
  

  


 

   
   


          
     
    
    

      
   
            
       
   
   
         
    
            
           
  
          
              

   

    
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به انسان تمایز سلول هاي بنیادي مشتق از بافت چربی براي مقایسه دو پروتکل القایی 
سلول هاي پیش ساز الیگودندروسیت

1ناظم قاسمی

،031- 37929156:تلفن ثابت، )مولف مسوول(ایران ،، اصفهاناستادیار، گروه آناتومی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اصفهان.1
n_ghasemi@med.mui.ac.ir

چکیده
را تحـت  سیسـتم عصـبی مرکـزي   یک بیماري اتوایمن تخریب کننده میلین است کـه (MS)مولتیپل اسکلروزیس:زمینه و هدف

نیادي مشتق از بافت چربی در تمایز سلول هاي بو کوتاه مدتکارامد،این مطالعه با هدف ارائه یک روش ساده. تاثیر قرار می دهد
.انجام شدسلول هااین دستیابی به یک جمعیت همگنی از به منظور به سلول هاي پیش ساز الیگودندروسیتی انسان

و سـلول هـاي شـبه    به دو روش و با استفاده از اجسام شبه جنینـی  سلولیتمایز،سلول هاي بنیاديبعد از جداسازي :بررسیروش 
و Olig2و درصد سلول هاي بیان کننده مارکر هاي MTTقابلیت زیست پذیري سلولها با استفاده از روش . اکتودرمی انجام شد

A2B5  ــد ــیمی مشــخص گردی ــک ایمونوسیتوش ــا کم ــزار   . ب ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــا ب ــه ي داده ه ــاري  SPSSهم ــون آم ــا آزم و ب
Independent- Samples T Testآنالیز شدند.

درصد پایینی از آنها مارکرهايو CD105و CD90مارکرهاي، سلول هاي بنیاديدرصد بالایی از د که نتایج نشان دا:یافته ها
CD45 وCD14) بعـلاوه میـانگین درصـد سـلول هـاي بیـان کننـده مارکرهـاي         .را بیـان کردنـد  )مارکرهاي سلول هاي خونسـاز

مقایسه قابلیت زیست پـذیري  علاوه بر این، ). =031/0P(متفاوت بود در دو گروه A2B5)و Olig2(الیگودندروسیتی پیش ساز 
سلولها نشان داد که میانگین جذب نوري در سلول هاي تمایز یافته با منشاء اجسام شبه جنینی نسبت بـه سـایر گروهـا افـزایش یافتـه      

).=044/0P(است 
ده از اجسام شبه جنینی روشی سـریع،  به سلول هاي الیگودندروسیتی پیش ساز با استفاhADSCsتمایز سلول هاي:نتیجه گیري

.می باشدسلول ها این دستیابی به یک جمعیت همگنی از براي کارامد و مقرون به صرفه 
گلیا، الیگودندروبالغینمولتیپل اسکلروزیس، سلول هاي بنیادي :کلیديکلمات

10/3/96:پذیرش16/1/96:اصلاحیه نهایی4/12/95:وصول مقاله
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مقدمه
Multiple Sclerosis (MS]([اري اسکلروز متعـدد  بیم

علت نورولوژیکی نـاتوانی در بـالغین جـوان اسـت     شایعترین 
خـتلال در  ا).1(مردان بـروز مـی کنـد   از که در زنان بیشتر 

بـه ایـن   بـه دنبـال ابـتلا    کـه  عملکرد سیستم عصـبی مرکـزي   
از بین رفتن تدریجی دلیلبه می تواند ایجاد می شودبیماري 

اگرچـه  .میلـین رشـته هـاي عصـبی باشـد     غلافپیشرونده و
شـناخته شـده نیســت امـا عوامــل    MSعلـت اصـلی بیمــاري   

نقـش  ) عفونت هاي میکروبی و ویروسـی (ژنتیکی و محیطی 
مصــرف ). 2و3(عمــده اي در پیــدایش ایــن بیمــاري دارنــد

قـادر بـه   داروهاي مهار کننده ایمنـی و کورتیکواسـتروئیدها   
پیشـرفت  لـذا )4(نمـی باشـند  یب نورونیتخرتوقف فرآیند 

بـا اسـتفاده از پیونـد سـلول هـاي      MSهایی در زمینه درمان
و با هدف جـایگزین کـردن سـلولهاي از بـین رفتـه      وبنیادي
سـلولهاي  ). 5(انجـام گرفتـه اسـت   فاکتور هاي رشد ترشح 

