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  هــاگهچ کیســون نگیگنالیســ ریدر مســ Smoothened نییپــروت ســتیآگون نیمولکــول پورمورفــامزیر :زمینه و هدف

(Sonic hedgehog) افتــه،ی زیتمــا هايو ســلول شــودیم یعصب زیتما يشرویهاگ باعث پهچ کیاست. استفاده از سون 

 هــاينورون ژهیــو هاينییترانسفراز، پروت نیکول لیاست و لامنتیکنند. نوروفیم انیرا ب یبافت عصب يژهیو هاينییپروت

اســت. هــدف از  یحرکت هايها به نورونآن لیدهنده تبدنشان زیدر حال تما هايها در سلولآن انیهستند که ب یحرکت

  است. یبه نورون حرکت الیاندومتر يادیبن هايسلول زیر تماد نیمولکول پورمورفام ییتوانا یمطالعه بررس نیا

 هايسلول ،تهران انجام گرفت یدر دانشگاه علوم پزشک 1394که در مهر ماه  یلیمطالعه تحل نیادر  :روش بررسی

 يمارکرها يبرا يتومتریاز پاساژ سوم فلوسا پسشدند.  يرحم جداساز ومیاز بافت اندومتر یمیبه روش آنز يادیبن

 طمحی با هاسلول ،يزیشدند. در گروه تما میتقس يزیو تما کنترل گروه دو به هاانجام شد. سپس سلول یمیمزانش

 انیب يبرا Real-time PCR نیو همچن (ICC) یمیتوشیمونوسیشدند. سپس تست ا ماریت نیپورمورفام يحاو يزیتما

  .  انجام شد یعصب هايسلول هايمارکر

 يمثبت و برا CD146 و CD90, CD105 يبرا الیاندومتر يادیبن هاينشان داد که سلول يتومتریفلوسا زیآنال ها:یافته

CD31, CD34 جیهستند. نتا یمنف ICC  وReal-time PCR ن،یشده با پورمورفام ماریت هاينشان داد که سلول 

  .کنندیم انیرا ب نسفرازترا نیکول لیو است لامانینوروف یحرکت يهانورون هايمارکر

توان نتیجه گرفت که ریزمولکول پورمورفامین با فعال نمودن مسیر می پژوهشهاي این بر اساس یافتهگیري: نتیجه

هاي حرکتی را ویژه نورونهاي عصبی، بههاي بنیادي به سلولهاگ توانایی القاي تمایز سلولسیگنالینگ سونیک هچ

  دارد. 

  .هاگهچ کیسون ری، مسنیپورمورفام ال،یمتراندو يادیبن هايسلول ،زیتما :لیديک لماتک

 

  
 يدیخود تجد تیخاص ياست که دارا یسلول يادیسلول بن

renewal)-elfS( 1-3.را دارد گرید هايانواع سلول دیتول تیبوده و ظرف 

 4.و بالغند ینیدو منشا جن يدارا یطور کلبه يادیبن هايسلول

افراد بالغ شامل:  هاياز بافت يادیبالغ در تعداد ز يادیبن هايسلول

  دان، ـپالپ دن ،هیر ، قلب،یعصب ستمیس خون، پوست، ،چهیماه ،هضیب

  

و  کیوتیآمن عیخون بندناف، ما ،الینوویس يغشا ،یبافت چرب

در  نیبالغ يادیبن هاياستفاده از سلول 5- 7.شودیم افتی ومیاندومتر

پرتوان القا شده، فاقد  هايو سلول ینیجن يادیبن هايبا سلول سهیمقا

 8.است یبافت يریپذجاد تراتوما و عدم سازشی، اچون یمشکلات

از  یکوچک تیمشخص شده است که اندومتر انسان شامل جمع

منبع در  کیاست که ممکن است  الیاندومتر يادیبن هايسلول

 يبافت برا یمهندس يبرا یمیمزانش يادیبن هايدسترس از سلول

  مقدمه

 
  

 

