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خلاصه

مقدم�ه: در ای��ن مطالعه تأثیر س��ینرژیک دگزامتازون )Dexa( و فراصوت با ش��دت پایین 
)LIUS( بر تمایز اس��تئوژنیک سلول‌های بنیادی مزانش��یمی جدا‌شده از مغز استخوان موش 
)rMSCs( مورد بررس��ی قرار گرفت. فرضیۀ تحقیق، امکان وجود اثر سینرژیک دو عامل فوق 

بر القای تمایز استئوژنیک سلول‌های بنیادی در محیط آزمایشگاهی بود.

روش بررسی: دستگاه فراصوت با فركانس MHz3 کالیبره شد. rMSCs از استخوان‌های 
ران و س��اق پای موش جدا‌ ش��ده و کشت داده شدند. س��لول‌ها با هدف خالص‌سازی تا پاساژ 
سوم پیش‌برده شدند. سلول‌های خالص‌شدۀ پاساژ سوم در دو گروه حاوی دگزامتازون با غلظت 
8-10 میلی‌مول و دگزامتازون و فراصوت با شدتcm / mW 2355 در مد پیوسته و در زمان 5 

دقیقه به‌صورت روزانه و تا 14 روز قرار گرفتند در‌حالی‌که گروه کنترل فقط دگزامتازون داشت 
 RT-PCR و هیچ فراصوتی دریافت نکرد. آنالیزهای س��نجش فعالیت آلكالین فسفاتاز و روش
نیمه‌کمّی برای بیان ژن‌های آلكالین فسفاتاز، استئوكلسین و استئوپونتین به‌ترتیب در روزهای 

اول، دوم، سوم، پنجم، هفتم، نهم، یازدهم و چهاردهم بعد از تحریك انجام گرفت.

یافته‌ها: نتایج نش��ان داد كه فعالیت آلكالین فسفاتاز در گروه فراصوت و دگزامتازون به‌طور 
معنی‌داری بیش��تر از دگزامت��ارون ب��ود )0p/005≥( و آنالی��ز RT-PCR نیمهك‌مّی تفاوت 

.)≤0p/005( معنی‌داری را در بیان ژن‌های تمایزی در دو گروه نشان داد

نتیجه‌گیری: این تحقیق بیان می‌کند که دگزامتازون و فراصوت کم‌توان در تمایز استئوژنیک 
MSCها یک اثر سینرژیک می‌باشد و امکان بقای سلولی را نیز افزایش خواهد داد.

واژه‌ه�اي كلي�دي: دگزامت��ازون، فراصوت کم‌توان، س��لول‌های بنیادی مزانش��یمی، تمایز 
استئوژنیک، اثر سینرژیک
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داریوش همراهی و همکاران            9

