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  سـلولي هـاي مختلـف    ردهبـه  قابليت تزايد زيـادي داشـته و  ي  از بافت چرب   برگرفته هاي بنيادي  سلول :زمينه و هدف  
 بـا توجـه بـه نقـش پروژسـترون در           .انـد   تمـايز داده شـده    همچون آديپوسيت، استئوبلاست، كندروسيت و ميوسـيت        

 ,P0, S100ي هـا  سازي سيستم اعصاب محيطي، ما در اين مطالعه بر آن شـديم تـا تـاثير آن را بـر روي بيـان ژن      ميلين

Krox20  روش بررسـي  . هاي بنيادي برگرفته از بافت چربي در شرايط آزمايشگاهي مورد بررسي قرار دهيم               در سلول :
هاي بنيادي مزانشيمي گرفته شده از بافت چربي ناحيه اينگوينـال مـوش صـحرايي بـالغ،                   در اين مطالعه تجربي سلول    

هـاي بنيـادي مزانـشيمي ابتـدا تحـت تـاثير بتـا                سـپس سـلول   . ندفتجهت تاييد با فلوسيتومتري مورد بررسي قرار گر       
هاي حاصله در چهار گروه مختلف شامل دو گروه       مركاپتواتانول و سپس رتينوييك اسيد قرار گرفتند و در ادامه سلول          

كنترل مثبت و منفي حاوي فاكتورهـاي رشـد بـدون پروژسـترون و دو گـروه آزمـايش حـاوي فاكتورهـاي رشـد و                          
 در با استفاده از واكنش زنجيره پليمـراز  S100, P0, Krox20بيان ماركرهاي سلول شوان شامل . ون تقسيم شدندپروژستر

ي معكوس نيمه كم)(semi-quantitative PCRهاي بنيادي مزانشيمي برگرفته از بافـت   سلول :ها يافته.  بررسي گرديدند
 در S100, P0, Krox20هاي  هاي چهارگانه، ژن در گروه. دند را بيان نموCD31و  CD90 ، CD73هاي سطحي ژن چربي آنتي

هاي حاوي پروژسترون نـسبت       در گروه  Krox-20 و   S100هاي    نسبت بيان ژن  . هاي حاوي پروژسترون بيان شدند      گروه
پروژسترون به عنـوان يـك عامـل القـايي     : گيري  نتيجه.)>0001/0P(به گروه كنترل مثبت بدون پروژسترون كمتر بود     

  . شودي چربيادي بنيها  در سلولS100, P0, Krox20 يها  ژنانيتواند سبب ب يم

  . ژناني ب،ي، پروژسترون، سلول شوان، بافت چربياديسلول بن :كليدي كلمات

  

  
 هاي بنيـادي   كارگيري سلول  ه درباره ب  متعدديهاي    گزارش امروزه

(Stem cells) ايـن  . شـود  العلاج منتـشر مـي   ان صعب درمان بيماربراي
هاي مهلك انساني توسط      روزي بسياري از بيماري     كه اميد وجود دارد  

 سلول بنيادي سـلولي اسـت كـه داراي     .هاي بنيادي درمان شوند    سلول
ها را   خاصيت خود ترميمي بوده و قابليت تمايز به انواع مختلف سلول          

ب بـراي كاربردهـاي     آل يـك سـلول بنيـادي مناس ـ        به طور ايده  . دارند
هـا   درماني رژنراتيو بايد در مقادير زياد يافت شود، تهيه و برداشت آن           

كمترين ميزان تهاجم همراه باشد، قابليت تمايز به انواع مختلف           بايد با 
سلولي را داشته باشد و به طور مطمئن و كارآمد قابل پيوند به ميزبـان               

  ت ـادي بافـهاي بني ولـسلروزه ـ ام1.اتولوگ و آلوژنيك را داشته باشد

  
هاي بنيـادي مطـرح و     چربي به عنوان موضوعي جديد در بحث سلول       

هاي بنيادي مغز استخوان مطرح      به عنوان جايگزيني اصلح براي سلول     
هـاي بنيـادي چربـي در مقايـسه بـا            دسترسـي بـه سـلول      2.شده است 

 در  هـاي بيـشتر و     تر، تعداد سلول   هاي بنيادي مغز استخوان آسان     سلول
پروژســترون يــك  2و3.عــين حــال بــا عــوارض كمتــري همــراه اســت

هاي گليال در سيـستم عـصبي        يد است، كه به وسيله سلول     نورواستروي
 پروژسـترون يـك حلقـه سـيگنالي         4و5.شود مي محيطي سنتز  مركزي و 
 6.سازي نقش دارد   دهد كه در تنظيم ميلين     پاراكرين شكل مي   /اتوكرين

