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  چكيده
ژنـي كليـدي در مـسير تمـايز          (RUNX2ژن   بـر بيـان      هيـدروكواينون  و   پـارابنزوكواينون  بررسـي تـأثير    :هدف

 هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان  سلولو تمايز استخواني) استئوبلاستي

هاي بنيادي مزانشيمي تهيه شدند؛ پس  اي مغز استخوان، سلول هاي تك هسته با كشت دادن سلول :ها مواد و روش  
بنزوكواينون و هيـدروكواينون، بيـان ژن       -ركيب پارا  ميكرومولار هر يك از دو ت      10ها با غلظت     از تيمار اين سلول   

RUNX2 توسط روش Real-Time RT PCRتمـايز    ودش پس از تيمار ارزيابي 48 و 24، 6، 1هاي   در ساعت
 14 و   7آميزي آليزارين قرمز و آلكالين فـسفاتاز در روزهـاي            هاي رنگ  ها نيز توسط روش    استئوبلاستي اين سلول  
 .استفاده از محيط كشت القا كننده، بررسي شدپس از القاي تمايز با 

 نـشان داد    ) برابر 8حدود  تا  (هاي تيمار شده نسبت به كنترل افزايش چشمگير           در سلول  RUNX2بيان ژن    :نتايج
 . دشاستئوبلاستي مشاهده نتغيير چشمگيري در روند تمايز ولي 

ي بروز تمايز استئوبلاستي ضروري بوده ولي به  براRUNX2افزايش بيان ژن منابع علمي،  با توجه به :گيري نتيجه
 افزايش مشاهده شده در بيان اين ژن در پژوهش حاضر، معرف القا يا تسريع در روند  ؛ بنابراين تنهايي كافي نيست  

 بـه    اصلي بـوده و    Wntتواند شاخص افزايش فعاليت مسير انتقال نشانه         اين افزايش مي  . تمايز استئوبلاستي نيست  
هـاي   يانگر دخالت اين مسير انتقال نشانه در بروز لوسمي ميلوييدي حاد ناشي از مجاورت با متابوليت باين ترتيب   
در حـضور تركيبـات     هـاي بنيـادي مزانيـشيمي        افزايش بيان مشاهده شده در سلول      اين   ؛از سوي ديگر  . بنزن باشد 
عنـوان تـأثير مـشابه      يـدي بـه     يسـاز ميلو   هـاي پـيش     در سلول  RUNX2تواند نشان دهنده افزايش بيان       مذكور مي 

مجاورت با بنزن و متابوليت هاي آن باشد و به اين صورت در بزوز لوسمي ميلوييدي حاد ناشي از مجـاورت بـا                       
 .بنزن نقش داشته باشد

  
  

  :sadeghma@modares.ac.irEmail 1411713116:، كدپستيژنتيكتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه :نشاني مكاتبه*
  :n.amirizadeh@ibto.irEmail 1449613111 :ايران، كدپستيتهران، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون  :نشاني مكاتبه**
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  و همكاران فاطمه ذوالقدر  MSCهاي  هاي بنزن بر تمايز استخواني سلول تأثير متابوليت
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

26  

تمـايز استئوبلاسـتي، پـارابنزوكواينون،      ،  RNUX2ژن  انـساني،    (MSC) ي مزانشيم هاي بنيادي   سلول :كليدواژگان
  هيدروكواينون

  

  مقدمه-1
 هيدروكربني آروماتيك و فرار اسـت كـه    (Benzene)بنزن  

 داراي خاصـيت    ]1[ (Myelotoxin)عنوان يك ميلوتوكسين     به
ايــن تركيــب كــاربرد .  شــناخته شــده اســت]2[زايــي  لوســمي
اي در صنعت دارد و به اين ترتيب مجاورت بـا غلظـت         گسترده

بالاي اين تركيب در محل كـار كـساني كـه در چنـين صـنايعي        
علاوه  به. ]3[ شود خطر شغلي قابل توجهي محسوب مي     شاغلند  

 نيـز بـه     ]5[ و دود اگزوز وسايل نقليه موتـوري         ]4[دود سيگار   
خاطر در برداشتن بنزن از جمله منابع آلوده كننده محيط زيست           

نقـش مجـاورت بـا      . رود شـمار مـي    زا بـه   با اين تركيب سرطان   
در دراز مــدت در ايجــاد لوســمي غلظــت بــالاي ايــن تركيــب 

 بـه  (Acute Myeloid Leukemia: AML)يـدي حـاد   ميلوي
  .]6[اثبات رسيده است 

 آثــارمتابوليــسم ايــن تركيــب در بــدن بــراي ايجــاد      
. ]7[اي ضروريـست     زايي بنزن، مرحله   هماتوتوكسيك و لوسمي  

صورت اوليـه    هاي كبدي به   ابتدا اين تركيب در كبد توسط آنزيم      
 و  (Catechol)هايي نظير فنل، كتكول      متابوليزه شده و متابوليت   

كنـد كـه در     ايجاد مـي (Hydroquinone: HQ)هيدروكواينون 
ت از طريق جريـان خـون بـه بافـت مغـز       مرحله بعد اين تركيبا   

. ]7[د  شـو   فرايند متابوليـسم ثانويـه مـي       استخوان رسيده و وارد   
 در مغز   HQ؛  ]8[ دوام زيادي در اين بافت دارند        HQكتكول و   

 :Myeloperoxidase)استخوان توسط آنـزيم ميلوپراكـسيداز   

MPO)       كه غلظت و فعاليت زيادي در اين بافت دارد تبديل بـه 
ــنش   ــده و واك ــسيد كنن ــي اك ــام    تركيب ــه ن ــد ب ــري قدرتمن گ

شود كه عـلاوه    مي(p-Benzoquinone: BQ)پارابنزوكواينون 
 هاي آزاد اكـسيژن  اديكالبر ايجاد استرس اكسيداتيو و القاي توليد ر 

