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  Bone Morphogenetic Protein 4(BMP4)مقايسه تاثير دوزهاي مختلف 

 هاي اريتروئيدي هاي بنيادي جنيني موش به كلني بر تمايز سلول( EPO)و اريتروپويتين
 

 ،4مهدي فروزندهدكتر ، 3ولوجردي مجتبي رضازادهدكتر ، 3نيا مژده صالح دكتر ،1ماندانا بيگي بروجني
 6زاده ابراهيم حاجيدكتر ، 8سيد جواد موليدكتر  

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
سيستم آزمايشي را براي بررسي اثرات فرضي فاكتورهاي رشد  ،هاي بنيادي جنيني در شرايط كشت تمايز سلول
. سوازي اهميوت دارد   امروزه پيدا كردن فاكتورهاي رشد و عوامل محيطي مورد نياز براي خوون . كند فراهم مي
هاي بنيوادي جنينوي و    بر تمايز سلول BMP4و  EPOشخص كردن اثر دوزهاي مختلف اين مطالعه م هدف از

 . هاي اريتروئيدي بود ها و تعداد كلني ارزيابي تعداد و اندازه كل كلني
 ها مواد وروش

هواي   روزه با منشا سلول 4هاي اجسام شبه جنيني  در اين مطالعه از سلول. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
و در دو گوروه   نداز هوم جودا شود    EDTA-Trypsinها به وسويله   سلول. استفاده شد CCEدي جنيني رده بنيا

( ng/ml 168 ،58 ،48 ،38 ،18، 8)و  BMP4( ng/ml 58 ،48 ،38 ،18 ،8، 8)آزمايشي حاوي دوزهاي مختلف
EPO وه از لحوا   دو گور  ،روز 18پس از گذشوت  . در محيط نيمه جامد حاوي متيل سلولز كشت داده شدند

 .هاي بنزيدين مثبت مورد ارزيابي قرار گرفتند ها، تعداد و درصد كلني اندازه كلني
 ها يافته

داري  از لحا  آماري به طوور معنوي   EPOو  BMP4مشخص شد تمام دوزهاي  ،پس از جمع آوري اطلاعات
ه با افزايش دوز، تعداد كل نشان داد ك BMP4مقايسه دوزهاي مختلف . ها شده بودند باعث افزايش اندازه كلني

،  BMP4از ng/ml38گرچوه دوز  (. >p 88/8)رددا يدار و با گروه كنتورل اخوتلاف معنوي    يابد ميكلني كاهش 
هاي بنزيدين مثبت در مقايسوه بوا گوروه     هاي اريتروئيدي بيشتري داشت، اما از نظر درصد و تعداد كلني كلني
هاي بنزيودين   نشان داد كه تعداد و درصد كلني EPOمختلف  چنين مقايسه دوزهاي هم. نداشتتفاوتي كنترل 

نسوبت بوه    ng/ml38مثبت در مقايسه با گروه كنترل افزايش داشت و از ميان دوزهاي به كار گرفته شده، دوز 
 (. >p 88/8)تعداد كلني بنزيدين مثبت بيشتري داشت ،بقيه دوزها

 نتيجه گيری 
هاي بنيادي جنيني و تمايز  در تحريك سلول EPO ،فاكتور بررسي شدهرسد كه از بين دو  در مجموع به نظر مي

نسبت به بقيه دوزها بهترين تاثير را  ng/ml38 EPOتر است و دوز  هاي اريتروئيدي مناسب ها به سمت كلني آن
  .دارد

 روپويتينيت، ارBone Morphogenetic Protein 4هاي بنيادي جنيني،  سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
هـاي نـاميرايي    هاي بنيـادي جنـين مـوش، سـلول     سلول    

گزيني بـه دسـت    هستند كه از توده داخلي جنين قبل از لانه
اگر (. 0-3)ها را دارند آيند و قدرت تمايز به انواع سلول مي

نيســت امــا  in vivoهماننـد   in vitroچـه ررفيــت تمـايز   
هاي بنيـادي   توان از سلول هاي خوني را به راحتي مي سلول

تمـايز  (. 1)هـاي مختلـف بـه دسـت آورد     جنيني بـه روش 
هاي بنيادي جنيني در شرايط كشت سيستم آزمايشـي   سلول

فــراهم  را بــراي بررســي اثــرات فرتــي فاكتورهــاي رشــد
امروزه پيـدا كـردن فاكتورهـاي رشـد و لوامـل      (. 5)كند مي

و ايــن  ســازي اهميــت دارد محيطــي مناســا بــراي خــون
نيـز  FCS (Fetal Calf Serum ) فاكتورها حتـي در تركيـا  