  868تا  861هاي ، صفحه12شماره  ،74دوره ، 1395اسفند ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  28/12/1395آنلاین:      27/12/1395پذیرش:      19/12/1395: ویرایش     28/09/1395دریافت:          چکیده
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 نیبر ا افزون 9- 11.باشد یو چرب چهیاستخوان، غضروف، ماه میترم

توانند یم الیاندومتر يادیبن هايمشخص شده است که سلول تازگیبه

ها آن يزیتما لی. با توجه به پتانسابندی زیشبه نورون تما هايبه سلول

 براي هاآن از هاسلول نیا يژهیمشخصات و گریبه نورون و د

بهره گرفته شد.  کنونیدر تجربه  یحرکت هاين نوروندست آوردبه

 کیاز موادند که عموما با هدف قرار دادن  ياتهدس هامولکولزیر

مدت یبا دوام و طولان يخاص عمل کرده و القا نگیگنالیس ریمس

 یسرنوشت سلول میتنظ يبرا يدیابزار مف نیو بنابرا کنندیم جادیا

در  Smoothened ستیآگون نیمپورمورفا مولکولزیر 12.باشندیم

 ینیگزیجا است. (Sonic hedgehog)هاگ هچ کیسون  نگیگنالیس

ها بلوغ نورون يرو یمشابه ریهاگ تاثهچ کیبا سون نیپورمورفام

 الیاندومتر يادیبن يهاسلول زیتما يمطالعات انجام شده برا 13.دارد

 يزیاکتور تمابا استفاده از ف ینورون حرکت ویژهبه یعصب يهابه سلول

  14.هاگ بوده استهچ کیسون نیو همچن دیاس کیینویرت

در  نیمولکول پورمورفام ییتوانا یاز مطالعه حاضر بررس هدف

  .باشدیم یاندومتر به نورون حرکت يادیبن يهاسلول زیتما

  

  
ه باشد، در بهمن ماي حاضر که از نوع مطالعه تجربی میمطالعه

هاي نوین در آزمایشگاه دانشکده فناوري 1394خرداد ماه  تا 1393

  پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام گرفته است.   

در این مطالعه ابتدا نمونه بافت اندومتر از زنانی که براي درمان 

در تهران مراجعه  (ره) خمینیامام (عج) نازایی به بیمارستان ولیعصر

هاي بافت دست آمد. تکههیت فرد اهدا کننده بکرده بودند با رضا

به آزمایشگاه کشت سلولی منتقل شد و توسط  Hanksاهدایی در مایع 

شستشو شد.  %1سلین و استرپتومایسین فسفات بافر سالین حاوي پنی

ساعت در محلول کلاژناز  دوپس از آن به منظور هضم بافتی به مدت 

C در انکوباتور در دماي Ι نوع
قرار گرفتند. سپس  2OC %5و  37 °

هاي صورت پذیرفت تا تکه 40 و µm  70فیلتراسیون با فیلترهاي

هاي هضم نشده بافتی جدا گردند. از محلول فایکول براي هضم سلول

هاي جدا شده به محیط اي استفاده گردید. سپس سلولهستهتک

سلین و استرپتومایسین سرم و پنی %15حاوي  DMEMF12کشت 

ها براي مارکرهاي سطح سلولی شدند. پس از پاساژ سوم سلولمنتقل 

از طریق فلوسایتومتري مورد بررسی قرار گرفتند. در این روش از 

به  CD31 و مارکر CD105, CD146, CD90مارکرهاي مزانشیمی 

هاي عنوان مارکر سلولبه CD34 هاي اندوتلیالی وعنوان مارکر سلول

  هماتوپویتیک استفاده گردید. 