(Reactive Oxygen Species: ROS) ]8 ،9[ ــا ، DNA، ب
هـاي سـلولي وارد واكـنش شـده و صـدمات             ها و پروتئين   چربي

هـاي    سلول ويژه بههاي اين بافت     ناپذير در سلول   جدي و برگشت  

 (Myeloid Progenitor Cells: MPCs)يـدي  يسـاز ميلو  پـيش 
بــروز مكــرر ايــن صــدمات و اســترس . ]10[كنــد  ايجــاد مــي

اكسيداتيو القا شده توسط اين تركيب در مغز اسـتخوان در دراز            
خـصوص از    مدت، نقش بسيار حايز اهميتي در بروز لوسمي به        

عنـوان بافـت     بافت مغز استخوان به   . ]9[كند    ايفا مي  AMLنوع  
هايش علاوه   زايي بنزن و متابوليت    هدف اصلي سميت و سرطان    

 خـوني  هـاي بنيـادي   سازي شـامل انـواع سـلول    بر سيستم خون 
(Hematopoietic Stem Cells: HSCs)ساز  هاي پيش  و سلول

ــوني  ، در (Hematopoietic progenitor cells: HPCs)خ
 Mesenchymal Stem) ي مزانشيمهاي بنيادي بردارنده سلول

Cells: MSCs) ــز ــست ني ــلول. ]12، 11[ ه ــاي  س    MSCه
هـاي بافـت     علاوه بر دارا بودن پتانسيل تبديل بـه انـواع سـلول           

هـا و    ها، كندروسـيت   ها، استئوسيت  استخواني نظير استئوبلاست  
ها و بدين ترتيب دخالت در نوسـازي و بازسـازي و             آديپوسيت

صورت  سازي به  ها، در تنظيم و پشتيباني از خون       ترميم استخوان 
 ــ ــرد ب ــز عملك ــي ني ــد هطبيع ــزايي دارن ــتخوان، . س ــز اس در مغ

هـاي    نظيـر سـلول    MSCهاي سلولي مختلفي با منـشأ        جمعيت
   CARهـــاي   و ســـلولNestin+هـــاي استئوبلاســـتي، ســـلول

(CXC chemokine ligand (cxcl)12- abundant reticular cells) ،
گيرنـده يـا بـا ترشـح انـواع          -از طريق اتـصال مـستقيم ليگانـد       

 و كمــــوكين (Cytokine)هــــاي ســــايتوكين   مولكــــول
(Chemokine)     هاي    در حفظ و نگهداري سلولHSC   و تنظيم 

 هاي پـر اهميتـي هـستند       سازي داراي نقش   فعاليت سيستم خون  
 مغز استخوان در بازسازي     MSCsبا توجه به اهميت     . ]14،  13[

سازي و نيز با در نظـر        بافت استخواني و حمايت از فرايند خون      
داشتن اين نكته كه بافت هدف اصلي سميت حاصـل از بنـزن،             

، مطالعــه تــأثيرات ســمي بنــزن و اســتبافــت مغــز اســتخوان 
ها بـسيار سـودمند خواهـد        هاي مؤثر آن در اين سلول      وليتمتاب
 ميكرومـولار دو    10رو در اين مطالعه، تـأثير غلظـت          از اين . بود

، HQ و   BQمتابوليت مخرب و پايدار بنزن در مغـز اسـتخوان،           
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  1390 تابستان 2 شماره 14ره دو  شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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 كه يك فـاكتور رونويـسي كليـدي بـراي           RNUX2بر بيان ژن    
، توسط  تاسهاي استئوبلاستي     به سلول  MSCهاي   القاي سلول 

Real-Time RT PCR  و نيزتغييرات احتمالي در روند تبـديل 
ها در محـيط تمـايزي حـاوي          به استئوبلاست  MSCهاي   سلول

آميزي  هاي رنگ   توسط روش  HQ يا   BQميكرومولار  10غلظت  
 Alkaline) و آلكالين فسفاتاز (Alizarin Red)آليزارين قرمز 

phosphatase) دش ارزيابي.  
  

  ها  مواد و روش-2
   مواد مورد نياز-2-1

، DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium)محيط 
FBS (Fetal Bovine Serum) ،PBS (Phosphate Buffered Saline) ،
ــ  EDTA (Trypsin-Ethylenediaminetetraacetic acid) -ينستريپ

 و (Streptomycin)هـــاي استرپتومايـــسين  بيوتيـــك آنتـــيو 
ــي ــيلين  پن ــركت  (Penicillin)س ــتGibcoاز ش ــاي   و كي ه
آميزي آلكـالين فـسفاتاز و آليـزارين قرمـز و نيـز فـايكول                رنگ

ــاك  ــرم در هــر 077/1= چگــالي ((Ficoll-Hypaque)هايپ  گ
 FastStart SYBR.  خريداري شدSigmaاز شركت ) ليتر ميلي

Green Master premix)  كيتReal Time PCR(  تريـزول ،
(Trysol)  وDNase Iــركت ــد Roche  از ش ــداري ش .  خري

AccuPower® CycleScript RT PreMix)  كيــت ســنتز
cDNA (   و آغازگرهاي(Primers) هاي    ژنRUNX2 2- بتا  و 

ــولين  ــركت (β-2 Microglobulin: β2M)ميكروگلوب  از ش
Bioneer   دگزامتـازون   .  تهيه شـد(Dexamethasone)   اسـيد ،

 و تهيـه    Chemiconاسكوربيك وگليسرول فسفات، از شركت      
HQ و BQ نيز از شركت Sigmaخريداري شد .  