Adipose Derived Stem(چربی بافت بنیادي مشتق از 

Cell: ADSC(مشخص از سلولهاي بنیـادي  یک جمیعت
می باشند که توانایی تمایز به انـواع سـلول هـا، بـویژه     بالغین 

از انجـایی کـه دسـتیابی بـه     ).6(سلول هاي عصبی را دارنـد 
)مثل مغز قرمز اسـتخوان (بافت چربی نسبت به سایر بافت ها 

غیر تهاجمی تر است و با توجه به محتواي بالاي سلول هـاي  
بـه عنـوان یـک منبـع     بافت چربی،)7(آنموجود در بنیادي 

سـلول  . مورد توجه خـاص قـرار گرفتـه اسـت    سلولی ایده ال
توانــایی ترشــح فاکتورهــاي رشــد عصــبی و ADSCهــاي 

التهابی را دارند و پیوند این سلولها پیشرفت هایی عوامل ضد
امـا عـوارض  ) 6(فراهم کرده اسـت MSرا در زمینه درمان 

ایـن  کـه بـه دنبـال تکثیـر پیشـرونده      مثل تومورزایی احتمالی
دهد را نمی توان نادیده گرفتمی رخ بافت ها در سلول ها 

از آنجایی که سلول هاي تمایز یافته مشابه سـلول هـاي   ). 8(
بنـابراین پیونـد سـلول هـاي     بنیادي قدرت تکثیر بـالا ندارنـد   

به منظور کاهش عوارض سلول هاي بنیاديتمایز یافته بجاي 
.یک ضرورت استظیر تومورزایی احتمالی ن

مطالعات زیادي در زمینه تمایز سلول هاي بنیادي بـه  تاکنون 
کریسـتانیا و  .سلول هاي الیگودندروسیتی انجـام شـده اسـت   

سلول هاي بنیـادي مشـتق از مـاتریکس طنـاب     )9(همکاران 
بـا اسـتفاده از یـک روش چنـد مرحلـه اي بـه       را نافی انسان 

،علاوه بر ایـن . تمایز دادندندروسیتی سلول هاي شبه الیگود
پژوهشی دیگر سلول هاي بنیادي مشـتق از مغـز اسـتخوان    در 

در حضور فاکتورهاي نوروتروفیک متعددي به سـلول هـاي   
اکثـــر ایـــن در ). 10(الیگودندروســـیتی تمـــایز داده شـــدند 

مطالعات دوره زمانی صرف شـده جهـت تمـایز سـلول هـاي      
طولانی مدت بوده یگودندروسیتی به سلول هاي شبه البنیادي 

با لذا . و نتایج بدست امده هم در حد مورد قبول نبوده است
پتانسیل و hADSCسهولت دستیابی به سلول هاي توجه به

بـا  و ي دیگـر سلول ها در تمایز به انواع سـلول هـا  این بالاي 
ــر   ــه ب ــاي     تکی ــح فاکتوره ــا در ترش ــلول ه ــن س ــایی ای توان

بـا هـدف ارائـه    وبراي اولـین بـار  العهمطایننوروتروفیک ،
سلول هاي در تمایز و کوتاه مدتکارامد،یک روش ساده

به سـلول هـاي پـیش سـاز     بنیادي مشتق از بافت چربی انسان 
دستیابی به یک جمعیت همگن از به منظور الیگودندروسیتی

.سلول هاي الیگودندروسیتی انجام شده است

بررسیروش
بنیـادي مشـتق از بافـت چربـی     لولهايجدا سازي و کشت س

انسان
افراد کاندیـد  در این پژوهش، بعد از دریافت رضایت نامه از 

افت چربی از ، بسال25-35سنی میانگینبا عمل لیپوساکشن
، PBSو پـس از شستشـو بـا    شـد برداشـته ناحیه زیر جلـدي  

آنـزیم  و جراحـی تیغاستفاده از با و انزیمیتجزیه مکانیکی
در ادامـه بـا   . درصـد انجـام شـد   0.075با غلظت Iز کلاژنا

انجام سانتریفوژ و تخلیه محیط رویی، رسوب سلولی حاصله 
ــا اســتفاده از محــیط کشــت   حــل شــد و F12DMEM/ب

و در شــرایطT25سوسپانســیون ســلولی در فلاســک هــاي 
%(استاندارد 5 Co2, 37 oC ( تا پاساژ پنجم کشت داده

.شد
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ــک ایمونوسیتوشـ ـ ــا تکنی ــی مارکره ــطحی یمی و بررس ي س
بنیادي مشتق از بافت چربی سلولهاي 