بافرسالین و سرم ها پس از شستشو با فسفاتبدین منظور سلول

ید فیکس شدند و سپس با یدقیقه با پارافرمالد 30مدت به ،1%

 ,CD31, CD34, CD105, CD90هاي مورد نظر شامل: باديآنتی

CD146 مدت ي فلورسانس متصل بودند بهبادي ثانویهکه به یک آنتی

مدت یک ساعت با ها مجددا بهلیک ساعت انکوبه شدند. سپس سلو

ها براي بررسی بیان فیکس شدند و پس از آن نمونه %1ید یپارافرمالد

 ,@Flow cytometry (FACStar Plusمارکرهاي سطحی توسط 

Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) ي در موسسه

  رویان بررسی شدند. 

ي اندومتریال را هاي بنیادهاي عصبی سلولبراي تمایز به سلول

اي کشت داده شدند. خانه 24هاي اند در پلیتکه به پاساژ سوم رسیده

در این آزمایش دو گروه مورد بررسی قرار گرفت: گروه کنترل که به 

شد، گروه تمایزي که به  افزوده DMEM\F12+FBS 2%ها محیط آن

  ها محیط تمایزي حاوي پورمورفامین بدون سرم اضافه گردید.آن

 اي حاويخانه 24در ظروف  cell/well5000 ها به تعداد ولسل

ساعت  24کشت داده شدند. پس از  %10و سرم  DMEM/F12 محیط

روز  21به گروه تمایزي، محیط تمایزي عصب اضافه شد. دوره تمایز 

بوده و مراحل تمایزي به چهار مرحله تقسیم شدند. در مرحله اول 

 ,DMEM\F12, FBS 20%, B27, IBMX, 2ME:شامل محیط تمایزي

FGF2 ها اضافه گردید. پس از یک روز محیط تمایزي اول به سلول

ها خارج شد و محیط تمایزي دوم اضافه گردید. این محیط از چاهک

روز چهار بود که به مدت   DMEM\F12, N2, B27, PMAشامل:

وسیله آن تیمار شدند. این محیط هر دو روز یک مرتبه ها بهسلول

گردید. سپس محیط دوم را خارج کرده و محیط سوم شامل:  تعویض

DMEM\F12, RH, PMA ها به ها اضافه گردید. سلولبه چاهک

صورت یک روز با این محیط تیمار شدند و محیط به هشتمدت 

روز در میان تعویض شد. پس از آن محیط سوم خارج گردید و 

این محیط ها اضافه شد. هاي حاوي سلولمحیط چهارم به چاهک

بود. محیط هر دو روز یک   DMEM\F12, N2, B27, BDNFشامل:

وسیله ها در روز هشتم بهبار تعویض شد و مورفولوژي سلول

  ررسیبروش 
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هاي گروه میکروسکوپ مورد بررسی و تایید قرار گرفت. سلول

 %2حاوي سرم  DMEM\F12کنترل تا پایان مراحل تمایزي با 

ي وسیلهبه NF, Chat ايبررسی بیان مارکره تعویض محیط شدند.

 %4ید یها با پارافرمالدشد. بدین منظور سلول انجام ایمونوسیتوشیمی

 X100 2%دقیقه تثبیت شدند، سپس با محلول تریتون  10مدت به

از آن محلول  پسدقیقه در دماي اتاق نفوذپذیر شدند.  30مدت به

 30دت در محلول بافر سالین به م Goat serum 5%کننده حاوي بلاك

به یک  (غلظت NFبادي اولیه ها اضافه شد. سپس آنتیدقیقه به سلول

200 ،(Chat  غلظت) ها ساعت به سلول دومدت ) به200به یک

بر  700به  یکبا غلظت  Anti rabit IgGبادي ثانویه اضافه شد. آنتی

مدت یک ساعت در دماي هاي اولیه اضافه گردید و بهباديعلیه آنتی

  آمیزي گردید. رنگ DAPIها با ي سلولاري شد. هستهاتاق نگهد

-Real، تکنیک NFو  Chatهاي منظور بررسی میزان بیان ژنبه

time PCR  انجام شد. استخراجRNA ها با کیتاز سلولRNeasy 

plus mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)  انجام گردید. سپس

cDNA  با استفاده از کیتFirst strand)  cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas, St Leon-Rot, Germany) دست آمد و از نظر بیان هب

-Realدر گروه کنترل و تیمار شده مورد آنالیز  Chatو  NFهاي ژن

time PCR  قرار گرفت. ژنGAPDH عنوان کنترل درونی در نظر به

 هاي تمایزي در گروه تمایز یافته نسبت بهگرفته شد و نتایج بیان ژن

  گروه کنترل آنالیز گردید.