مقدمه
سلول‌های بنیادی مزانشیمی)MSCs( با هدف مهندسی بافت استخوان 
مورد اس��تفاده قرار می‌گیرند. موفقیت اس��تفاده از این سلول‌ها برای نیل 
به این هدف در گرو بهینه‌س��ازی مس��یر تکوینی تمایزی و زیس��تی این 
س��لول‌ها قبل از اس��تفادۀ آن‌ها برای پیوند است]1[. بسیاری از تحقیقات 
بنی��ادی و کلینیکی انجام‌ش��ده در این زمینه با اس��تفاده از مواد، داروها، 
فاکتورهای رش��د و دیگر کمیت‌های فیزیکی و ش��یمیایی نش��ان‌دهندۀ 
توانای��ی این س��لول‌ها برای تمایز ب��ه رده‌های مختلف س��لولی و از‌جمله 
مهم‌تری��ن آن‌ها بافت اس��تخوانی و نقش هریک از کمیت‌ها در پیش��برد 
و بهینه‌س��ازی مهندس��ی بافت استخوان بوده اس��ت]14-2[. محققان از 
مواد ش��یمیایی زیادی برای القای تمایز در MSC ها اس��تفاده نموده‌اند 
که از آن‌جمله می‌توان اس��کوربیک اس��ید، گلیسرول فس��فات، انسولین، 
دگزامتازون و ... را نام برد ]6، 7، 10، 15 و 16[. در این میان مشکلی که 
همواره تحقیقات را تحت تأثیر خود قرار داده اس��ت، مرگ‌و‌میر س��لول‌ها 
در اثر ش��وک شیمیایی ناش��ی از محیط القای تمایزی استفاده ‌شده بوده‌ 
است ]9و19-17[. از‌سوی‌دیگر بر‌اساس تحقیقات، دگزامتازون یک داروی 
ش��یمیایی کلیدی گزارش ش��ده اس��ت که تأثیری پارادوکسی بر تمایز و 
قدرت بقای سلول‌ها دارا بوده است]4، 5 و23-20[. علاوه بر‌آن، این مادۀ 
شیمیایی بر تحریک استخوان‌سازی، سنتز پروتئین‌های مختلف استخوانی 
و از هم��ه مهم‌تر الق��ای گلیکوکورتیکوئیدها بس��یار مؤثر گزارش ش��ده 
است]24[. با‌توجه به محدودیت‌های ذکر‌شده دست‌یابی به روش‌هایی که 
بازدهی تمایز را افزایش دهد و نیز توانایی حفظ جمعیت س��لولی در آن‌ها 
حفظ ش��ود، از ارزش بالایی در مهندس��ی بافت و طب ترمیمی برخوردار 
خواهد بود. از‌س��وی‌دیگر، فراصوت به‌عنوان یک کمّیت فیزیکی پرکاربرد، 
توانایی‌های خاصی را در القای مس��یرهای زیس��تی، افزایش توان زیستی 
و تکثیر رده‌های مختلف س��لولی، پیش��برد و القای تمایز در س��لول‌های 
‌مختلف ‌دارا ‌می‌باشد]13، 14و 27-25[. این ابزار و کمّیت فیزیکی ارزان، 
در‌دس��ترس و تقریباً ایمن گزارش ش��ده اس��ت]28[ که آن را به ابزاری 
مطمئ��ن در مهندس��ی بافت تبدیل می‌کند. این تحقیق با هدف بررس��ی 
اثر امواج فراصوت و دگزامتازون بر القای تمایز اس��تئوژنیک در سلول‌های 

MSCs طرح‌ریزی شده است.

روش بررسی
حیوان آزمایشگاهی:

تعداد 10 سر موش بزرگ آزمایشگاهی )Rat( از نژاد Wistar، جنس نر، 
با سن تقریبی 8 تا 12 هفته، از پژوهشکدۀ پاستور خریداری شد. حیوانات 
در ش��رایط آزمایش��گاهی و در حیوانخان��ه با غ��ذای دام و گرما و رطوبت 
 کنترل‌شده نگه‌داری شدند.                                                                      .

  كشت و جداسازی سلول‌های مزانشیمی:

حیوانات با اس��تفاده از كلروفرم کش��ته ش��دند و با اس��تفاده از س��ت 
جراح��ی مخصوص حیوان��ات، اس��تخوان‌های فمور و تیبیا ج��دا گردید. 
بافت نرم اطراف آن‌ها در ش��رایط اس��تریل پاک ش��د. س��پس سلول‌های 
 مغز اس��تخوان هر چهار اس��تخوان با هم مخلوط ش��د و در محیط کشت
 DMEM (Dulbecco’ Minimum Essential Medium.
 FBS محت��وی 15درص��د س��رم جنی��ن گاوی Gibco. Germany)
 (Gibco,100 واحد بین‌المللی استرپتومایسین ،(Gibco, Germany)
 )Gibco, Germany( و 100 واحد بین‌المللی پنی‌سیلین  Germany) 
قرار گرفت. مغز اس��تخوان از چهار اس��تخوان دراز تیبی��ا و فمور به‌روش 
 DMEM جدا شد و در یك لولۀ حاوی 13 میلی‌لیتر محیط Flashing
و آنتی‌بیوتیک قرار گرفت. س��لول‌های فوق پس از ی‌كبار سانتریفوژ با دور 
1200 دور در دقیقه و به‌مدت 5 دقیقه سوس��پانس ش��دند و در فلاسک   
75Cm2 ح��اوی 12 میلی‌لیت��ر محی��ط DMEM و آنتی‌بیوتیک و 15 