کشـت داده  hADSCسـلول  1×105تعـداد  بدین منظور از 
مارکرهـا  CDبـراي بررسـی   چاهکی12شده در پلیت هاي 

ایـن ،BSA/PBSتشـو بـا محلـول    سشبعـد از  .استفاده شـد 
دقیقـه در مجـاورت آنتـی بـادي هـاي     30سلول ها به مـدت  

Anti- CD90, CD105, CD14, and CD45
بعد از شستشـو بـه   .متصل به رنگ فلورسنت قرار داده شدند

به مـدت دو دقیقـه   DAPIمنظور رنگ آمیزي هسته، رنگ 
هـا نهایتا لامل ها بـا چسـب انـتلان بـر روي لام    . استفاده شد

ــد  ــیکس شـ ــنس  ندفـ ــکوپ فلورسـ ــا میکروسـ ــدل (و بـ مـ
BX51سـلول  200اد تعـد . مورد بررسی قرار گرفتند) ،ژاپن

شمارش و میانگین درصد سلول هاي بیان کننده ددر چند فیل
لازم به ذکر است که این تکنیک سه . هر مارکر گزارش شد

بار تکـرار شـد و نتـایج حاصـله بـه شـکل میـانگین گـزارش         
.گردید
بنیادي مشتق از بافت چربـی بـه  سلولهاي اول در تمایزروش

سلولهاي الیگودندروسیتی پیش ساز
(قطره آویـزان به روشو hADSCsسلول هاي از بتداا

(Hanging dropبـه منظـور   . تهیـه شـد  اجسام شبه جنینی
میکرولیتـري محـیط   20قطـرات  اجسام شـبه جنینـی    تشکیل 
B27،20 %2حـاوي DMEM/F12کشـت   ng/ml

Human  epidermal growth factor(H-EGF)
20ng/ml Human basic  fibroblast growth

factor (hbFGF),ــه ــوي ک ــا 500محت ــلول 700ت س
hADSCs ــود ــاي   بـ ــش هـ ــی درب دیـ ــطح درونـ در سـ

بـه  درب هـا مخصوص کشت سلول قـرار داده شـد و سـپس   
قرار داده شـد  PBSشکل وارانه بر روي دیش هاي محتوي 

در تمـاس باشـند و از   PBSبه شکلی که لبه ي درب هـا بـا   
48ش ها بـه مـدت   دی. تبخیر قطرات آویزان جلوگیري شود

بعد از گذشـت  .داده شدندقرارساعت در شرایط استاندارد 
تشکیل شده در قطرات آویزان اجسام شبه جنینی ،ساعت48

جمع آوري شد و در محیط کشت قبلی و در فلاسـک هـاي   
T25 روز کشت داده شد4به مدت استانداردو در شرایط  .

سلول 2×104عداد ت،اجسام شبه جنینیبعد از تریپسینه کردن 
بر روي لامـل هـاي پوشـش داده    ) به ازاي هر سانتیمتر مربع(

روز 10لایزین قرار داده شد و بـه مـدت   –ال –شده با پلی 
ــیط  ــويDMEM/F12در محــــــــ محتــــــــ

Streptomycin(100mg/ml), Penicillin
(100u/ml), L-glutamine(2mM), 1X B27,
1X N2, SHH (200n/ml), Retinoic acid
(2µM), 1x NEAA (Non essential Amino

Acid)در ادامه محیط کشت قبلی با محیط . کشت داده شد
DMEM/F12 ــوي ــد محتــــــــــــــــ جدیــــــــــــــــ

Streptomycin(100mg/ml), Penicillin
(100u/ml), L-glutamine (2mM), 1X B27,
1X N2, Platelet- derived growth factor-AA
(PDGαF) (10ng/ml), NT3 (30ng/ml)

یگزین شد و سلول هـا بـه مـدت دو هفتـه در ایـن محـیط       جا
لازم به ذکر است که در طول دوره تمایز . کشت داده شدند

روز یکبـار بـا محـیط جدیـد     3-4سلولی محـیط کشـت هـر    
سـلول تحـت عنـوان    2×104بعلاوه تعـداد  . جایگزین می شد

ــرل، در محــیط    ــدون حضــور DMEM/F12گــروه کنت ب
.ه شدندکشت داد،فاکتورهاي تمایز

بنیادي مشتق از بافت چربی بـه سلولهاي دوم در تمایزروش
سلولهاي الیگودندروسیتی پیش ساز

بـه سـلول هـاي    hADSCsسـلول هـاي   در این روش ابتدا
، تمـایز ئبـه منظـور القـا   . تمـایز داده شـدند  نورواکتـودرمی 