  
  مغز استخوانMSCهاي   جداسازي وكشت سلول-2-2

ليتر نمونه مغز اسـتخوان از يـك          ميلي 10در مطالعه حاضر    
طـور خلاصـه    به. دشتهيه )  سال22با سن (نفر اهدا كننده سالم     

 رقيق شـد، سـپس بـه آرامـي روي           PBSنمونه مغز استخوان با     

شـيب غلظـت    د و توسـط سـانتريفوژ و در اثـر           فايكول برده ش  
لايـه سـلولي حـد فاصـل پلاسـما و           (اي   هاي تك هـسته    سلول

 فلاسـك   در،  PBSجدا شـدند و پـس از شستـشو بـا            ) فايكول
 Lowكشت ليتر محيط   ميلي6متر مربعي حاوي  سانتي25كشت 

Glucose DMEM  وFBS 10ــي ــك  درصــد و آنت ــاي بيوتي  ه
 ساعت پس از    48.  كشت داده شدند   سيلين استرپتومايسين و پني  

هاي غيرچسبيده بـا تعـويض محـيط حـذف           آغاز كشت، سلول  
بار محيط كشت تعويض      روز يك  3 روز، هر    14مدت   به. شدند
-75هاي مزانشيمي تكثيـر يافتـه و         بعد از اين مدت سلول    . شد
هـا    در ايـن زمـان، سـلول       . درصد كف فلاسك را پوشاندند     80

پاسـاژ  (دند  ش ـهاي جديـد منتقـل       سكپاساژ داده شده و به فلا     
هـا بـه ميـزان مرحلـه قبـل، دو مرتبـه        پس از تكثير سلول ). اول

ــلول ــدند    س ــاژ داده ش ــا پاس ــاژ دوم(ه ــام  ) پاس ــراي انج و ب
هـاي   متر مربعي و پليـت      سانتي 25هاي    در فلاسك  هاي آزمايش

  .  خانه كشت داده شدند24
  

  MSCهاي   تأييد هويت سلول-2-3
كـارگيري روش    ست كه در ايـن مرحلـه بـا بـه           به ذكر ا   لازم

 هايي كه نـشانگرهاي    درصد سلول د كه   شفلوسايتومتري مشخص   
 CD44  ،CD166  ،CD105 يهاي بنيادي مزانشيم   سطحي سلول 

 درصـد،   8/98 درصـد،    5/99ترتيـب    كنند به  ، را بيان مي   CD90و  
هـايي كـه نـشانگرهاي        درصد و درصد سـلول     8/96 درصد و    93

ــتص رده ــطحي مخ ــك س ــان CD45 و CD34 هماتوپوئتي  را بي
همچنين قابليـت  . است درصد 8/3 درصد و   8/2ترتيب   كنند به  مي

آميـزي   ها به رده اسـتئوژنيك توسـط روش رنـگ          تمايز اين سلول  
بـه ايـن ترتيـب هويـت        . آلكالين فسفاتاز مورد تأييد قرار گرفـت      

 .دش تأييد MSCهاي  عنوان سلول هاي پاساژ دوم به سلول

  
 Real Time و cDNA، سنتز RNAاستخراج  -2-4

RT-PCR.  
 پاساژ دوم كشت داده شـده       MSCهاي   پس از تيمار سلول   
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  و همكاران فاطمه ذوالقدر  MSCهاي  هاي بنزن بر تمايز استخواني سلول تأثير متابوليت
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

28  

 ميكرومـولار   10 با غلظـت     متر مربعي   سانتي 25هاي   در فلاسك 
BQ   و HQ 1هاي   صورت جداگانه و با دو تكرار، در ساعت         به ،

ــتخراج  48 و 24، 6 ــار، اس ــس از تيم ــتفاده از  RNA پ ــا اس    ب
 بـه ازاي هـر فلاسـك        (Roche) (Trisol)ليتر ترايزول     ميلي 1

 اسـتخراج شـده توسـط       RNAكيفيـت و ميـزان      . انجام گرفـت  
 درصد و نيز با استفاده از دسـتگاه         1الكتروفورز روي ژل آگارز     

. ارزيـابي شـد   (.Thermo Fisher Scientific Inc)نانودراپ 
 توســط هــضم آنزيمــي بــا آنــزيم DNAآلــودگي احتمــالي بــا 

DNaseI (Roche) قبــل از ســاخت cDNA د و شــ برطــرف
ــاخت     ــت س ــتفاده از كي ــا اس ــپس ب  و cDNA (Bioneer)س

 تام سلولي   RNA ميكروگرم   1 از   cDNAاساس برنامه كيت،     بر
با استفاده از آغازگرهاي طراحي شـده بـراي تكثيـر           . ساخته شد 

و ) 1جدول  (عنوان كنترل داخلي      به B2M و   RUNX2هاي   ژن
، FastStart SYBRGreenMaster premix (Roche)كيـت  

 25هاي   در حجمcDNA با الگوي Real-Time PCRواكنش 
 (Corbett)ميكروليتر و با تكرار دوتايي در دستگاه ترموسايكلر         

ابتـدا  : برنامه واكنش به ايـن صـورت تنظـيم شـد          . انجام گرفت 
   دقيقــه و پــس از آن 5مــدت   بــهگــراد  درجــه ســانتي95دمــاي 

 ثانيـه،  10مـدت    بـه گراد  درجه سانتي95 دماي  چرخه شامل 40
 درجـه   72 ثانيه و دمـاي      15مدت    به گراد  درجه سانتي  55دماي  
 ثانيـه؛ تجريـه و تحليـل منحنـي ذوب و            30مدت    به گراد سانتي

 درصد تأييد كننده تكثيـر قطعـات      1الكتروفورز روي ژل آگارز     
الـه  هاي ايـن بخـش در مق       داده(صورت كاملاً اختصاصي بود      به

 بـا اسـتفاده   ؛PCRهاي  پس از انجام واكنش   ). آورده نشده است  
 تغييـرات  REST 2008 (Corbett life science)افـزار   از نرم