درصد سرم جنین گاوی منتقل شدند و در شرایط 5 درصد CO2 و دمای 
37 درجۀ س��انتی‌گراد و رطوبت اشباع کشت داده شدند. 48 ساعت پس 
از آغاز كش��ت، سلولهای غیرچسبنده با انجام تعویض محیط و شستشو با 
PBS دور ریخته ش��دند و پس از آن محیط س��لول‌ها هر 2 روز یک‌بار با 
محیط تازه به‌مدت 10 روز تعویض ش��د. س��لول‌ها پس از این دورۀ زمانی 

به‌منظور افزایش جمعیت سلولی پاساژ داده شدند.

پاساژدهی سلول‌ها:

پس از رس��یدن جمعیت س��لول‌ها به 80 تا 90 درصد از س��طح ظرف 
کش��ت، آن‌ها به‌وسیلۀ محلول PBS شستشو داده‌شدند سپس با استفاده 
از آنزیم تریپس��ین )Trypsin/EDTA,Gibco,Germany( سلول‌ها 
از کف ظرف جدا شدند. سلول‌ها به نسبت 1 به 3 مجدداً کشت داده شدند. 

تابش فراصوت:

دستگاه فراصوت مدل (Phyaction 190i, Germany) با فرکانس 
3MHz ب��رای كاه��ش و حذف پدیدة حفره‌س��ازی انتخاب ش��د]29[. 
كالیبراس��یون منبع فراصوت با اس��تفاده از روش فش��ار تابشی انجام شد. 
ش��دت cm / mW 2355  ب��رای انجام طرح بر‌اس��اس تحقیقات قبلی 

محققان انتخاب شد]13و14[.

بررسی ماهیت بنیادی مزانشیمی سلول‌ها:

به‌علت اینکه تا‌به‌حال برای س��لول‌های مزانش��یمی موش ماركر خاصی 
شناس��ایی نشده است، در‌نتیجه برای اطمینان از ماهیت مزانشیمی بودن 
سلول‌ها از قابلیت تمایز آن‌ها به استخوان و چربی استفاده شد. سلول‌های 
پاساژ س��وم برای بررسی ماهیت بنیادی مزانش��یمی به دو ردۀ استخوان 
و چرب��ی در محیط‌ه��ای القاء تمایزی به‌مدت 21 روز تمایز داده ش��دند. 
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... پایین در تمایز   با شدت  امواج فراصوت  تأثیر سینرژیک دگزامتازون و  بررسی  10            فصلنامه لیزر در پزشکی / دوره دهم / شماره  2، 3 و 4

رنگ‌آمی��زی آلیزارین قرمز و تكنیك RT-PCR ب��رای ژن‌های آلكالین 
فس��فاتاز، استئوكلسین و استئوپونتین برای بررس��ی تمایز به استخوان و 
 C/EBP-α، برای ژن‌های RT-PCR  رنگ‌آمی��زی اویل قرمز و تكنیك
PPAR-γ، PPAR-α برای بررسی تمایز به چربی استفاده شد]14و30[.

فراصوت و دگزامتازون:

 10-8 mM در ای��ن تحقیق س��لول‌های ب��ا محیط حاوی دگزامت��ازون
 كامل‌ش��ده با 15درصد س��رم FCS تحت تابش امواج فراصوت با ش��دت
mW.cm-2 355  و فرکان��س 3MHz در زم��ان تابش روزانه 5 دقیقه 
قرار گرفتند. این فرآیند به‌مدت 14 روز ادامه داشت و بررسی‌های سنجش 
فعالیت آلکالین فس��فاتاز و RT-PCR نیمه‌کمّی برای بیان ژن‌های تمایز 
ب��ه اس��تخوان در روزه��ای 1، 3، 5، 7، 9، 11 و 14 مورد اس��تفاده قرار 
گرفت. در مطالعۀ حاضر س��لول‌هایی که هیچ‌گون��ه تیماری )دگزامتازون 

 و فراصوت( دریاف��ت نکردند، به‌عنوان گروه کنترل در‌نظر گرفته ش��دند. 