سلول به ازاي هر سانتیمتر مربع در پلیـت هـاي   1×104تعداد 
10کامل شـده بـا   عصبیوي محیط کشت محتچاهکی12

ng/ml Human  epidermal growth factor(H-
EGF), 1X N2, Streptomycin(100mg/ml),

Penicillin, (100u/ml) 3استاندارد به مدت در شرایط
ي کشـت داده شـده ي مرحلـه    سلول ها. روز کشت داده شد

هـاي آنزیم تریپسین جدا شـدند و در پلیـت   استفاده ازباقبل
روز و در حضور محیط18فاقد پوشش به مدت چاهکی24

B2720 ng/ml Human %2با مکمل کشت عصبی

epidermal growth factor(H-EGF) 20ng/ml
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Human basic, fibroblast growth factor
(hbFGF),  روز،18بعـد از گذشـت   . کشـت داده شـدند

ه صورت تک با عمل پیپتینگ بمرحله قبل سلول هاي بنیادي 
به ازاي هـر سـانتیمتر   سلول (2×104تک در آمده و به تعداد 

–ال –بر روي لامل هـاي پوشـش داده شـده بـا پلـی      ) مربع

ــدت   ــه مـ ــد و بـ ــرار داده شـ ــزین قـ ــیط 10لایـ روز در محـ
DMEM/F12محتــويPenicillin (100u/ml),

Streptomycin(100mg/ml), L-
glutamine(2mM), 1X B27, 1X N2, SHH
(200n/ml), Retinoic acid (2µM), 1x NEAA

(Non essential Amino Acid)به مـدت دو هفتـه   و
و NT3 (30ng/ml)محتـوي  در حضـور محـیط قبلـی   

Platelet-derived growth factor alpha
(PDGFα) (10ng/ml) حضـور بـدون وSHH وRA

. کشت داده شدند
تکنیـک یافتـه بـا   بررسی میزان زنده مانی سلول هاي تمـایز 

MTT
بعـد از تخلیـه ي   به منظور بررسـی زیسـت پـذیري سـلولی،     

سلول هاي تمایز یافتـه ي گروه کنترل وسلولهامحیط کشت 
MTTمحلـول همراهبه محیط کشت،مختلفدو روشبه 

(5mg/ml))  بـه چاهـک هـا اضـافه     )به نسبت یـک بـه ده
ــگرد ــدت  ی ــه م ــاعت در4د و ب ــاتور س ــرایط و در انکوب ش

محــیط ،بعــد از ایــن دوره زمــانی. دنگهــداري شــاســتاندارد
ــت ــه وکشـــ ــر400تخلیـــ Dimethyl)میکرولیتـــ

Sulphoxide) DMSO  اضافه شد و عمل پیپت کـردن
منتقـل  یچـاهک 96در انتها این محلـول بـه پلیـت    .شدانجام 

. شدو توسط دستگاه الایزا جذب نوري آنها مشخص گردید
ه ژي سـطحی وی ـ مارکرهامی و بررسی تکنیک ایمونوسیتوشی

سلول هاي الیگودندروست پیش ساز
بـا محلـول   در هـر دو روش سلول هـاي تمـایز یافتـه   ابتدا در 

بعـد  .دقیقه فیکس شـدند 20به مدت درصد 4پارافرمالدئید 
0.1محلـول  سلول هـا در  ،PBSاز شستشو با محلول  %

Triton X100در نفوذپذیر شـدند و  به مدت یک ساعت
ــه مــدت  ــه ب ــه 30ادام ــولدقیق BSA(بلاکینــگدر محل

.1%/PBS (اینکوبه کردن در ادامه مرحله .قرار داده شدند
-Anti-A2B5, Antiبـا آنتـی بـادي هـاي اولیـه شـامل      

Olig2  انجـام  درجـه 37به مدت یک شبانه روز در دمـاي
تشوي نمونـه هـا بـا حـلال آنتـی بـادي اولیـه،        سشبعد از . شد

به مدت FITCن با آنتی بادي ثانویه متصل بهاینکوبه کرد
تشوي سلول ها بـا اسـتفاده   سشبعد از . انجام شدیک ساعت

دقیقـه  2بـه مـدت   DAPI، نهایتا اینکوبه کردن با PBSاز 
با استفاده نمونه هاتشوي سشانجام شد و بعد از در دماي اتاق

PBSــردنو ــت کــ ــداد مونــ ــر 200، تعــ ــلول در زیــ ســ
ورسنت و در چند فیلد مختلف شمارش شد میکروسکوپ فل