  . مورد ارزيابي و تحليل قرار گرفتRNUX2بيان ژن 
  

   توالي آغازگرها1جدول 
  

  توالي آغازگرها  نام ژن
F5’-GAG ATTTGT GGG CCG GAG TG-3’  

RUNX2  R5’-TGG GTTCCCGAG GTCCATCTAC-3’  
F5’-TCTTTCTGG CCT GGA GGC TAT C-3’  β2M  

R5’-CGG ATGGAT GAA ACCCAG ACA C-3’  
  

هاي مزانشيمي به استئوبلاست      تمايز سلول  -2-5
  )تمايز استخواني(

ليتر محيط    ميلي 1همراه    سلول مزانشيمي پاساژ دوم، به     50000
اده شد و پليـت   كشت د24هاي پليت  كشت حاوي سرم درچاهك 

ــاي   ــا دم ــاتور ب ــانتي37در انكوب ــه س ــراد  درج ــشار گ    CO2 و ف
 از  درصـد  80هـا حـدود      هنگامي كه سلول  .  درصد قرار داده شد    5

  كــف هــر چاهــك را پــر كردنــد، محــيط كــشت خــالي شــد و 
 DMEM Low Glucose شـامل  ليتـر محـيط تمـايزي     ميلي1

 فـسفات  مـولار، اسـيد اسـكوربيك دو    ميلي1حاوي دگزامتازون   
 درصـد   10 مولار به علاوه     1 مولار و گليسرول دو فسفات       1/0

هاي آزمـون    ، به چاهك  HQ/BQ ميكرومولار   10و غلظت   سرم  
عنـوان كنتـرل    هاي ديگـر كـه بـه     سري چاهك3در  . افزوده شد 

 ميكرومولار  10محيط كشت غيرتمايزي حاوي     ) 1استفاده شد،   
HQ/BQ  ،2 (     مـايزي بـه    محيط غيرت ) 3محيط كشت تمايزي و

 3هاي مذكور هر      روز، محيط  14-7مدت   به. ها اضافه شد   سلول
هـا، در    منظور بررسـي تمـايز سـلول       به. بار تعويض شد   روز يك 

 روز و در تعـدادي ديگـر بعـد از    7ها پس از    تعدادي از چاهك  
هاي اختـصاصي آليـزارين قرمـز و آلكـالين           آميزي  روز رنگ  14

  .فسفاتاز انجام گرفت
  

  آليزارين قرمزميزي آ  رنگ-2-6
 شسته شـدند و     PBSپس از خالي كردن محيط با       ها   سلول

ه ضـاف هـا ا    درصد به آن   70ها، اتانول سرد     منظور تثبيت سلول   به
پـس از   . ها يك ساعت در دماي اتاق انكوبـه شـدند          سلول. دش

 مرتبـه شستـشو بـا آب        3 تا   2خالي كردن محلول تثبيت كننده،      
ليتر محلول آليزارين قرمـز بـه        لي مي 1سپس  . مقطر انجام گرفت  

 دقيقه در دمـاي اتـاق انكوبـه         30مدت   د و به  شها افزوده    سلول
 مرتبه شستـشو    4آميزي و    پس از خالي كردن محلول رنگ     . شدند

  هـا   منظـور جلـوگيري از خـشك شـدن سـلول           با آب مقطـر، بـه     
هـاي   ها افزوده شد و در نهايت سـلول        ليتر آب مقطر به آن      ميلي 1

  .زي شده با ميكروسكوپ نوري ارزيابي شدندآمي رنگ
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  1390 تابستان 2 شماره 14ره دو  شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

29  

 آميزي آلكالين فسفاتاز  رنگ-2-7
هـا بـا     در اين مورد نيز پس از خالي كـردن محـيط، سـلول            

PBS    ليتـر محلـول      ميلي 1ها،   منظور تثبيت آن    شسته شدند و به
 ثانيه در دمـاي     30مدت   د و به  شها افزوده    تثبيت كننده به سلول   

 مرتبه شستـشو بـا آب مقطـر،         3 تا   2ز  پس ا . اتاق انكوبه شدند  
  مـدت   هـا بـه    سـلول . ه شـد  ضـاف هـا ا   آميزي بـه آن    محلول رنگ 

 قـرار   گـراد   درجه سانتي  26-18 دقيقه درتاريكي و در دماي       30
 3 تـا    2آميـزي و     پس از خالي كردن محلـول رنـگ       . داده شدند 

 دقيقـه بـا     10مـدت    هـا بـه    مرتبه شستشو بـا آب مقطـر، سـلول        
نهايـت  در  . آميزي شـدند    رنگ (Hematoxylin)هماتوكسيلين  

آميـزي   هاي رنگ  مرتبه شستشو با آب مقطر سلول     3 تا   2پس از   
  .شده با ميكروسكوپ نوري مورد ارزيابي قرار گرفتند

  

  هاي تجزيه و تحليل آماري  روش-2-8
  بـراي Randomization و Students’ t-test هـاي   آزموناز

 .دشفاده تجزيه و تحليل تغيير بيان ژن است
  

   نتايج-3
اـي    پس از تيمار سلول    RNUX2 تغيير بيان ژن     -3-1 ه

MSC با HQ و BQ 
   در محـيط كـشت حـاوي غلظـت          MSCهـاي    تيمار سلول 

صــورت جداگانــه   بــهBQ و HQ ميكرومــولار دو تركيــب 10
پـس از اسـتخراج     .  ساعت انجام گرفت   48 و   24،  6،  1مدت   به

RNA  هـاي تيمـار شـده و سـاخت            از سلولcDNA   واكـنش ،
Real-Time RT PCR  توسـط آغازگرهــاي ژن RNUX2 و 

. عنوان كنترل داخلـي صـورت گرفـت         به β2Mآغازگرهاي ژن   
دست آمـده   ، نتايج بهREST 2008افزار  سپس با استفاده از نرم