   سنجش بیان آلکالین فسفاتاز:

 (Product No.85 در ای��ن روش از كیت س��نجش آلكالین فس��فاتاز
(SIGMA–ALDRICH اس��تفاده ش��د. در این روش سلول‌ها ابتدا 
به‌وسیلة محلول فیكساتیو سیترات‌استن به‌مدت 30 ثانیه فیكس شدند و 
س��پس به‌مدت 30 دقیقه در معرض محلول نمك دیازونیوم قرار گرفتند. 
س��پس س��لول‌ها دو‌بار با آب مقطر شس��ته و به‌مدت 3 دقیقه با محلول 
هماتوكس��یلین رنگ شدند. سپس س��لول‌ها به‌وس��یلة میكروسكوپ فاز 
كنتراست مورد بررسی و شمارش به‌وسیلة نرم‌افزار Image J قرار گرفتند. 
 میانگین نتایج با یکدیگر به‌وس��یلة آزمون آماری T-test مقایس��ه ش��د.

  تست RT-PCR نیمه​کمّی:

برای بررس��ی بی��ان ژن‌ه��ای تمایز ب��ه اس��تخوان از پرایم��ر ژن‌های 

BA

C

RT-PC نتایج )C   رنگ‌آمیزی اویل قرمز )B   رنگ‌آمیزی آلیزارین قرمز )A :1 شکل
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داریوش همراهی و همکاران            11

آلكالین‌فس��فاتاز، استئوكلس��ین و استئوپونتین اس��تفاده شد. ژن مرجع 
GAPDH انتخ��اب ش��د. س��لول‌ها در روزه��ای مورد بررس��ی از کف 
 ظ��رف ج��دا ش��دند و RNA كل س��لول‌های م��ورد نظر با اس��تفاده از

ای��ن  پروتك��ل  ب��ا  RNX- Plus (Cinagen, Tehran) و مطاب��ق 
RT- تك زنجیره‌ای ب��رای cDNA ش��ركت جداس��ازی ش��د. س��پس
"PCR با اس��تفاده از پرایم��ر oligo (dt) و آنزیم ترانسك‌ریپتاز معكوس
 [Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit(K1622,
[(Fermentas, EU تهی��ه ش��د و در ادامه واكنش PCR انجام گرفت 

  .]14[

یافته‌ها
بررسی ماهیت سلول‌های مزانشیمی:

برای بررسی ماهیت سلول‌های مزانشیمی از تمایز آن‌ها به دو ردة استخوان 
و چربی استفاده شد. سلول‌های پاساژ سوم به‌راحتی به دو رده تمایز یافتند. 

نتایج رنگ‌آمیزی و RT-PCR مؤید این مطلب است)شکل 1(.

بررس�ی ش�اخص‌های تمایز به اس�تخوان پس از تأثیر ام�واج فراصوت 
سنجش بیان آلكالین‌فسفاتاز:

مقایسة نتایج رنگ‌آمیزی آلكالین‌فسفاتاز در دو گروه نشان داد كه میزان 
بیان آلكالین‌فسفاتاز در گروه فراصوت در تمامی روزها اختلاف معنی‌داری 
را با گروه كنترل دارد. تشك��یل ندول‌های آلكالین‌فسفاتاز مثبت در گروه 
فراصوت زودتر، تقریباً در همان روز اول شروع می‌شد و این در‌صورتی‌است 
که تشكیل این ندول‌ها در گروه كنترل تقریباً از روز پنجم شروع می‌شود. 
.(p≤0/005) مقایسۀ�� دو گ��روه اختلاف معنی‌داری را نش��ان می‌ده��د 

نتایج RT-PCR نیمه‌کمّی

مقایس��ة نتای��ج در گ��روه فراص��وت و كنت��رل در مورد تمام��ی ژن‌ها 
اختال�ف معنی‌داری را می��ان دو گروه فراصوت و كنترل نش��ان می‌دهد. 
ژن آلكالین‌فس��فاتاز درگروه فراصوت در مقایس��ه با گ��روه كنترل دارای 