وA2B5و درصـد سـلول هـاي بیـان کننـده مارکرهـاي       
Olig2  لازم بـه ذکـر اسـت کـه کلیـه ي      . گردیـد گـزارش

ــایج   ــانگین نت ــار تکــرار و می مراحــل ایمونوسیتوشــیمی ســه ب
.گزارش شد

آتالیز آماري داده ها 
و بـا  SPSSآتالیز آمـاري داده هـا بـا اسـتفاده از نـرم افـزار       

-Independentکمــک آزمــون  Samples T Test

گـزارش شـد و   Mean± SEانجام شد و نتایج به صـورت  
P-Value معنی دار در نظر گرفته شد05/0کمتر از.

یافته ها
و سـلول  اجسام شـبه جنینـی    ، سلول هاي بنیاديمورفولوژي

شبه نورواکتودرمیهاي 
سلول هـاي  ه کتصاویر میکروسکوپ فازکنتراست نشان داد

سـاعت  6-8انسـانی حـدود  از بافت چربـی جدا شده بنیادي 
این سلول .به ته فلاسک اتصال پیدا کردندپاساژ دومبعد از 

،ساعت48بعد از گذشت اما ظاهري گرد داشتنددر ابتدا ها 
ــکل    ــی ش ــاهري دوک ــا ظ ــلول ه ــن س ــبیهای ــاي  ش ــلول ه س

48شـت  بعد از گذ.)الف-1شکل(فیبروبلاست پیدا کردند
سلول هاي بنیادي تجمع ،Hanging dropانجام ازساعت

اجسام شبه جنینی پیدا کرده و توده هاي سلولی متعددي بنام 
شده ئسلول هاي بنیادي القا). ب-1شکل(را پدید آوردند 

به سلول هاي شبه نورواکتودرمی در ابتدا دوکی شکل بودند 
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ودندروســیتیبلافاصــله قبــل از تمــایز بــه ســلول هــاي الیگو 
-1شـکل (موفولوژي سلول هاي شبه اپیتلیالی را پیدا کردند

).ج
همورفولوژي سلول هاي تمایز یافت

ــا شــروع تمــایز ســلولی در بخــش هــاي در هــر دو روش، ب
ي استطاله هـاي سـلولی باریـک و بلنـد    مختلف جسم سلولی 

،سـلولی بـا پایـان دوره تمـایز    و)الف-2شکل (پدیدار شد 
ــا اســتطاله هــاي قطــور تــر شــبکه اي ا در زیــر ز ســلول هــا ب

لازم به ذکر اسـت کـه شـبکه    .میکروسکوپ مشاهده گردید
تــراکم اجســام شــبه جنینــی  هــاي ســلولی حاصــل از تمــایز 

.)ب وج-2شکل (بیشتري نسبت به گروه دیگر داشت
اي ســطحی مارکرهــتکنیــک ایمونوسیتوشــیمی و بررســی

سلول
ــینانتــایج  ــا آنت ــه رنــگ  کوباســیون ب ــادي هــاي متصــل ب ی ب

درصد 5/93حدودکهنشان دادمقایسه نتایج و فلوئورسنس
ــاي  از ــلول ه ــارکر hADSCsس ــدود وCD90م 90ح

که در مقایسـه  را بیان کردندCD105درصد از آنها مارکر 
CD14مارکرهـاي  با میانگین درصد سلول هاي بیان کننده 

عنی داري به صورت م)درصد1,5(CD45و )درصد3,5(
.)3شکل().=045/0P(بالاتر بود 

و بنیـادي تـایج قابلیـت زیسـت پـذیري سـلول هـاي      قایسه نم
سلول هاي تمایز یافته

نشـان داد  قابلیت زیست پذیري سلولهامقایسه میانگین نتایج 
در تمـایز یافتـه   سلول هاي زیست پذیري درصد که میانگین 
و در )141±4/3(اجســام شــبه جنینــی  تمــایز ئگــروه القــا

±3/2(شـبه نورواکتـودرمی   تمـایز سـلول هـاي    ئگروه القا

گروه کنتـرل به صورت معنی داري بیشتر از بود که )5/122
.)1نمودار()=044/0P(می باشد) 9/1±5/99(

اي سـطحی  مارکره ـمقایسه نتایج ایمونوسیتوشیمی و بررسی 
سلول هاي الیگودندروسیت

به منظور بررسـی میـانگین درصـد    ،سلولیپایان تمایزبعد از 
و A2B5مارکر هاي،سلولهاي الیگوندروسیت پیش ساز