هـاي   نسبت بيان سـلول   (مقادير نسبي بيان    . دشتجزيه و تحليل    
 در  RUNX2 ژن) هاي كنترل تيمـار نـشده      تيمار شده به سلول   

 ميكرومـولار هـر    10 پس از تيمار بـا غلظـت         MSCهاي   سلول
 48 و 24، 6، 1هـاي    در سـاعت  BQ و   HQيك از دو تركيـب      

 برابركنترل براي تيمار 71/3:  ساعت 1: ترتيب عبارت بودند از    به
 18/4:  سـاعت  BQ  ،6 و بيان برابر باكنترل براي تيمار با         HQبا  

 برابر كنترل بـراي تيمـار بـا         42/5  و HQبرابركنترل براي تيمار با     
BQ  ،24 برابر كنترل بـراي تيمـار بـا          87/7:  ساعت HQ   93/7 و 

بيـان برابـر بـا كنتـرل     :  سـاعت BQ ،48برابر كنترل براي تيمار با     
 .BQ برابر كنترل براي تيمار با 88/1 و HQبراي تيمار با 

 RNUX2صورت نسبت بيان ژن      بدين ترتيب، نتيجه كه به    
 HQ و   BQ ميكرومـولار    10اي تيمار شده با غلظت      ه در سلول 

 1هاي كنتـرل تيمـار نـشده در نمـودار          به بيان اين ژن در سلول     
 RNUX2آورده شده، نشان دهنده افزايش قابل توجه بيـان ژن           

 ساعت پس از تيمـار بـراي هـر دو           24  و 6هاي    در زمان  ويژه به
و  BQ ساعت بعد از تيمـار بـا         RUNX2  ،1بيان  . تركيب است 

هاي كنترل نشان   تفاوتي با سلولHQ ساعت پس از تيمار با    48
هاي كنتـرل افـزايش      در بقيه موارد بيان در مقايسه با سلول       . نداد

 برابـر   8تقريبـاً   ( ساعت پس از تيمار به حداكثر        24داشته و در    
  . بودرسيده ) هاي كنترل بيشتر از بيان اين ژن در سلول

  

  
  

 10هـاي تيمـار شـده بـا غلظـت             در سـلول   RNUX2 نسبت بيـان ژن      1نمودار  
 P- valueهاي كنترل تيمار نشده؛   به بيان اين ژن در سلولHQ و BQميكرومولار 

  .است 05/0ها پس تيمار، كمتر از  محاسبه شده براي مقادير نسبي بيان ژن
  
 RNUX2 تأثير افزايش بيان مشاهده شده ژن        -3-2

 MSCهاي  بر روند تمايز استخواني سلول
 ميكرومـولار دو تركيـب      10به دنبال تأثير چشمگير غلظت      

 ـRNUX2مذكور در افزايش بيان ژن       سـزاي   ه و با توجه نقش ب
ــتخواني   ــايز اسـ ــشبرد تمـ ــا و پيـ محـــصول ايـــن ژن در القـ
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  و همكاران فاطمه ذوالقدر  MSCهاي  هاي بنزن بر تمايز استخواني سلول تأثير متابوليت
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

30  

ها به استئوبلاسـت در محـيط       ، تمايز اين سلول   MSCهاي سلول
 ميكرومولار هر يك از دو تركيب       10هاي   تمايزي حاوي غلظت  

HQ   و BQ هـاي   صورت جداگانه، از طريق مقايسه با كنتـرل         به
ــايش  ــلول(آزم ــشت    س ــيط ك ــده در مح ــشت داده ش ــاي ك ه

، محـيط تمـايزي و   HQ/BQ ميكرومولار 10غيرتمايزي حاوي  
  .مورد سنجش قرار گرفت) محيط كشت غيرتمايزي
ها بـه هـر دو روش آليـزارين قرمـز و             در روز هفتم، سلول   

آميـزي آليـزارين قرمـز       رنگ. ميزي شدند آ آلكالين فسفاتاز، رنگ  
هـا   حساسيت لازم براي آشكار كردن اختلاف بين چاهـك         فاقد

يـك از    در اين مرحله بود و بـه ايـن دليـل تفـاوتي ميـان هـيچ                
آميزي آلكالين فسفاتاز    د؛ با استفاده از رنگ    شها مشاهده ن   چاهك

هــاي حــاوي  ، تفــاوت مــشهودي ميــان چاهــك)2  و1شــكل (
ــ محــيط ــاي تم ــه(ايزي ه ــايزي حــاوي   ب ــايي و محــيط تم تنه
هـاي عـادي     و محـيط  ) HQ و   BQ ميكرومولار   10هاي   غلظت

 ميكرومـولار   10هـاي    تنهايي و محيط عادي حـاوي غلظـت        به(
BQ   و HQ (    قابل تشخيص است ولي تفاوت چـشمگيري بـين

 و نيز   BQ/HQهاي حاوي محيط تمايزي حاوي و فاقد         چاهك
 BQ/HQي حـاوي و فاقـد       هاي حاوي محيط عـاد     بين چاهك 

توانـد نـشانگر فقـدان       اين نتيجه از سويي مي    . شود مشاهده نمي 
 يـا بـه دليـل       بر روند تمايز استئوبلاستي بوده    تأثير اين تركيبات    

آميـزي در آشكارسـازي      عدم حساسيت كافي ايـن روش رنـگ       
  .دست آمده باشد تفاوت حاصل از تأثير احتمالي اين تركيبات به

  

                                                          

ها در محيط كشت عادي كشت داده   سلول4 و 2هاي  ها در محيط كشت تمايزي و در چاهك  سلول3 و 1هاي   در چاهك)الفآميزي آلكالين فسفاتاز در روز هفتم؛         رنگ 1شكل  
، HQ ميكرومولار  10ها در محيط كشت تمايزي حاوي غلظت          سلول 3، در چاهك    BQميكرومولار   10ها در محيط كشت تمايزي حاوي غلظت          سلول 1 در چاهك    )ب. اند شده