 (.6، 7)وجود دارند
 BMP4 (Bone هــاي خــال م ــل بعضــي از پــروت ين    

Morphogenetic Protein4)  كه لضوي از خـانواده TGF 
(Transforming Growth Factor) نقـ  محـوري    ،است

هـاي   سـازهاي سـلول   گيري مزودرم شكمي و پي  در شكل
هاي انجام شـده نشـان    بررسي(. 7)خوني و اندوتليالي دارد

قسـمتي از كمللمـان تنميمـي تكـوين      BMP4دهند كـه   مي
و بـراي توليـد رده اريتروديـدي،     استسازهاي خوني  پي 

در  اي نقـ  ويـژه   نيز .است يدي تروريميلوديدي و لنفود
ز جنينـي دارد و  دقطعي هماننـد اريتروپـو   دزكنترل اريتروپو

هاي بنيـادي جنينـي بـه سـمت بيـان  ن       بالث القاي سلول
زي را در اجسام شبه جنيني داليت هماتوپوعگلوبين شده و ف
     .نمايـد  مـي  هاي بنيـادي جنينـي موشـي القـا     مشتق از سلول

 سـاز  هـاي بنيـادي خـون    و تمـايز سـلول   تك يـر چنـين    مه
(Hematopoietic Stem Cells )   را در محيط كشـت تنمـيم

نتايج به دست آمـده از تحقيقـات پيشـن اد    (. 5-01)كند مي
ممكن است به لنوان ماشه اوليه تكـوين   BMP4كند كه  مي

هاي خوني لمـل كنـد و بالـث تحريـو گروهـي از       سلول
 (.00)سازي هستند ها شود كه در ارتباط با خون  ن
 دزيكي ديگر از فاكتورها كه نق  م مي را در اريتروپـو     

بـا  ( EPO)هورمون گليكوپروت يني اريتروپويتين ،كند ايفا مي
تــرين  اســت كـه م ـم  دالتـون  كيلـو   31-11وزن مولكـولي  

و بالـث ت بيـت   باشـد   مـي  دزسيتوكين تنميم كننده اريتروپو
غيـا  آن   .(6-5 ،02-01)شود هاي خوني مي مناسا سلول

ــيط  ــايز    in vitroدر مح ــر و تم ــترل در تك ي ــث اخ بال
بالـث   EPO. شـود  سـاز اريتروديـدي مـي    هـاي پـي    سلول

شده و اثرات بيولو يكي ين بگلو mRNAافزاي  رونويسي 
ــلول ــاوتي روي سـ ــوز   متفـ ــه هنـ ــوني دارد كـ ــاي خـ هـ

هـايي كـه  ن    نشان داده شده كه در موش(. 05)اند ناشناخته
دچار ج   شـده   ها تين و گيرنده اريتروپويتين آناريتروپوي

به تعداد طبيعـي اريتروسـيت اوليـه تكـوين يافتـه امـا        ،بود
ــين ــا در روز  جن ــت قطــا ســيگنال   02-03ه ــه لل  EPOب

پـ  از   EPOو ديده شده كه در صـورت حـذ     ميرند مي
هاي اوليه به يو سـوم   سالت تعداد اريتروسيت 05گذشت 

اين در حالي است كه در . رسد مير و ميزان مرگ به دو براب
و  اسـت درصد مـرگ سـلولي خيلـي پـايين      ،EPOحضور 
 (. 06)يابد ميهموگلوبين افزاي   ساختميزان 

در  BMP4و  EPOكه  اند  مطالعات انجام شده نشان داده    
اثر دوزهـاي مختلـف    در زمينهاما  ،مؤثرند دزروند اريتروپو

هـاي   تمـايز سـلول   اين فاكتورها در محيط كشت سـاده بـر  
هـا   هـاي اريتروديـدي و مقايسـه آن    بنيادي جنيني بـه كلنـي  
جايي كـه پيـدا كـردن     از آن  .است تحقيقي صورت نگرفته

مورد سازي  فاكتورهاي رشد و لوامل محيطي كه براي خون
هد  ما از اين مطالعه مشخص كـردن   ،ت داردياهم نيازند

هـا،   كلنيبر تعداد كل  BMP4و  EPOاثر دوزهاي مختلف 
هـاي حاصـل از    هاي اريتروديدي و اندازه كلنـي  تعداد كلني
 . هاي بنيادي بود تمايز سلول

 
  هاروش مواد و 

 :كشت سلول و تشكيل اجسام شبه جنيني
ي رده ـادي جنين ــاي بني ــه ـ ه از سـلول ـن مطالع ــدر اي    