Olig2)ایمونوسیتوشـیمی بـا اسـتفاده از روش   )5و 4شکل
داد که میـانگین  نشانمقایسه نتایج . مورد بررسی قرار گرفت

تمایز یافته مثبت Olig2و A2B5هايدرصد سلول هاي 
، 83±978/1و88±97/1رتیـب  به تاجسام شبه جنینی  از 
ــبه     در و  ــاي شـ ــلول هـ ــه از سـ ــایز یافتـ ــاي تمـ ــلول هـ سـ

کـه  بـود 62±88/1و 68±23/2نورواکتودرمی به ترتیب 
در مقایســه بــا گــروه قبــل کــاهش معنــی داري داشــته اســت

)031/0P=() 2نمودار(.

هاي بنیادي بعد از کشت اولیه ظاهري سلول )الف. (بل از القائ تمایز الیگودندروسیتیی قسلولاز مورفولوژيتصاویر میکروسکوپ فازکنتراست :1شکل 
Hangingساعت از انجام 48اجسام شبه جنینی  بعد از گذشت ) ب(،پیدا کردندرا سلول هاي فیبروبلاست مورفولوژيبا گذشت زمانکه گرد داشتند 

drop ،)(سلول هاي شبه اپیتلیالیموفولوژيبا سلول هاي شبه نورواکتودرمی) جScale bar = 200 µm.(
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استطاله هاي سلولی باریک و نپدیدار شدو شروع تمایز سلولی )الف. (ی بعد از القائ تمایزسلولاز مورفولوژيتصاویر میکروسکوپ فازکنتراست : 2شکل 
مورفولوژي سلول هاي ) ج(، )40×بزرگنمایی (دوره تمایز سلولیابتدايرمورفولوژي سلول هاي تمایز یافته د)ب(، در بخش هاي مختلف جسم سلولیبلند

).100×بزرگنمایی (پایان دوره تمایز سلولیتمایز یافته در

بعد از CD45و CD14بیان مارکرهاي و عدمCD105وCD90بیان مارکرهاي . فلوئورسنس از سلول هاي بنیاديتصاویر میکروسکوپ : 3شکل 
).میکرومتر1000مقیاس (3پاساژ 

مقیاس (در پایان تمایز A2B5و Olig2بیان نشانگرهاي . ایمونوسیتوشیمی سلول هاي الیگودندروسیتی پیش ساز تمایز یافته از اجسام شبه جنینی:4شکل 
).میکرومتر1000
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در A2B5و Olig2بیـان نشـانگرهاي   . شـبه نورواکتـودرمی  بنیـادي  ایمونوسیتوشیمی سلول هاي الیگودندروسیتی پیش ساز تمایز یافته از سلول هاي :5شکل 
).  میکرومتر1000مقیاس (پایان تمایز 

تمـایز یافتـه  و گروه اجسام شبه جنینیبا، گروه تمایز یافته)سلول هاي بنیادي(در گروه کنترل قابلیت زیست پذیري سلولهادرصد میانگین يمقایسه: 1نمودار 
در گروه هـاي تمـایز یافتـه  نسـبت بـه گـروه کنتـرل بـه شـکل معنـی داري بـالاتر بـود             قابلیت زیست پذیري درصد میانگین . نورواکتودرمیسلول هاي شبه با
)0,044P=*(.

. ورواکتودرمیسلول هاي شبه نو اجسام شبه جنینیدرصد سلول هاي بیان کننده مارکرهاي الیگودندروسیتی تمایز یافته ازمیانگین يمقایسه: 2نمودار 
=0,031P(نسبت به گروه دیگر به شکل معنی داري بالاتر بود اجسام شبه جنینیازي تمایز یافتهسلولهادر گروه درصد سلول هاي مارکرهاي مثبت میانگین 

*(.
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بحث
ــا ،ایــن مطالعــهدر  ــا اســتفاده از ب روش ایمونوسیتوشــیمی و ب

هـاي  بنیـادي بـودن سـلول    ،میکروسـکوپ اینـورت  کمک
نشـان  حاصلهنتایج . اثبات شداز بافت چربیجداسازي شده

ــا    ــلول ه ــالایی از س ــد ب ــه درص ــده، داد ک ــازي ش ي جداس
و درصـد  مارکرهاي ویژه سـلول هـاي بنیـادي بافـت چربـی      

را بیـان  مارکرهاي سلول هاي بنیـادي خونسـاز   پایینی از آنها
کشـت سـلولی تغییـرات مورفولـوژي    انجام با بعلاوه.کردند