ون بر رژنراسيون عصب سياتيك تـاثير       گزارش شده است كه پروژستر    
 و پس از آسيب به عصب سياتيك تشكيل غـلاف ميلـين            4مثبت داشته 

 مطالعات نشان داده اسـت كـه پروژسـترون     5.كند جديد را تحريك مي   

 مقدمه

  
  67- 1390،74، ارديبهشت 2شماره ،69شكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دورهمجله دان
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ين غـشايي اسـت كـه       ييـك پـروت    P0 4.گـردد  مي P0باعث القاي سنتز    
طـور  پروژسـترون بـه   . شـود  بخشي از غلاف ميلين در نظر گرفته مـي    

هـاي    را در محيط كـشت سـلول       P0ين  ي پروت mRNAداري سطح    معني
 8.كنـد  هـا زيـاد مـي       و فعاليت آن را در اين سـلول        7شوان افزايش داده  

S100 هـاي گليـالي سيـستم       ين سيتوپلاسمي است كـه در سـلول       ي پروت
هـاي بيـان    سـلول  .شـود  اعصاب محيطي از جمله سلول شوان بيان مي  

هاي سمپاتيك و حسي،     ي اقماري گانگليون  ها  شامل سلول  S100كننده  
هـاي شـوآن     هاي پشتيبان در مدولاي غده فوق كليوي و سـلول          سلول

سـاز بيـان     هاي پيش ميلـين     در سلول  Krox20 9.باشد ساز مي  غير ميلين 
 بـه علـت     10.يابـد  سازي ادامـه مـي     شده و بيان آن در طول دوره ميلين       

 Inهاي شوان در شرايط  لسازي سلو كه پروژسترون در روند ميلين اين

vivo هـاي بنيـادي همچـون       است، احتمالا بتواند در تمايز سلول       موثر
هـاي شـبه شـوان       هاي بنيادي برگرفته از بافت چربي بـه سـلول          سلول

 P0, S100, Krox20هـاي   ينكه پروتي  با توجه به اين11.نقش داشته باشد
شـند و از    با سـاز شـوان مـي      هاي ميلـين   هاي تمايزي سلول   از مشخصه 

هاي   كافي براي نقش پروژسترون در بيان ژن       شواهدطرفي عدم وجود    
 در ايــن مطالعــه نقــش ايــن هورمــون را در رونــد تمــايزي  ،مــذكور
   .شدهاي بنيادي چربي در شرايط آزمايشگاهي بررسي  سلول
  

  
 مطالعه حاضر از نوع تجربـي بـوده و در مركـز تحقيقـات علـوم               

 انجـام گرديـده     1389تشريحي دانشگاه علوم پزشكي كاشان در سـال         
 براي تهيه بافت چربي از    : هاي بنيادي چربي   تهيه و كشت سلول   . است
. اسـتفاده شـد   نـژاد ويـستار     اي    هفته 6-8سر موش نر صحرايي      چهار

كشته و سـپس بـا رعايـت شـرايط          كلروفرم خالص   ها را با     ابتدا موش 
ليتري  ميلي 50 برداشته و به لوله فالكون       گوينالناحيه اين استريل چربي   

سپس .  منتقل گرديدmg/ml5/0 (Sigma, USA)حاوي محلول كلاژناز 
 انكوباتور در دقيقه 60مدت  ه  ها ب  لوله

C 37    پـس از   .  گذاشـته شـدند
ها جهت خنثي نمودن كلاژناز بـه        هضم بافت  اطمينان از  يك ساعت و  

  حـاوي  كـه DMEM/F12 (Gibco, UK) ميزان حجم درون لوله، محـيط 
 ui/ml100، (PBS, Invitrogene, UK)فــسفات بــافر ســالين    % 10

 استرپتومايـسين  µg/ml100 و (Penicillin, Sigma, USA)سـيلين   پنـي 
(Sterptomycin, Sigma, USA) ،ها به مـدت   سپس لوله . اضافه شدبود

 از  پس. دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند     1000 دقيقه و با سرعت   هفت  

نشين شده   هاي ته  سلول ريخته شده و   اتمام سانتريفيوژ مايع رويي دور    
)(Pellet  اًمجـدد  عبور داده و    مايكرومتر 75ته لوله از فيلتر       موجود در 

 1000 دقيقـه و بـا سـرعت     هفـت    دست آمده به مدت    هسوسپانسيون ب 
در ايـن مرحلـه سـلول رسـوب يافتـه           . دور در دقيقه سانتريفيوژ شـد     

(Pellet)   ها پس از تخليه مايع رويـي         در انتهاي لوله(Supernatant)   بـا 
هاي به دست    ، سلول  پس از شمارش سلولي     و شدهپيپت پاستور پيپتاژ    

