاهده شد

است  Mvhشاخص ها در شناسایی سلول هاي زایاي بدوي 

یافتـه  . تنها در سلول هاي زایاي بدوي بروز پیدا می کنـد  که

هاي تحقیق حاضر نشـان داد کـه میـزان بـالاتري از بیـان ژن      

Mvh  بر میلی لیتر نانوگرم  10در گروه تیمار شده به غلظت

BMP4  افزایش میزان بیان این . روز مشاهده شد 4در مدت

ن در مقایســه بــا غلظــت هــاي بــالاتر اگرچــه کــه از لحــاظ ژ

آماري معنی دار نبود اما به لحـاظ بیولوژیـک افـزایش قابـل     

  .توجهی یافت

یافته هاي تحقیق حاضر تأییـدي بـر نتـایج سـایر محققـین در      

جهت تمایز سـلول هـاي    BMP4زمینه نقش و تأثیرگذاري 

ــدوي اســـت  ـــاي بـ ــتا، . زایــ ــین راسـ و  Toyookaدر همـ

با به کارگیري سلـول هـاي جنینـی    2003همکــاران در سال 

در سـاختار ژنـومی ایـن سـلول هـا،       Mvhو درج کردن ژن 

به جداسازي سلول هـاي زایـاي بـدوي از اجسـام شـبه      موفق 

و همکاران در  Kee ).23( شدندجنینی براساس بیان این ژن 

بـه محـیط    BMP4نشـان دادنـد کـه بـا افـزودن       2006سال 

 Mvhکشت سلول هاي بنیادي جنینی انسانی میزان بیـان ژن  

  .)24( افزایش می یابد

 10در مجموع نتایج سلولی و مولکولی نشان داد که افـزودن  

روز بـراي القـاي    4بـه مـدت    BMP4نانوگرم بر میلی لیتـر  

بدوي از سـلول هـاي بنیـادي جنینـی     تمایز سلول هاي زایاي 

بـه عنـوان    فـوق بنابراین با برگزیـدن گـروه   . مطلوب تر است

القـاي تمـایز اختصاصـی بـراي تولیـد      گروه منتــخب جهت 

  .شدخواهد در نظر گرفته گامت جنسی 

  گیرينتیجه

BMP4   به عنوان عامل القا کننده مزودرمی نقش مهمـی در

ل هاي بنیادي جنینی در تمایز سلول هاي زایاي بدوي از سلو

ــرایط  ــف   . دارد in vitroش ــاي مختل ــت ه  BMP4غلظ

تأثیرات متفاوتی بر عملکرد سلول هـاي بنیـادي جنینـی طـی     

نـانوگرم بـر میلـی لیتـر      10به طوري که افزودن . تمایز دارند

BMP4  روز در محیط کشت بیشترین تأثیر را در  4به مدت

القاء تمایز سلول هـاي زایـاي بـدوي از سـلول هـاي بنیـادي       

  . جنینی دارد
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  قدردانی و تشکر

مصــوب معاونــت تحقیقــات و پــروژه مقالــه حاضــر حاصــل 

اسـت   1718به کد فناوري دانشگاه علوم پزشکی مازندران 

کارشناسـان محتـرم آزمایشـگاه    که نویسندگان بدینوسـیله از 

 تقدیر ودانشگاه علوم پزشکی مازندران گروه علوم تشریحی 

  .تشکر می نمایند
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