ها حداقل با سه بار تکرار مجزاي بیولوژیک انجام همۀ آزمایش

 (Mean±SD)معیار رافحان±یننگصورت میاها بهپذیرفتند. داده

 SPSS software, version 16 (IBMها با گزارش گردیدند. آنالیز داده

SPSS, Armonk, NY, USA) انجام شد و تست آنالیزOne-way 

ANOVA از مربوطه نمودارهاي و مورد استفاده قرار گرفتند      

 ,Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corp., Redmond, WA طریق

USA) 05/0 گردید رسمP< دار تلقی گردید.معنا  

 

  
هاي صورت جمعیتهاي اولیه بههاي اندومتریال در کشتسلول

آیند. صورت خالص در مید که در پاساژهاي بعد بهباشنناخالص می

هاي هاي اندومتریال خالص کشت داده شده شبیه به سلولسلول

اساس  بر .)1 دوکی شکل دارند (شکل نمايفیبروبلاستی هستند و 

ها پس از پاساژ سوم نتایج نشان داده شده در فلوسایتومتري این سلول

 که مارکرهاي مزانشیمی CD90, CD105, CD146نسبت به مارکرهاي 

و مارکر  CD31مثبت و نسبت به مارکر اندوتلیالی  ند،هست

  .)2 باشند (شکلمنفی می CD34هماتوپویتیک 

ها در طی مطالعه نشان داد که اولین بررسی مورفولوژي سلول

  زي در روز هفت ازي تمایهاي ردهولـک در سلـرات مورفولوژیـتغیی

  
  

  

  

  

  

  

از پاساژ سوم.  پسهاي بنیادي اندومتریال، سلول نماي: فتومیکروگراف 1شکل 

 باشندهاي فیبروبلاستی میدوکی شکل هستند و شبیه سلول نمايها داراي سلول

)Scale bar: 100μm(  

  
  استفاده شده هايمری: پرا1جدول 

  ژن  توالی پرایرها )°(cدماي ذوب 

55  F GCAGGAGAAGACAGCCAACT 
R AAACCTCAGCTGGTCAT           

Chat 

55  F CAGAGCTGGAGGCACTGAAA                                  
 R CTGCTGAATGGCTTCCTGGT   

NF  

55  F TCGCCAGCCGAGCCA             
R CCTTGACGGTGCCATGGAAT  

GAPDH  

  هایافته
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  دهد.یرا نشان م CD31, CD34 هايمارکر یمنف انیو ب CD90, CD105, CD146 هايمثبت مارکر انیکه ب يتومتریفلوسا جی: نتا2شکل 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

(مرحله  18ها در روز : فتومیکروگراف از تغییرات مورفولوژیکی سلول3شکل 

  )Scale bar: 100μm() از تمایز. چهار

  
روز ادامه  21تمایز، یعنی از آغاز مرحله سوم تمایزي دیده شد که تا 

د یها و ایجاد زواولیافت. این تغییرات شامل طویل شدن تدریجی سل

ها بود. این تغییرات در حالی دیده شد که گروه کنترل همچنان در آن

ها مشاهده دادند و هیچ تغییري در آنبا سرعت به تقسیم ادامه می

هاي نتایج ایمونوسیتوشیمی نشان داد که سلول .)3 نشد (شکل

اثر  يوسیلههاي حرکتی بهاندومتریال داراي توان تمایز به نورون

تحریکی ریزمولکول پورمورفامین هستند. این نتایج نشان داد که 

هاي تمایزیافته با اثر تحریکی پورمورفامین داراي بیان نورون

 باشند (شکلترانسفراز میکولینمارکرهاي عصبی نوروفیلامان و استیل

4(.  