ي سـلول هـا  . در این سلول هـا مشـاهده گردیـد   ل توجهیقاب
با گذشت زماناماظاهري گرد داشتند جداسازي شده ابتدا 

شـبیه  ،ظاهري دوکـی شـکل  مورفولوژي آنها تغییر کرد و 
که خود می تواند موید سلول هاي فیبروبلاست پیدا کردند

در ایـن مطالعـه یافتـه هـاي     . باشـد این سلول هـا بنیادي بودن 
مارکرهـاي سـطحی و مورفولـوژي    آمـده از بررسـی   بدست

بـا . مطابقـت دارد )11(و رضـوي  ) 3(قاسمی نتایجباسلولی 
اضافه کـردن فـاکتور هـاي رشـد جهـت تمـایز سـلول هـاي         

در . تغییرات مورفولوژي قابل توجهی مشاهده گردیدبنیادي،
ابتـدا  مرحلـه نخسـت تمـایز،    در هر دو روش تمایز سلولی و 

بخش هـاي مختلـف   درسلولی باریک و بلندي استطاله هاي 
استطاله هـا قطـور تـر   این در ادامه،. جسم سلولی پدیدار شد

ي تمـایز  شبکه اي از سـلول هـا  در پایان دوره تمایز،  وهشد
.گردیدمشاهده یافته با استطاله هاي در هم پیچیده

بل و بعد از تمایز سلولیقسلولها زیست پذیريمقایسه نتایج 
میزان زنده مانی سلول هاي تمایز یافته نسبت بـه  د که نشان دا

در توجیـه ایـن   .مـی باشـد  بیشـتر hADSCsسلول هـاي 
فاکتورهاي رشـد  بعضی از حضور کهتفاوت می توان گفت

مـی  )FGFمثل فـاکتور  (در محیط تمایزي سلول هاموجود 
لازم به ذکر اسـت  . سلول ها شوديتواند منجر به افزایش بقا

ســلول هــاي توانــایی رضــوي و همکــارانالعــات کــه در مط
hADSCs  ــات در ســنتز فاکتورهــاي نوروتروفیــک ــه اثب ب
ضـافه کـردن فاکتورهـاي    در نتیجه ا. )11و 12(رسیده است 

سنتز شـده از سـلول هـاي    به همراه سایر عوامل تمایزيرشد

hADSCs،  در بقـاي سـلولی   دلیلـی بـر افـزایش    می توانـد
.دوره تمایز باشد

به سلول hADSCsسلول هاي پتانسیل تمایزي بالاي اخیرا 
توسـط اسـفندیاري و همکـاران بـه اثبـات      هاي شـبه عصـبی  

پیونـد موفقیـت   در مطالعات قبلـی   بعلاوه. )13(رسیده است
فـرا  بهبود ویژگـی هـاي   جهت hADSCsي سلول هاآمیز 

اسـت  رسـیده  انجـام  بـه  MSساختار میلین در مدل حیـوانی  
درصـد  صله از این مطالعـات نشـان داد کـه   نتایج حا.)2و 3(

در hADSCsاز تمـایز یافتـه  الیگودندروسـیت  سلول هاي 
عوارضـی مثـل   بعـلاوه . مـی باشـد  پـایین  محیط درونی بـدن  

تومورزایی که به دنبال تکثیر پیشرونده سلول هاي بنیادي رخ 
بـه منظـور   لـذا  ). 14(را نمـی تـوان نادیـده گرفـت    می دهد 

افـزایش سـلول هـاي میلـین سـاز بـالغ،      و کاهش تومورزایی
پیوند سلول هاي پیش ساز بجـاي سـلول هـاي بنیـادي یـک      

شناسـایی  بهبود نتایج پیوند سلولی،به منظور .ضرورت است
بـا اسـتفاده از   سلول هاي پیش ساز الیگودندروسیتیو اثبات 

از .ضروري استقبل از پیوند سلولیمارکرهاي ویژه سطحی
حی مـورد اسـتفاده بـراي شناسـایی     سـط آنتی ژن هـاي جمله 

و Olig2الیگودندروسیتی می توان بـه  پیش ساز سلول هاي 
A2B5اشاره کرد .Olig2   نوعی فاکتور رونویسـی اسـت

. کـد مـی شـود   Olig2و توسـط ژن  CNSکه منحصرا در 
این فاکتور معمـولا بـراي شناسـایی نـورون هـاي حرکتـی و       

استفاده قرار مـی  سلول هاي الیگودندروسیتی پیش ساز مورد
نوعی گانگلیوزید بیان شـده در سـطح   A2B5.)15(گیرد