 كـشت داده    HQ ميكرومـولار    10ها در محيط كشت عادي حـاوي غلظـت            سلول 4 و در چاهك     BQ ميكرومولار   10ها در محيط كشت عادي حاوي غلظت          سلول 2در چاهك   
هاي حـاوي    ولي تفاوتي ميان چاهك   شود   هاي عادي و تمايزي در هر دو گروه الف و ب مشاهده مي             ه، تفاوت آشكاري ميان چاهك    آميزي در اين مرحل    با اين روش رنگ   . اند شده

  . قابل تشخيص نيستهاي كشت عادي در بين دو گروه حيطم
  

                             
هـاي كـشت    هاي كشت شده در محيط  سلول)الف در روز هفتم؛ )10×با بزرگنمايي  (ازآميزي شده به روش آلكالين فسفات هاي رنگ  تصوير ميكروسكوپي سلول 2شكل  
 BQحاوي و فاقـد  (هاي كشت تمايزي  هاي كشت شده در محيط  سلول)ب. دهد ها فعاليت اندكي نشان مي ، كه آلكالين فسفاتاز در آن)HQ يا BQحاوي و فاقد  (عادي  

  .ا به ميزان قابل توجهي افزايش يافته استه ، كه فعاليت آلكالين فسفاتاز در آن)HQيا 
  

  

ها به هر دو روش آليزارين قرمـز و          در روز چهاردهم نيز سلول    
ها  ، تصوير سلول  3در شكل   . آميزي شدند  آلكالين فسفاتاز، رنگ  

آميزي و پـس از آن       هاي تمايزي و عادي پيش از رنگ       در محيط 
در هـاي كـشت شـده        در اين تـصاوير سـلول     . آورده شده است  
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31  

هـاي   تنهايي و محيط عادي حـاوي غلظـت        به(هاي عادي    محيط
 مــشابه و عــادي شناســي  ريخــت)HQ و BQ ميكرومــولار 10

 شناسـي  داشته و ريخت  ) MSCهاي    سلول شناسي نظير ريخت (
تنهايي و محيط    به(هاي تمايزي    هاي كشت شده در محيط     سلول

نيـز  ) HQ و   BQ ميكرومـولار    10هـاي    تمايزي حاوي غلظـت   
هـاي متـراكم استئوبلاسـتي      سـلول شناسـي  به و نظير ريخت مشا
طـور كـه در      آميـزي آلكـالين فـسفاتاز، همـان        نتيجه رنگ . است

آميـزي   شـود، مـشابه نتيجـه رنـگ      مشاهده مي ) 4شكل  (تصوير  

به اين ترتيب كـه     . آلكالين فسفاتاز انجام شده در روز هفتم بود       
تنهـايي و    به(هاي تمايزي    هاي حاوي محيط   تفاوت ميان چاهك  

) HQ و   BQ ميكرومـولار    10هاي   محيط تمايزي حاوي غلظت   
هـاي   تنهايي و محيط عادي حاوي غلظت      به(هاي عادي    و محيط 

قابل تشخيص بوده ولـي تفـاوت       ) HQ و   BQ ميكرومولار   10
هاي حاوي محـيط تمـايزي حـاوي و فاقـد           چنداني بين چاهك  

BQ/HQ    هاي حاوي محيط عـادي حـاوي و         و نيز بين چاهك 
  .دش مشاهده نBQ/HQفاقد 

  

                        

                        
هـاي   سـلول  )الف در روز چهاردهم؛ )10×با بزرگنمايي    (ه روش آلكالين فسفاتاز   آميزي ب  ز رنگ ا) ج و د  (و بعد   ) الف و ب  (ها قبل     تصوير ميكروسكوپي سلول   3شكل  

هاي كشت تمايزي  هاي كشت شده در محيط  سلول)ب.  را دارا هستند MSCهاي   شناسي عادي سلول   كه ريخت ) HQيا   BQحاوي يا فاقد    (كشت شده در محيط عادي      
 MSCهاي كشيده و دوكي شكل       تر از سلول   ها كوتاه   تفاوت دارد؛ اين سلول    MSCهاي   شناسي عادي سلول   ها با ريخت   شناسي آن  كه ريخت ) HQ يا   BQحاوي و فاقد    (
ها به ميزان قابـل تـوجهي افـزايش     ، كه فعاليت آلكالين فسفاتاز در آن)HQ يا BQحاوي و فاقد (هاي كشت تمايزي    هاي كشت شده در محيط      سلول )ج. رسند نظر مي  به

  .دهد ها فعاليت اندكي نشان مي كه آلكالين فسفاتاز در آن) HQ يا BQحاوي و فاقد (هاي كشت شده در محيط عادي   سلول)د. يافته است
  

                                                      
ها در محيط كشت عادي كشت   سلول4 و 2هاي  ها در محيط كشت تمايزي و در چاهك  سلول3 و 1هاي    در چاهك  )الفآميزي آلكالين فسفاتاز در روز چهاردهم؛         رنگ 4شكل  

 ميكرومـولار   10ها در محيط كشت تمايزي حاوي غلظت          سلول 3، در چاهك    BQ ميكرومولار   10ت  ها در محيط كشت تمايزي حاوي غلظ        سلول 1 در چاهك    )ب. اند داده شده 
HQ ميكرومولار 10ها در محيط كشت عادي حاوي غلظت   سلول2، در چاهك BQ ميكرومولار 10ها در محيط كشت عادي حاوي غلظت   سلول4 و در چاهك HQ كشت داده 
شود ولي تفاوتي ميان  يهاي عادي و تمايزي در هر دو گروه الف و ب مشاهده م  مرحله نيز همانند روز هفتم، تفاوت آشكاري ميان چاهك        آميزي در اين   با اين روش رنگ   . اند شده