متـر مربـع     سـانتي  75  كشت فيلتردار   به فلاسك  105×10آمده با تراكم    
)2cm75 (  كـشت  حاوي محـيط DMEM/F12  ،10 %     سـرم جنـين گـاو 
)FBS( ،unit/ml100ســيلين و  پنــي µg/ml100منتقــل  استرپتومايــسين 
هـا   وردن سلولآدست   هب ساعت پس از  24اولين تعويض محيط    . دندش

پـس از ايـن مرحلـه        .هاي غير چسبنده جدا گردند     انجام شد تا سلول   
اين مرحله تـا افـزايش      . بار تعويض شدند   روز يك چهار  ها هر    محيط

   12و13.تها ادامه ياف تعداد سلول
ي بنيـادي بافـت     هـا   براي اين منظور سلول    :ها تعيين هويت سلول  

از فلاسـك   % 2/0 پاساژ بـا اسـتفاده از تريپـسين          3-5چربي را بعد از     
ــا   ــار ب ســپس .  شستــشو داده شــدPBSكــشت جــدا نمــوده و ســه ب

 CD90 ،CD45 ،CD73، CD44، CD31 ضـد    FITCهاي همراه با     بادي آنتي
 و بـه   به محـيط افـزوده  )Chemicon, CA( موش صحرايي VEGFR2و 

 دقيقه و دور از نور خورشيد در درجه حرارت اتـاق انكوبـه              45مدت  
 15به مـدت    % 10يد  يپارافرمالد هاي حاصل با استفاده از     سلول. شدند

هاي حاصل   نمونه. ند شستشو داده شد   PBSدقيقه ثابت شده و سپس با       
 مـورد  (FACScan, Bekton Dickinson, CA) با استفاده از فلوسـيتومتر 

ها با ميكروسـكوپ     چنين مورفولوژي سلول    هم 14. قرار گرفتند  ارزيابي
  .نوري مورد بررسي قرار گرفتند

هاي بنيادي برگرفته از بافت      سلول: هاي بنيادي   سلول يمرحله القا 
 به 105×10چربي پس از سه پاساژ از فلاسك برداشت شده و با تراكم         

 وارد  ها سپس اين سلول  .  خانه مخصوص كشت منتقل شدند     12پليت  
 ها با محـيط كـشت حـاوي    مرحله پيش القاء شده و محيط كشت آن

mM 1مركاپتواتانول - بتا (BME, Sigma, USA) ساعت 24 براي مدت 
 ng/ml 35ها با محيط كـشت حـاوي   سپس محيط سلول. تعويض شد
 ساعت نگهداري و در 72به مدت (RA, Sigma, USA) يك ياسيد رتينو

حـاوي  ) كنتـرل منفـي   (گروه اول    : شدند چهار گروه وارد مرحله القاء    
 ng/ml10،  محتوي سرم جنيني گاوي ده درصـد       DMEM محيط كشت 

 فاكتور رشـد  ng/ml5 ،(bFGF Gibco, USA)فاكتور رشد فيبروبلاست 

 روش بررسي
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 ، گروه دوم حاوي محيط كـشت (PDGF, R&D, USA)مشتق از پلاكت 
DMEM        ،محتوي سرم جنيني گاوي ده درصدng/ml10     فـاكتور رشـد 

ــت،في ــت ng/ml5 بروبلاسـ ــشتق از پلاكـ ــد مـ ــاكتور رشـ  µM5 ، فـ
M  و  (FSK, Sigma, USA)فورسـكولين 

 ,Sigma)پروژسـترون   6-10

USA)     گروه سوم حاوي محيط كشت ، DMEM       محتـوي سـرم جنينـي 
 فـاكتور   ng/ml5  فاكتور رشد فيبروبلاست،   ng/ml10گاوي ده درصد،    

   و(HRG, Sigma, USA) هرگـولين   ng/ml200 ،رشد مشتق از پلاكـت 
M
حـاوي محـيط    ) كنتـرل القـايي   (پروژسترون و گـروه چهـارم        6-10 

 فـاكتور   ng/ml10 محتوي سرم جنيني گاوي ده درصد،        DMEM كشت
 µM5 ، فـاكتور رشـد مـشتق از پلاكـت    ng/ml5 رشـد فيبروبلاسـت،  

هـاي كـشت     هـا در محـيط     سلول. هرگولين ng/ml200فورسكولين و   
  .  روز انكوبه شدندهشت فوق به مدت هاي چهارگانه القايي در گروه

     بعد از تهيه پرايمرهاي    : يواكنش زنجيره پليمراز معكوس نيمه كم
ها جهـت   نمونه) 1جدول  (P0،S100 ، krox-20هاي  مناسب جهت ژن

پـس از تخليـه   . طي مراحل زير آماده شـدند RT-PCR انجام  ارزيابي و
 سـيناژن،  (RNX-Plus محيط كشت از فلاسك با اضافه كـردن محلـول         