دهنده افزایش بیان نسبی نشان Real-time PCRنتایج حاصل از 

ترانسفراز پس از تمایز عصبی کولینفیلامان و استیلهاي نوروژن

نمودار باشد (هاي بنیادي اندومتریال نسبت به گروه کنترل میسلول

  ).1) و (جدول 1

  

  
دست آمده از هاي بههاي مطالعه حاضر نشان داد که سلولیافته

سطحی مزانشیمی  بافت اندومتریال رحم انسان با بیان مارکرهاي

CD90, CD105 هاي بنیادي اندومتریال رحم و مارکر اصلی سلول

ها دهند. این سلولویژگی بنیادي بودن را نشان می CD146یعنی 

این نتایج با  منفی بودند. CD31, CD34همچنین نسبت به مارکرهاي 

حاضر  پژوهشدر  30و20.دارد همخوانیدر این زمینه  پیشینهاي یافته

  ها مطابق با روشی که ز این سلولراي تمایـب بـی عصـط القایـیاز مح

  بحث
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  )Scale bar: 100μm(است  زیروز از تما 21پس از گذشت  یعصب هايمارکر نیا انیدهنده بکه نشان NF, Chat ياهمارکر يبرا یمیتوشیمونوسیا جی: نتا4شکل 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 هايژن انیمعنادار ب شیافزا انگریکه ب Real-time PCR کیتکن جی: نتا1نمودار 

 افتهی زیتما هايدر سلول NF لامنتیو نوروف (Chat)ترانسفراز  نیکول لیاست

قرار  زینالآمورد  One-way ANOVA يمارآبا روش  جینتاباشد. ینسبت به گروه کنترل م

  .دیگرد محسوبدار امعن >05/0P گرفتند و

رود استفاده گردید. تمایز کار میههاي مزانشیمی بتمایز سلولبراي 

 هاي عصبی اولین بار توسطهاي بنیادي اندومتریال به سلولسلول

Wolff ها تنها از و همکارانش انجام گرفت که در مطالعات آن

تحقیق  در 30.استفاده گردید RA EGF, ,2FGF فاکتورهاي القایی

از ریزمولکول حاضر علاوه بر این فاکتورهاي القا کننده تمایز عصبی 

انجام شده توسط  پیشینپورمورفامین استفاده شد. در مطالعه 

Ebrahimi-Barough هاي بنیادي اندومتریال براي و همکاران از سلول

هاي حرکتی استفاده شده است اما در آن مطالعه از تمایز به نورون

هاگ استفاده شده بود که در مطالعه حاضر به جاي فاکتور سونیک هچ

هاگ از کوچک مولکول پورمورفامین استفاده ور سونیک هچفاکت

هاي بنیادي گردید. نتایج مطالعه حاضر مطابق با نتایج تمایز سلول

 14.هاگ بوداندومتریال به نورون حرکتی توسط فاکتور سونیک هچ

و استیل   NFنتایج حاصل از مطالعه حاضر از نظر بیان نوفیلامنت
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با کارهاي انجام  mRNAین و یطح پروتدر س Chatکولین ترانسفراز 

نتایج  32- 37.داشت همخوانیهاي صورت گرفته بینیشده و پیش

هاي بنیادي اندومتر روز القاي سلول 21مطالعه حاضر نشان داد که 

ي محیط داراي ریزمولکول پورمورفامین، همانند وسیلهرحم انسان به

تمایز عصبی به  سمتهاگ سرنوشت سلولی را بهتیمار با سونیک هچ

روزه بیان مارکرها و  21 يطوري که در پایان این دورهبرد بهپیش می

کولین ترانسفراز هاي ویژه نورون حرکتی نوروفیلامان و استیلژن

  وجود داشت. 