  .هاي كشت عادي در بين دو گروه قابل تشخيص نيست هاي حاوي محيط چاهك
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  و همكاران فاطمه ذوالقدر  MSCهاي  هاي بنزن بر تمايز استخواني سلول تأثير متابوليت
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

32  

   بحث-4
نتايج حاصل از اين مطالعه نشان دهنده افزايش بيـان قابـل            

 مغـز اسـتخوان در      MSCهاي    در سلول  RUNX2 ملاحظه ژن 
كـار رفتـه بنـزن       هاي به   ميكرومولار متابوليت  10حضور غلظت   

)BQ   و HQ (   چـه انتظـار مـي رفـت، ايـن        آنبـرخلاف بود اما
 .تأثير بود ها بي افزايش بيان در روند تمايز استخواني اين سلول

طور كه پيش از اين اشاره شد، بافـت مغـز اسـتخوان              همان
ت هــدف اصــلي در ســميت ايجــاد شــده توســط بنــزن و  بافــ

در اين بافت   . ]12،  11[ است BQ و   HQهاي آن نظير     متابوليت
 هماتوپوئتيـك   هاي بنيادي  سلول(سازي   هاي سيستم خون   سلول

اي حمايـت    در مجـاورت بـستره    ) ساز خوني  هاي پيش  و سلول 
 MSCهـاي  سـلول . اند  قرار گرفته  MSCي  ها كننده شامل سلول  

سازي،  دارا بودن نقش در حمايت و تنظيم فرايند خون        بر  علاوه  
ها از طريق تمايز يافتن بـه        مسئول بازسازي و نوسازي استخوان    

 (Chondrocytes)ها   هاي استئوبلاستي، كندروسيت   انواع سلول 
ــيت ــا  و آديپوســ ــستند (Adipocytes)هــ ژن . ]14، 13[ هــ

RNUX2             توليد كننده يك پروتئين اصـلي و كليـدي در مـسير 
صـورت    با فعاليت دوگانه بـه     MSCهاي   تمايز استخواني سلول  

فعال كننده و بازدارنده رونويسي است كه بيان آن ضمن مراحل           
. ]16، 15[كند  اوليه تمايز استئوبلاستي افزايش چشمگير پيدا مي    

كند كه سـبب تحريـك       اين ژن يك فاكتور رونويسي را رمز مي       
 كـه فــاكتور  Osx (Osterix)هــاي متعـددي از جملــه   بيـان ژن 

رونويسي مهم ديگـري در پيـشبرد تمـايز استئوبلاسـتي اسـت             
 علاوه بر نقش داشتن در ايجاد جايگاه        RUNX2. ]17[د  شو مي

(Niche)  هاي  استئوبلاستي سلولHSC        از طريـق فعـال كـردن ،
موش  كه عملكـرد آن در خـا       Opn (Osteopontin)رونويسي  

طـور غيـر مـستقيم در         بـه   نيز  به اثبات رسيده   HSCنگه داشتن   
با توجه به   . ]16[ مؤثر است    HSCهاي القاي خاموشي در سلول   

ــأثير    ــاي تمــايز استئوبلاســتي، ت ــن ژن در الق ــدي اي نقــش كلي
لعـه  بر روند تمايز استئوبلاستي نيز در اين مطا        تيمارهاي مذكور 

آمـده  طور كه در بخـش نتـايج         همان. مورد ارزيابي قرار گرفت   
 بـا وجـود     BQ يـا    HQ ميكرومـولار    10، حضور غلظـت     است

 ي، تأثير قابـل تشخيـص     RNUX2افزايش قابل ملاحظه بيان ژن      
هاي بـسيار    كه از روش  (آميزي ذكر شده     هاي رنگ  توسط روش 

ريع درالقـا يـا تـس     ) معمول سنجش تمايز استئوبلاسـتي هـستند      
نتيجه مشاهده شـده بـه      . روند تمايز استئوبلاستي ايجاد نكردند    

اين صورت قابل توجيه است كه با وجود اهميـت و ضـرورت             
 در تمايز استئوبلاستي، تحريك بيان      RUNX2فاكتور رونويسي   

و ] 19،  18[آن براي القـاي تمـايز استئوبلاسـتي كـافي نيـست             
راه انداختن   راي به فعاليت فاكتورهاي رونويسي گوناگون ديگر ب     

بنـابراين  . ]20[مسيرهاي تمايز استئوبلاسـتي ضـروري هـستند         
افزايش بيان اين ژن الزاماً همراه با القاي تمايز استئوبلاستي نبـوده            

القاي تمايز استئوبلاستي مـورد  » شاخص«عنوان  تواند به  و فقط مي  
نتيجه در مورد مطالعه ارايه شده، پاسخ ايـن         در  . بررسي قرار گيرد  

 در اثـر  RNUX2آيا افـزايش قابـل ملاحظـه بيـان ژن          «سؤال كه   
 در محـيط كـشت      BQ يـا    HQ ميكرومـولار    10حضور غلظـت    

، معرف القا يا تسريع روند تمـايز استئوبلاسـتي          MSCهاي   سلول
دست آمـده از مطالعـه       منظور تأييد نتيجه به    به. استمنفي  » است؟

تـوان در   تر و بـا حـساسيت بـالاتر، مـي         صورت دقيق  ايه شده به  ار
 يـا   HQ ميكرومـولار    10 تيمار شده با غلظـت       MSCهاي   سلول
BQ  هـاي استئوكلـسين      ، بيان ژن(Osteocalcin)    و اسـتئوپونتين 

(Osteopontin) را كــه طــي تمــايز استئوبلاســتي افــزايش پيــدا 
ز روش سنجش كمي     مورد ارزيابي قرار داده و همچنين ا       ،كنند مي

  .فعاليت آلكالين فسفاتاز بهره گرفت
عنـوان بخـشي از جايگـاه         به MSCهاي    سلول ؛از سوي ديگر  