آوري  هـاي موجـود در فلاسـك جمـع          موجود در سـلول    RNA) ايران
 RevertAid H Minus عمل كيـت البا استفاده از دستوره در ادام .شدند

First Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Canada) DNA  مكمـل 
(cDNA)   مـايكروليتر    5/2 مخلـوطي از   سپس   .شد ساخته cDNA  ،200 

ــايكرومولار   dNTP (Deoxyribonucleotide triphosphate) ،5/0مـ
  به تيوبtaq DNA polymerase  آنزيمواحد يك ،پرايمر مولارمايكرو

در  مخصوص انتقال داده و نمونه جهت افزايش توالي ژن مـورد نظـر            
 ـ.  قرار گرفتند سايكلر ترمو دستگاه صـورت  ه برنامه هر سيكل دستگاه ب

  (Denaturation) دناتوراسيون   :زير تنظيم شد  
C 95    ثانيه 30 به مدت ،

 (Annealing)آنيلينگ 
C 55 اكستنشن ثانيه، 30 به مدت(Extension)  

 سـيكل محـصولات     35پـس از     . ثانيـه  30درجه به مدت به مدت       72
 قـرار داده    %2 رز بـر روي ژل آگـاروز      ووف ـها جهت انجام الكتر    نمونه
آميزي اتيديوم برومايـد قابـل       با رنگ  زورپس از اتمام الكتروف    و شدند

مـورد اسـتفاده    Housekeeping بـه عنـوان ژن     GAPDH. رويت گشتند 
ها از آناليز واريـانس      تحليل آماري داده   به منظور تجزيه و   . قرار گرفت 
هـاي مـورد     ها بين گـروه    ن وجهت مقايسه ميانگي   (ANOVA)يك طرفه   
 از لحـاظ آمـاري      >05/0P مقـدار  .استفاده شد  Tukeyتست  مطالعه از   

  . در نظر گرفته شددار  معني
 

  
طور كه ذكر شد     همان :هاي بنيادي مزانشيمي   كشت و تزايد سلول   

شـد    بار تعويض     روز يك  سهها هر    در اين مطالعه محيط كشت سلول     
ها و نيز در رونـد پاسـاژ          طي اين تعويض   هاي غيرچسبنده در   سلولو  

 ـ. گرديدند  هاي كشت، از ظروف كشت حذف         محيط طبيعـي   طـور ه  ب
 80-90 روز بـه     4-5 در طي    بنيادي برگرفته از بافت چربي    هاي   سلول

هاي بنيادي مزانـشيمي مـوش در محـيط          سلول. رسيدند  تراكم  در صد   
  ).1شكل ( دندكشت داراي ظاهري دوكي شكل بو

نتــايج حاصــل از : هــاي بنيــادي فلوســيتومتري ماركرهــاي ســلول
مطـابق  . هاي بنيادي بود دهنده بيان ماركرهاي سلول    فلوسيتومتري نشان 

هاي بنيـادي بافـت     در سلولCD31و  CD73, CD90 ماركرهاي 2 شكل
 منفي بود كه نشان CD44و  CD45, VEGFR2 چربي مثبت و ماركرهاي

   .باشد هاي بنيادي مزانشيمي مي هويت سلولدهنده تأييد 
پـس از پايـان مرحلـه القـا         : مطالعـه هاي مورد    ها در گروه   بيان ژن 

هاي مختلف جهت بررسي وجود يا عـدم         هاي القا شده در گروه     سلول
 توسـط S100, Krox20, P0 هـاي    ژنmRNAوجـود و مقايـسه نـسبي    

  . ارزيابي شدندSemi-quantitative RT-PCRتكنيك 
mRNAهاي   مربوط به ژنS100, P0, Krox20 و3 ،2هاي  در گروه  

هاي  بيان ژن .  كه تحت محيط القايي قرار گرفته بودند مشاهده شدند         4
 هـا در  سلول. ها با درجات متفاوتي صورت گرفت   مذكور در اين گروه   

نتـايج  . هـا را نـشان ندادنـد    يـك از ژن    بيان هيچ ) منفي كنترل( 1گروه  
هـاي بنيـادي چربـي در      سلولSemi-quantitative RT-PCR حاصل از

  لافـه اختـان داد كـاري نشـز آمـآنالي. شده است  نشان داده1نمودار 
  
  PCRتوالي و اندازه پرايمرها مورد استفاده در واكنش : 1 -جدول

Gene  Forward primer  Reverse Primer Size 
P0 CTTCCAAAGGCTCTCAGGTG  ACGGTCACTTGTTCG AGTCC 153 