اختال�ف معنی‌داری در میزان بیان اس��ت )p≥0/005(. مقایس��ة میزان 
بیان ژن استئوكلس��ین در دو گروه حا��كی از این مطلب بود كه فراصوت 
 باع��ث افزای��ش معن��ی‌داری در بی��ان این ژن نس��بت به گ��روه كنترل
می شود)p≥0/005 (. بیان ژن استئوپونتین نیز تحت تأثیر امواج فراصوت 
افزایش معنی‌داری را نسبت به گروه كنترل در این گروه آزمایشی از خود 

.)p≥0/005(نشان داد

)*= p≥0/005( نمودار 1: بیان آلکالین‌فسفاتاز در اثر فراصوت و دگزامتازون

)*= p≥0/005( نمودار 2: میزان بیان آلكالین‌فسفاتاز در بین گروه‌های آزمایشی

)*= p≥0/005( نمودار 3: میزان بیان استئوکلسین در بین گروه‌های آزمایشی

)*= p≥0/005( نمودار 4: میزان بیان استئوپونتین در بین گروه‌های آزمایشـی
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بحث و نتیجه‌گیری
دگزامت��ازون یک هورمون گلوکوکورتیکوئید اس��ت ک��ه می‌تواند تمایز 
استئوژنیک س��لول‌های بنیادی مزانشیمی انس��ان را تنظیم کند و سبب 
افزای��ش فعالیت آلکالین‌فس��فاتاز می‌گ��ردد. مقادیر پایی��ن دگزامتازون، 
اس��تئوژنزیز را الق��اء می‌کن��د در‌حالی‌ک��ه مقادی��ر ب��الای آن عملک��رد 
استخوان‌س��ازی را مهار می‌کند]31[. تغییرات سلولی از‌قبیل تغییراتی در 
حرکت و تحریک س��نتز و ترشح می‌تواند به‌وسیلۀ امواج فراصوت با شدت 
پایین که در‌اصل یک اثر غیر حرارتی می‌باشد، القاء شود. به‌نظر می‌رسد که 
این تغییرات با تغییراتی در نفوذپذیری غش��اء پلاسمایی سلول‌ها و انتقال 
یون‌ها و مولکول‌ها در عرض آن همراه است. همچنین در تحقیقاتی نشان 
داده شده است که نه‌تنها مس��یرهای انتقال غشاء سلولی بلکه مسیرهای 
خارج س��لولی نیز تحت تأثیر این امواج ق��رار می‌گیرند. البته باید در نظر 
داشت که اگر‌چه تغییرات غشایی از نظر درمانی ارزشمند هستند، ولی اگر 
این تغییرات در طول تکوین رخ دهند ممکن است اثر‌های معکوس داشته 
باشند. معمولاً تعیین شدن به‌دنبال بیان انتخابی ژن‌ها و تمایز رخ می‌دهد 
که سبب افزایش پیچیدگی در ساختار می‌گردد. اثر سینرژیک دگزامتازون 
و امواج فراصوت با شدت پایین برای تمایز استئوژنیک سلول‌های بنیادی 

مزانشیمی تا‌کنون مورد بررسی قرار نگرفته است. 

در تحقی��ق حاض��ر، بیان آلکالین‌فس��فاتاز در هر دو گروه نش��ان‌دهندۀ 
توانایی دگزامتازون به‌تنهایی در پیش��برد تمایز استئوژنیک در MSC ها 
می‌باش��د. نتایج نش��ان می‌دهند که با افزودن فراص��وت در تمامی روزها 
بیان آلکالین‌فس��فاتاز چه در مقیاس س��لولی و چه در سطح ژنی افزایش 
معنی‌داری را درپی خواهد داش��ت. این فرآیند را می‌توان به‌عنوان یک اثر 
س��ینرژیک دانست زیرا در تحقیق دیگری که انجام گرفته است، فراصوت 
به‌تنهایی توانایی برانگیزش بیان آلکالین‌فسفاتاز را در سطح سلولی و ژنی 
دارا می‌باش��د]14[. بیان دیگر ژن‌های مس��یر تمایزی استئوژنیک در این 
طرح تأییدی بر توانایی دگزامتازون به‌عنوان فاکتور کلیدی تمایز می‌باشد 
و نیز اثر س��ینرژیک فراصوت با آن را در این فرآیند خاطر نش��ان می‌کند. 
جالب توجه است که با افزایش القای تمایز در اثر این سینرژیک، سلول‌ها 
از کف ظرف کنده نشدند و مرگ‌و‌میر سلولی در تمام طرح مشاهده نشد.