، بـا توليـد ليگانـدهاي    (Hematopoietic Niche)هماتوپوئتيـك  
 (Canonical Wnt Signaling) اصـلي  Wntمسير انتقال نـشانه  

هـاي    سلول نقش مهمي در تنظيم فعاليت اين مسير انتقال نشانه در         
HSC            و در نتيجه در كنترل فعاليـت و خاموشـي (Quiescence) 

با توجه به نقش اثبات شده افزايش       . ]21[كنند   ها ايفا مي   اين سلول 
   از طريـق    RUNX2فعاليت اين مسير انتقال نشانه در القـاي بيـان           

يـن -بتا  TCF1 (β-catenin/Transmembrane Cell Factor 1)/كتن
ــان ]22، 17[ ــزايش شــديد بي ــد معــرف   مــيRUNX2، اف توان
همچنين فعاليت  . فزايش در فعاليت اين مسير انتقال نشانه باشد       ا
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33  

دسـت   هاي به   كانونيكال در نمونه   Wntدايمي مسير انتقال نشانه     
بـدين  . ]23[ مشاهده شده است     AMLآمده از بيماران مبتلا به      

تواند بيانگر دخالت اين     ، مي RUNX2ترتيب اين افزايش در بيان      
 ناشـي از مجـاورت بـا بنـزن و     AMLمسير انتقال نشانه در بروز     

بيني   اين ارتباط پيش   درستي .باشد) BQ و   HQ(هاي آن    متابوليت
 يـا   كتنـين -بتـا ، فعاليت   TCF1تواند با بررسي ميزان بيان       شده مي 

 .دشوهاي اين مسير نظير ليگاندها ارزيابي  ساير واسطه

عنوان ژن القـا      به RUNX2 دخالت   بيانگرمطالعات ژنتيكي   
 در (Solid Tumors)كننده سرطان در ايجاد تومورهاي سخت 

مچنين افزايش بيـان     ه .]24[ است پروستات   هاي سينه و   سرطان
ــواعي از  ــن ژن در ان ــر AMLاي  c-AML (Cutaneous نظي

Myelomonocytic Leukemia) و نيز در ]25[ مشاهده شده 
نقش  Cbfb-MYH11هاي داراي جهش      در موش  AMLبروز  
 AMLهاي انساني    درصد نمونه 12 در   اين جهش كه  . ]26[دارد  

صــــورت وارونگــــي كرومــــوزومي  دهــــد، بــــه رخ مــــي
[inv(16)(p13;q22)]           بوده و در نتيجـه آن پروتئينـي الحـاقي 

(CBFβ- SMMHC) هـــاي    شـــامل پـــروتئينCBFβ و 
SMMHC (Smooth Muscle Myosin Heavy Chain) 

اعـضاي  لازم به ذكر است فاكتورهاي رونويـسي        . دشو ايجاد مي 
ــا RUNX (CBFA/AML)خــانواده  ــا ايجــاد هترودايمــر ب ، ب

CBFβ  ، در . ]28، 27 [كنـد  هاي هدف خود را تنظيم مي      بيان ژن
، مشخص شد كـه     ]29[ و همكاران    (Kou)اي توسط كو     مطالعه
Runx2  هاي    در سلولHSC  يـدي  يسازهاي ابتدايي ميلو    و پيش

يـدي در حـد     يبيان بالايي دارد ولي اين ميـزان طـي تمـايز ميلو           
در اين مطالعه نقش تداوم بيان بالاي     . يابد چشمگيري كاهش مي  

Runx2  صورت ممانعـت از بـروز       يدي به يسازهاي ميلو   در پيش

، Csf1R ،Mpoهــاي  يــدي و بازدارنــدگي بيــان ژنيتمــايز ميلو
Cebpd ،Cdkn1a) و نــشانگرهاي ) بازدارنــده چرخــه ســلولي

ايـن مطالعـه    .  به اثبات رسيده اسـت     Gfi1 و   Cebpaيدي  يميلو
 را در   Cbfb-MYH11 بـا جهـش      Runx2همچنين همكـاري    

هاي حامـل ايـن جهـش ژنتيكـي تأييـد             در موش  AMLايجاد  
سـازهاي    در پـيش   Runx2بدين ترتيب تنظيم بيان     . نموده است 

صـورت طبيعـي و      سازي بـه   ند خون يدي براي رويداد فراي   يميلو
 ،رسـد  نظر مـي   يدي ضروري به  يجلوگيري از بروز بدخيمي ميلو    

توانـد سـبب بـروز       چرا كه تداوم بيان افزايش يافته اين ژن مـي         
ــد     ــشبرد فراين ــث پي ــلولي و باع ــايز س ــه تم ــتلال در برنام اخ

در مطالعه حاضـر،    .  شود (Transformation)ترانسفورماسيون  
صورت افـزايش بيـان ايـن ژن در           به HQ و   BQتأثير تركيبات   

  بـا توجـه بـه مطالـب فـوق،          . دش ـ مـشخص    MSCهاي   سلول
ساز  هاي پيش  اين فرضيه كه اين تركيبات تأثيري مشابه بر سلول        

  هـا   يدي داشته و بـا افـزايش بيـان ايـن ژن در ايـن سـلول       يميلو
بـا  . رسـد  نظـر مـي    كند، منطقي بـه     نقش ايفا مي   AMLدر بروز   

هـاي   ن ايـن ژن در پـي تيمارهـاي مـشابه در سـلول             بررسي بيا 
توان درستي اين فرضيه را مورد ارزيـابي         يدي مي يساز ميلو  پيش

  .قرار داد
  

   تشكر و قدرداني-5
از معاونــت پژوهــشي دانــشگاه تربيــت مــدرس و بخــش  
تحقيقات سازمان انتقال خون ايران همچنـين مركـز رشـد ناجـا      

ر انجـام ايـن پـژوهش       دريـغ د   بابت مساعدت علمي و مالي بي     
 . دشو قدرداني مي
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