Krox20 AGATACCATCCCAGGCTCAGT  CTCTCCGGTCATGTCAATGTT 300 

S100 ATAGCACCTCCGTTGGACAG TCGTTTGCACAGAGGACAAG 169  
GAPDH  GCCACCCAGAAGACTGTGGAT TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC 500 

 هايافته
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ــودار ــان  : 1 -نم ــزان بي ــسه مي ــاي  نژ مقاي ــS100, Krox20, P0ه ــيلهه  ب            وس
Semi-quantitative RT-PCR. 1 :   ــي ــرل منف ــروه كنت ــروه  :bFGF , PDGF( ،2(گ  2گ

 :bFGF, PDGF( ،4 هرگولين، پروژسترون (3گروه : 3، )bFGF, PDGFفورسكولين، پروژسترون (
  ).bFGF, PDGF هرگولين و فورسكولين(گروه كنترل القايي 

 

 
  
  
  
 
 
 
 
 

 
  

ي شكل و شبه فيبروبلاستي     پيش از تمايز كه داراي نماي دوك       ADSCs: 1 -شكل
  .)X20( باشند مي

  
  

  

  
  
  
  
  
  

 و CD31، CD90(هـاي بنيـادي       مثبت بودن ماركرهـاي سـطحي سـلول        :2 -شكل
CD73(   هـاي خـوني       سـلول   ماركر  و منفي بودن  CD45  ،VGFR2   و CD44  نـشان     

  .داده شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 

 
 

هـاي   سـلول   درKrox-20 نژن باندهاي تشكيل شده از بيـا تصوير (A)  :3 -شكل
بانـدهاي تـشكيل     تصوير   (B) .هاي شبه شوآن   به سلول  پس از تمايز  بنيادي چربي   
هاي شـبه    به سلول  پس از تمايز  بنيادي چربي   هاي   سلول  در S100 نژشده از بيان    

بنيادي چربي  هاي   سلول  در P0 نژباندهاي تشكيل شده از بيان       تصوير   (C) .شوآن
 در ايـن    (Houskeeping) كنتـرل داخلـي      .هاي شبه شوآن   ولبه سل  پس از تمايز  

گروه كنترل منفـي     :a ).شكل باندهاي سمت راست در هر    (باشد    مي GAPDHمطالعه  
)bFGF, PDGF( ،b:  2گروه )فورسكولين، پروژسترون، bFGF, PDGF( ،c: 3 گروه )  هرگـولين و

  .)bFGF, PDGF  فورسكولينهرگولين و( گروه كنترل القايي :d، )bFGF, PDGFپروژسترون، 

  
شـود،   طور كه در نمودار مشاهده مـي       همان. دار است  ها معني  بين گروه 

 در گـروه كنتـرل      Krox20 و   S100بيـان دو ژن     بيشترين ميـزان نـسبي      
 در  S100بيـان ژن    . )>0001/0P (مشاهده گرديـد  ) گروه چهارم ( القايي

وه دوم  نـسبت بـه گـر     ) پروژسترون جايگزين فورسكولين  (گروه سوم   
تفاوت بيان  . )>0001/0P(بيشتر بود   ) جايگزين هرگولين  پروژسترون(

. )>683/0P( دار نبـود   هـاي دوم و سـوم معنـي          بين گروه   Krox20ژن  
دار ديـده نـشد      هاي سوم و چهارم معنـي       بين گروه  P0تفاوت بيان ژن    

)998/0P<(     دار كمتـر از    گروه دوم بـه طـور معنـي         اما بيان اين ژن در 
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 و بانـدهاي    PCRنتـايج    .)>0001/0P(ي ديگـر مـشاهده شـد        ها گروه
  . آمده است3 ها در شكل تشكيل شده بعد از الكتروفورز آن

  

  
ــه ژن  ــشان داد ك ــر ن ــه حاض ــاي  مطالع  در S100, P0, Krox20ه

 ـ      گروه داري بيـان    صـورت معنـي    ههاي تحت القاء حاوي پروژسترون ب
اي بـه دسـت آمـده در ايـن مطالعـه بـا مطالعـات                ه ـ يافتـه . شـوند  مي

هـاي بنيـادي چربـي در بيـان           دهنده توانايي سلول   كه نشان  15و16پيشين
در . هاي شوان پـس از تمـايز اسـت، همـاهنگي دارد            هاي سلول ماركر

هاي حاصله از بافت چربي به دنبال تغيير مـداوم           مطالعه حاضر، سلول  
وبلاسـت از خـود نـشان       محيط كشت، نمايي دوكي شكل و شـبه فيبر        

توانـسته اسـت مـانع از       دند و تعويض پـي در پـي محـيط كـشت،             دا
هاي غير مزانشيمي و خوني به پليت پلاستيكي كـشت           چسبيدن سلول 
هاي چـسبيده بـه كـف        هاي بنيادي را به صورت سلول      شوند تا سلول  