هاي بنیادي مزانشیمی بندناف براي تمایز در یک مطالعه از سلول

استفاده شد. نتایج هاي حرکتی با استفاده از پورمورفامین به نورون

هاي بندناف را به نشان داد که پورمورفامین توان تمایز دادن سلول

نورون حرکتی دارد که این مطالعه در محیط دو بعدي و سه بعدي 

   37.انجام شده است

کولین در این مطالعه نیز از مارکرهاي نوروفیلامنت و استیل

استفاده شد که مطالعه ترانسفراز براي اثبات نورون حرکتی تمایز یافته 

در مطالعه حاضر از  37.باشدحاضر نیز مطابق با مطالعه انجام شده می

هاي بنیادي اندومتریال استفاده شد و تمایز در محیط دو بعدي سلول

عنوان یک صورت گرفت و با معرفی ریزمولکول پورمورفامین به

بی راهکار مناس هاگ،جایگزین مناسب براي سیگنالینگ سونیک هچ

هاي عصبی معرفی هاي بنیادي به سلولتر سلولبراي تمایز آسان

و  Ebrahimi-Baroughنمود. در مطالعه دیگر انجام شده توسط 

هاي بنیادي اندومتریال قدرت تمایز به اند که سلولهمکاران نشان داده

در  16.دارد 294002lyنورون حرکتی را با استفاده از کوچک مولکول 

توان نتیجه گرفت که هاي تحقیق حاضر مینهایت بر اساس یافته

هاي بنیادي اندومتر ریزمولکول پورمورفامین توانایی القاي تمایز سلول

  هاي حرکتی را دارد. ویژه نورونههاي عصبی، برحم به سلول

عنوان  تحت نامهپایان از بخشی حاصل مقاله این: سپاسگزاري

هاي عصبی با یادي اندومتریال رحم به سلولهاي بنتمایز سلول"

 دانشگاه خوارزمی مصوب "استفاده از کوچک مولکول پورمورفامین

حمایت گروه مهندسی بافت و علوم  با که باشدمی 1394 سال در

درمانی  خدمات بهداشتی و پزشکی علوم سلولی کاربردي دانشگاه

  شده است. اجرا تهران
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Background: Small molecule Purmorphamin (PMA) is the agonist of smoothened 

protein in Sonic hedgehog (Shh) signaling pathway. Effect of purmorphamin small 

molecule on differentiation of mesenchymal cells into bone tissue has been studied 

previously. Use of Shh causes progression of neural differentiation, and the 

differentiated cells express specific neural markers. Neurofilament (NF) and 

acetylcholine esterase (Chat) are specific markers of motor neurons and their 

expression in differentiated cells indicates their conversion into motor neurons. The aim 

of this study was to evaluate the ability of PMA to differentiate the human endometrial 

stem cells (hEnSCs) into motor neurons. 

Methods: This analytical study was done in Tehran University of Medical Sciences 

laboratory on September of 2015. In this study hEnSCs were enzymatically extracted 

from endometrial tissue. After third passages, the flow cytometry was done for 

mesenchymal stem cells markers. The mesenchymal stem cells were divided into 

control and differentiated groups. FBS 10%+DMEM/F12 was added to the culture 

medium of control group and the differentiating group was treated with differentiating 

medium containing N2, PMA, DMEM/F12, FBS, B27, IBMX, 2ME, FGF2, RA, 

BDNF. After 21 days immunocytochemistry (ICC) test was done for the expression of 

NF and Chat proteins and Real-time PCR analysis for expression of neural markers 

such as NF, Chat, Nestin and GFAP (as glial marker) at mRNA level. 

Results: The flow cytometry analysis showed that hEnSCs were positive for 

mesenchymal markers CD90, CD105 and CD146 and negative for endothelial marker 

CD31, and hematopoietic marker CD34. The immunocytochemistry and Real time-

PCR results showed that the cells treated with PMA expressed motor neuron markers of 

NF and Chat. 

Conclusion: According to the results of this study, it can be concluded that small 

molecule PMA has the potency to induce the differentiation of hEnSCs into neural 

cells, specifically motor neurons by activating Shh signaling pathway.  

 

Keywords: differentiation, endometrial stem cells, purmorphamin, sonic hedgehog 

pathway. 
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