در‌س��ال BRUDER ،1998 و همکاران نش��ان دادند که س��لول‌های 

MSC قابلی��ت تمایز ب��ه رده‌های مزودرمی از‌جمله اس��تخوان، غضروف، 
تاندون، عضله و چربی را دارا می‌باش��ند]32[. یکسال پس از وی در سال 
Kim ،1999 و هم��کاران در مقاله ای اثر داروی دگزامتازون را بر تکثیر، 
فعالیت و ترشح سایتوکاین‌ها در س��لول‌های استرومال استخوانی بررسی 
نمودند و نش��ان دادند ک��ه دگزامتازون مکانیس��م گلوکوکورتیکوئیدها را 
فعال می‌کند و عامل اساس��ی س��اخت ماتریس خارج س��لولی استخوانی 
خواهد‌ش��د]22[. در همان سال، Mori و همکاران توانایی دگزامتازون را 
در دیگر تمایزهای MSC ها نش��ان دادند]23[. غلظت بهینۀ دگزامتازون 
ب��رای الق��ای تمایز توس��ط Walsh در س��ال 2001 انتش��ار یافت ولی 
غلظت‌ه��ای اش��باع این م��اده را ممانعت‌کنندۀ تمایز عن��وان نمود]15[. 
تحقیق��ات محقق��ان دیگر نش��ان‌دهندۀ تأثی��ر کلیدی دگزامت��ازون در 
فرآیندهای تمایزی س��لول‌های بنیادی می‌باشند ]11-7، 16و 33-35[. 
بنابراین بدون دگزامتازون تمایز س��لول‌های بنیادی مزانش��یمی به‌سمت 
دودمان اس��تئوژنیک به‌سختی انجام خواهد ش��د که این نتیجه به‌وسیلۀ 
کاهش فعالیت ALP نشان داده شد)نمودار1و2(. این مشاهده‌ها پیشنهاد 
می‌کند دگزامتازون یکی از تنظیم‌کننده‌های اصلی در تمایز اس��تئوژنیک 

می‌باشد.

در س��ال Chapman ،1980 و هم��کاران نش��ان دادن��د که فراصوت 
توانای��ی افزایش ترش��ح س��ایتوکاین‌ها را دارا می‌باش��د]Ryaby .]36 و 
همکاران گزارش نمودند که فراصوت در مد پالسی توانایی افزایش کلسیم 
درون‌س��لولی را دارا می‌باشد و بسیاری از مسیرهای سیگنالینگ سلولی را 
پیش می‌ب��رد]39-37[. تحقیقات دیگر محقق��ان بیانگر توانایی فراصوت 
کم‌توان در القاء و پیش��برد تمایز در سلول‌های بنیادی می‌باشد]14و 44-

.]40

به‌نظر می‌رسد این فرآیند که با دو عامل یکی فیزیکی و دیگری شیمیایی 
رخ داده علاوه بر القای تمایز بر قابلیت بقای MSCs نیز مؤثر بوده اس��ت 
که خود دس��تاورد بزرگی در مهندسی بافت به‌شمار می‌آید. در‌نهایت این 
تحقیق قویاً بیان می‌کند که اثر سینرژیک دگزامتازون و فراصوت کم‌توان 
در تمایز استئوژنیک MSCs یک اثر سینرژستیک می‌باشد و امکان بقای 

سلولی را نیز افزایش خواهد داد.
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