 در  VGFR2 و   CD45نتـايج مـا نـشان داد ماركرهـاي          . پليت جدا كـرد   
هـا بـه عنـوان        ژن ايـن آنتـي   . شـوند  يافته، بيـان نمـي    هاي كشت    سلول
 از  17.هاي آندوتليال و خوني مطرح هـستند       هاي سطحي سلول   ژن  آنتي

 در حـد قابـل      CD31 و   CD73، CD90طرفي در اين مطالعه ماركرهـاي       
نتايج حاصل از تحقيق حاضر، نتايج مطالعه       .  بيان شدند  %)90 (توجهي

 را در بيان ماركرهاي مذكور      18ران و همكا  Dominiciانجام شده توسط    
در . باشـد  هاي حاصله مـي    نمايد و نشانگر بنيادي بودن سلول      تاييد مي 

هـاي خـوني و آنـدوتليال،      مجموع عدم بيان ماركرهاي شاخص سلول     
كلونوژنيك بودن و توان تكثيـر بـالا         ها، مورفولوژي دوكي بودن سلول   

هاي بنيادي   لعه سلول هاي به دست آمده در اين مطا       نشان داد كه سلول   
 بـراي القـاء     Dezawaدر اين مطالعه طبق روش       17.باشند مزانشيمي مي 

اي  هاي بنيادي برگرفته از بافت چربي از فاكتورهاي رشـد ويـژه            سلول
در . انـد  هـاي آن پرداختـه     استفاده شد كه مطالعات مختلف به ويژگـي       

. استفاده گرديـد يك ياتانول و اسيد رتينو    مركاپتو مرحله پيش القا از بتا    
د نوريــت شــكل را در يــگيــري زوا توانــد شــكل بتامركاپتواتــانول مــي

يـك فـاكتوري اسـت كـه در آغـاز           ها القا نمايـد و اسـيد رتينوي        سلول
 و از طرفي در تنظيم بيان فاكتورهاي رونويسي         19نوروژنز دخالت دارد  

هـا بـه     دهـي سـلول     دخالت داشته و باعث افزايش پاسخ      MASH1مثل  
 نشان داده شده است كـه فاكتورهـاي رشـد           20.گردد ها مي  فيننوروترو

PDGFو  bFGF   ــر ــايز و تكثي ــاء، در تم ــه الق ــده در مرحل ــتفاده ش  اس

كننده مـسير سـيگنالي      هاي گليالي و شوآن دخالت دارند و فعال        سلول
MAPK از سوي ديگـر فورسـكولين يـك افزاينـده            20.باشند  مي cAMP 

 به وسـيله    ي رشد و تمايز را احتمالاً     ها باشد كه پاسخ   داخل سلولي مي  
 بنـابراين   21.دهـد   ، افزايش مي  هاي فاكتورهاي رشد    افزايش بيان گيرنده  

 bFGF و PDGFزمــان فورســكولين بــا فاكتورهــاي رشــد  كــاربرد هــم
هـاي بنيـادي كمـك       تواند به ثأثير بهتر اين فاكتورها بر القاء سـلول          مي
كتورهاي رشد گليـالي اسـت،      چنين هرگولين كه از خانواده فا      هم. كند

گيري سرنوشت سـلولي نقـش داشـته و باعـث القـا تمـايز                در تصميم 
 بنـابراين   22.گـردد  هـاي شـوآن مـي      هاي ستيغ عصبي بـه سـلول       سلول

تواننـد   مجموعه فاكتورهاي القايي استفاده شده در مطالعه حاضـر مـي          
 .هاي شبه شوان را موجب شوند      هاي بنيادي به سلول    روند القاي سلول  

هاي القايي حاوي پروژسترون      در گروه  S100 در مطالعه حاضر بيان ژن    
هاي شـوان     ويژگي ذاتي سلول   S100رسد بيان ژن     به نظر مي  . ديده شد 

سـازي   هـا و توانـايي ميلـين       باشد كه به مكان قرارگيري اين سـلول        مي
توانـد سـبب     ولار مي  در حد نانوم   S100 ميزان كم    9.ها وابسته نيست   آن

 در  23. نـورون شـود    يهاي عـصبي و افـزايش بقـا        تحريك رشد جوانه  
هاي مورد مطالعـه بـا        در گروه  S100 و همكاران بيان     Moagherمطالعه  

اســتفاده از تكنيــك ايمونوسيتوشــيمي مــورد بررســي قــرار گرفــت و 
بيشترين ميزان بيان در گروهي كـه پروژسـترون جـايگزين هرگـولين             

 S100در مطالعه حاضـر بيـان   كه  در حالي 11.شاهده شده بود  شده بود م  
) پروژسترون جايگزين هرگولين   (2 بيشتر از گروه     4 و   3هاي   در گروه 