سلول می باشد که توسط سلول هاي اپیتلیال تیموس، سـلول  
).16(هاي الیگودندروسیتی پیش ساز بیان می شود

) 5و 4تصـاویر (ایمونوسیتوشیمیکه در تصاویر همانطوري
ول هـاي بیـان   سـل ددر پایان تمایز سلولی تعدا،دیده می شود

و Olig2(ســازکننــده فاکتورهــاي الیگودندروســیتی پــیش 
A2B5(اجسـام شـبه جنینـی    ی که از سـلول هـاي   گروهدر

در. مـی باشـد  تر بـالا استفاده شده بود نسبت به گروه دیگـر 
،شـروع تمـایز  با احتمالاتوجیه این مسئله می توان گفت که 

ف موجود در اجسام شـبه جنینـی طی ـ  hADSCسلول هاي 
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ــیعی از ــوروتروفیکی وس ــاکتور ن ــنتز ف ــدرا س ــرده ان از وک
آنجایی که کل دوره تمایز سلولی در ایـن روش کوتـاهتر از   

اثـر بـر   فرصت کـافی بـراي  این فاکتورها ،روش دیگر است
بیـان ژن هـاي   در مکانیسم هاي درون و برون سلولی درگیـر  

بـه نیمـه   با توجه بعلاوه . اشته اندرا دسلولیتمایز در مسئول
مـی  انتظـار ،)17و18(ي نـوروتروفیکی فاکتورهـا عمر کوتاه 

هر چه دوره ي تمـایز سـلولی کوتـاهتر باشـد نتـایج      که رود
تمایز سلولی به دلیل کفایت عمل فاکتورهاي نـوروتروفیکی  

در تاییـد  هـم  تصاویر میکروسکوپ فاز کنتراست .بهتر باشد
با منشاء اجسـام  نشان داد که سلول هاي تمایز یافتهاین نتایج 

پدیـد آورده  شبه جنینی، شبکه هـاي سـلولی گسـترده اي را    
سلول هاي زتمایز یافته ااین شبکه هاي سلولی در گروه . اند

مــی از گســتردگی کمتــري برخــوردار شــبه نورواکتــودرمی
و تشـکیل  کـه احتمـالا   در توجیه آن می تـوان گفـت  . باشد

ضــورمشــروط بــر حهــم شــبکه هــاي ســلولی گســترش ایــن 
موجود در محیط اطراف سلول ها فاکتورهاي نوروتروفیکی

زمینـه لازم بـراي   بقاء سـلولی این عوامل با افزایش. می باشد
.تکثیر و تمایز بهتر سلولی را فراهم می کنند

سـلول  توانـایی بـالاي   به دلیل در مجموع می توان گفت که 
، ایـن  فاکتورهـاي نـوروتروفیکی  در سـنتز  hADSCهـاي  

منبع بسیار مناسبی بـراي تمـایز بـه سـلول     می توانند ا سلول ه

با توجه به نیمه بعلاوه. الیگودندروسیتی باشندپیش ساز هاي 
افـزایش  منظـور  بـه  وفاکتورهـاي نـوروتروفیکی  عمر پـایین  

کارایی این عوامل بر تمایز سلولی و دستیابی به مجموعـه اي  
هاد می پیشنهمگن از سلول هاي پیش ساز الیگودندروسیتی،

مشـتق  اجسام شبه جنینی،سلولیقبل از شروع تمایزکه شود 
شود و سلول هاي حاصله در یـک دوره  تهیه hADSCاز

ــژه الیگودندروســیتیزمــانی محــدود در محــیط تمــایزي  وی
.کشت داده شوند

نتیجه گیري
ــودن    ــاه ب ــه کوت ــه ب ــا توج ــدت ب ــلولی در روش  م ــایز س تم

Hanging droopسـلول  ازعیـت بـالایی  جمدستیابی بهو
الیگودندروسیت پیش ساز، استفاده از اجسام شبه جنینیهاي 

تمـایز  روشی سریع، کارامد و مقرون بـه صـرفه در  می تواند
hADSCباشدبه سلول هاي الیگودندروسیتی پیش ساز.

و قدردانیتشکر
مصـوب  194267حاصل طرح پژوهشی شماره ،مقاله حاضر

و ي دانشگاه علوم پزشکی اصفهان تحقیقات و فناورمعاونت 
مـی باشـد   IR.MUI.REC.1394.1.267با کد اخـلاق  

.که نویسنده بدینوسیله از مسئولین محترم تشکر می نماید
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