 چهارو   سههاي   رسد وجود هرگولين در گروه     به نظر مي  . مشاهده شد 
ن باشد به طـوري كـه جـايگزي         مي S100عامل مهمي در روند بيان ژن       

. باشد  در بيان اين ژن تاثيرگذار مي     گروه دو  كردن آن با پروژسترون در    
گـروه كنتـرل     از طرفي وجود پروژسترون همراه با هرگـولين هماننـد         

دهنـده آن    مـوثر باشـد و نـشان     S100القايي توانسته است در بيـان ژن        
 هماننـد تركيـب     ) سـه  گروه(است كه تركيب پروژسترون و هرگولين       

اثيرگذاري در بيان اين ژن     توان ت ) چهارگروه  (فورسكولين و هرگولين    
در مطالعه حاضر نشان داده شد كـه پروژسـترون در بيـان ژن              . را دارد 

Krox20  رسد كه ژن   به نظر مي  . هاي بنيادي چربي موثر است     در سلول 

Krox20هــاي آكــسوني بــراي   يــك جــزء كليــدي در انتقــال ســيگنال
 باعــث توقــف تمــايز Krox20 عــدم بيــان ژن 24.ســازي باشــد ميلــين

سازي شده و در نتيجه موجـب        هاي شوان در مرحله پيش ميلين      ولسل
اند كه   و همكاران نشان داده    Guennuon 25.گردد سازي مي  توقف ميلين 

 بحث
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Khanlarkhani N. et al. 

 10شود هاي شوان مي    در سلول  Krox20پروژسترون باعث تحريك بيان     
 يـك فـاكتور     Krox20در واقـع    . خـواني دارد   كه با نتايج مطالعه ما هم     

سـازي اثـر القـايي     هاي مسئول ميلين  د كه بر روي ژن    باش اي مي  ترجمه
در مطالعه ما به دنبال استفاده از پروژسترون در محـيط كـشت              10.دارد

 P0 ژن   mRNAهمانند استفاده از فاكتورهاي فورسكولين و هرگـولين،         
انـد كـه بـا وجـود          و همكاران نيز نـشان داده      Melcangi. مشاهده شد 

 افـزايش   P0هـاي شـوان، ميـزان        پروژسترون در محيط كـشت سـلول      
ين در مراحـل    يانـد كـه ايـن گليكـوپروت         مطالعات نـشان داده    7.يابد مي

هـاي    و در سـلول 26و27شـود  هاي شوان بيـان مـي     مختلف تكامل سلول  
 26.شـود  گليال به عنوان يكي از ماركرهاي ابتدايي در نظـر گرفتـه مـي             

هاي بنيـادي    سلولين در   ير پروژسترون براي بيان اين پروتي     بنابراين تاث 
يد را در القـاء ايـن       توانـد نقـش احتمـالي ايـن نورواسـتروي          چربي مي 

در مطالعـه حاضـر      .مطرح كنـد  را  هاي شبه شوان     ها را به سلول    سلول
ــان ژن  ــر بي ــلاوه ب ــاي  پروژســترون ع ، باعــث تحريــك P0 و S100ه

در Krox20  اي هاي بنيادي چربـي جهـت بيـان فـاكتور ترجمـه      سلول
رسـد كـه پروژسـترون بـا ازديـاد         به نظر مـي   .  است محيط كشت شده  
هـاي شـوان و       در تمـايز سـلول     Krox20اي همانند    فاكتورهاي ترجمه 

 همراه با   Krox20 بيان ژن    10و28.كند ميلينه شدن نقش خود را اعمال مي      
هايي از نقش القايي پروژسترون      تواند نشانه   مي S100 و   P0هاي   بيان ژن 

در مطالعـه مـا     .  چربي به سلول شوان باشد     هاي بنيادي  در تمايز سلول  
بيـشتر از دو    ) گروه كنترل القايي   (چهارميزان بيان هر سه ژن در گروه        

دهـد مجموعـه     ديده شد كـه نـشان مـي       ) سهو   دو(گروه ديگر القايي    
 فورسكولين و هرگـولين بهتـر از مجموعـه    ،bFGF, PDGFفاكتورهاي 

يگزين هرگـولين يـا     همين فاكتورها در شرايطي كـه پروژسـترون جـا         
 .باشـد  فورسكولين شده باشد در بيان ماركرهاي سلول شوان موثر مـي          

Moagher      كـه نقـش پروژسـترون در تمـايز           و همكاران نـشان دادنـد 
هـاي شـوان مـشابه نقـش         هاي بنيادي مغز اسـتخوان بـه سـلول         سلول

هاي بنيادي چربـي و       احتمال دارد كه پاسخ سلول     11.باشد هرگولين مي 
خوان در محيط كشت به پروژسترون متفاوت باشد كـه بـراي            مغز است 

بـا اسـتناد بـه مطالعـه        . روشن شدن آن نياز به مطالعات بيشتري است       
رون و مشتقات آن را     حاضر و ديگر مطالعاتي كه تاثير مستقيم پروژست       

تـوان ايـن      مـي  7و10و11و28،انـد  هاي ميلين مطـرح كـرده      يندر بيان پروتي  
 پروژسترون باعث تنظيم و همـاهنگي سـلول         احتمال را مطرح كرد كه    

شوان جهت استفاده از مسيرهاي داخل سلولي مختلـف بـراي تبـديل             
احتمـالا   .زاسـيون گـردد   يشدن به سلولي متمايز براي انجام روند ميلين       

هـاي گليـال از      هاي مختلفـي در سـلول      پروژسترون از طريق مكانيسم   
 در سنتز ميلين نقش     (IGF)جمله از طريق تنظيم فاكتور رشد انسوليني        

توانـد بـه عنـوان يـك عامـل درمـاني در درمـان                  بنابراين مـي   29،دارد
چون مولتيپل اسكلروزيس كه با تخريب ميلين همـراه          هايي هم  بيماري

هـاي بنيـادي     مطالعه حاضر نشان داد كـه سـلول        .هستند، مطرح گردد  
 S100, P0, Krox20هـاي   توانند در محيط تمايزي مناسـب ژن  چربي مي

ها در گـروه كنتـرل القـايي شـامل           بيشترين بيان اين ژن   . را بيان نمايند  
هـا بـا     بيـان ايـن ژن    . فاكتورهاي هرگولين و فورسكولين مشاهده شـد      

وجود عوامل القايي هرگولين و پروژسـترون بـيش از فورسـكولين و             
هاي مـذكور در     به عبارتي پروژسترون در بيان ژن     . پروژسترون رخ داد  

بنيادي چربي موثر است اما نقـش آن بـه انـدازه هرگـولين              هاي   سلول
اين مطالعه بر اساس طرح تحقيقاتي به شـماره          :سپاسگزاري .باشد نمي

مـصوب مركـز تحقيقـات علـوم تـشريحي           ،نامه مربوطه   و پايان  8859
دانشگاه علـوم پزشـكي كاشـان و حمايـت مـالي معاونـت پژوهـشي                

نويـسندگان ايـن    . اسـت دانشگاه علوم پزشكي كاشان صورت گرفتـه        
هـاي ارزشـمند     مقاله مراتب سپاس خود را از اين مراكـز و همكـاري           

گروه علوم تشريح دانشگاه علوم كاشان، گروه علوم تـشريح دانـشگاه            
علوم پزشكي تهران و آقايان دكتر يداله شكيبا، دكتر ابوالفضل اعظمـي            

  .دارند سيدعليرضا طلايي اعلام مي و
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Background: Adipose-derived stem cells (ADSCs) have noticeable self-renewal ability 
and can differentiate into several cell lines such as adipocytes, osteoblasts, 
chondrocytes, and myocytes. Progesterone plays a significant role in the myelination of 
peripheral nerves. Regarding the role of progesterone on the myelination of peripheral 
nervous system, we evaluated its effects on the in-vitro expression of P0, S100 and 
Krox20 mRNA in adipose-derived stem cells. 
Methods: In this experimental study, rat adipose-derived stem cells were isolated from 
the inguinal region of the animals and were evaluated by flow cytometry before culture. 
In preinduction phase, the cells were sequentially treated with various factors such as β-
mercaptoethanol and all-trans-retinoic acid, followed by different induction mixtures.  
The cells were divided into four groups including two control groups (receiving either 
fibroblast and platelet derived-growth factors, or fibroblast growth factor, platelet 
derived-growth factor, forskolin and heregulin) and two experimental groups (receiving 
either fibroblast growth factor, platelet derived-growth factor, forskolin and 
progesterone, or fibroblast growth factor, platelet derived-growth factor, heregulin and 
progesterone). Expression of Schwann cell markers, S-100, P0 and Krox20 mRNA, was 
determined by semi-quantitative RT-PCR. 
Results: ADSCs expressed CD90, CD73, and CD31 but showed lack of CD45, and 
VEGFR2 expression. After the induction stage, S-100, P0 and Krox20 mRNA were 
expressed in the progesterone receiving experimental groups, but expression of S-100 
and Krox20 mRNA were less than the control group which was receiving forskolin and 
heregulin (P<0.0001).  
Conclusion: Progesterone can promote the in-vitro expression of S-100, P0, and Krox20 
genes in adipose-derived stem cells.  
 
Keywords: Adipose tissue, gene expression, progesterone, schwann cell, stem cell. 
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