CCE اهــدايي از دانشــگاه شــفيلد انگلســتان اســتفاده شــد .
 ــ ــادي جنينـ ــلول بنيـ ــت   CCEي رده سـ ــيط كشـ در محـ

DMEM(Duldecco's Modified Eagle's Medium) 
 37در انكوباتور  LIF واحد 0111و  FBS درصد 21داراي 
 CO2% 5رطوبــت و داراي % 95راد بــا ـگــ يـه سانتـــدرجــ

محيط  ،ل از تشكيل اجسام شبه جنينيـروز قب 2. كشت شد
 صـد در 05داراي  LIFفاقد  IMDMتغيير يافت و از محيط 

FBS ،mmol/ml 1-01×5/0 وتيــو گليســرول  نمو(MTG) ،
اسـيد  ليتـر   ميكروگرم در ميلي 51و  گلوتامين Lمول  ميلي2
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 5111اسكوربيو اسـتفاده شـد و سـل  در همـان محـيط      
سلول در هر ميلي ليتر ج ت تشـكيل اجسـام شـبه جنينـي     

هـا در مطالعـات    روز از آن 1كشت داده و بعد از گذشـت  
 . ديدگربعدي استفاده 

 
 :كشت در محيط نيمه جامد و دوزيمتري

 11/1 روزه بـه وسـيله   1هاي اجسام شـبه جنينـي    سلول    
و در محيط نيمـه   نداز هم جدا شد EDTA 25/1 ـ تريلسين

در دو گـروه   3×011متيل سلولز به تعـداد  % 0جامد حاوي 
و داراي   IMDMمحيط پايه هر دو گروه . ندشدداده كشت 

ــد  31 ــرول FBS ،1-01×5/1درصـ  ،(MTG) مونوتيوگليسـ
اسيد ليتر  ميكروگرم در ميلي 5/02گلوتامين و  Lمول  ميلي2

ــكوربيو بــود  ــاوت    . اس ــادير متف ــاوي مق ــروه اول ح گ
BMP4(ng/ml 51، 11، 21، 01، 5، 1 ) حاوي و گروه دوم

EPO(ng/ml 061، 51، 11، 21، 01، 1 )مقـــادير متفـــاوت 
 . بود
 

 :ارزيابي كلني
 BMP4و  EPOهاي حاوي دوزهاي مختلـف   در محيط    

بـا  ( سـلول  51مجموله بـي  از  )ها اندازه كلني ،01در روز 
چنـين تعـداد    هـم  ،گيري شد اكولر مدرج كاليبره شده اندازه

ــي ــا شــمارش شــد  كلن ــي نده ــا   و كلن ــدي ب هــاي اريترودي
 . ندآميزي بنزيدين مشخص و شمارش شد رنگ

 
 :آزماي  سميت

سـالت   15هـاي زنـده پـ  از     لولبراي تعيين تعداد س    
روزه در  1هاي حاصل از اجسام شـبه جنينـي    سلول ،كشت

، BMP4(ng/ml 51 ،11 ،21محيط حاوي مقـادير متفـاوت   
ميكروليتــر از   01ســل   . شــدند داده كشــت  ( 1 ،5، 01

سوسلانسيون سلولي برداشته شـد و درون يـو ميكروفيـو     
پـ  از   ريخته سل  هم حجم آن تريلان بلو اتـافه شـد و  
هاي زنـده   گذشت چند دقيقه با استفاده از لام ن وبار، سلول

هـاي زنـده در دوزهـاي مختلـف      شمارش و درصد سـلول 
 . ندمحاسبه شد

 
 :آميزي بنزيدين رنگ
زي ي ـآم برفاصله قبل از رنـگ  ،H2O2 31%ميكروليتر  01    
افـزوده و سـل    %( 16/1)ليتر از محلول بنزيـدين  ميلي 0 به

دقيقـه اتـافه    01هاي كشت بـه مـدت    پليت اين محلول به
هــاي  كلنــي. نــدهــا مــورد مطالعــه قــرار گرفت شــد و نمونــه

اريتروديدي به دليل واكن  هموگلـوبين بـا بنزيـدين و آ     
هاي غير اريتروديدي به للـت   اكسيژنه آبي تيره شده و كلني
 (.07)لدم واكن  زرد رنگ بودند

 
 :آميزي روي لام رنگ
از محيط نيمه جامد بـا اسـتفاده    ،ها لنيپ  از برداشت ك    

 rpm711دقيقـه بـا دور    7از دستگاه سيتو اسلين بـه مـدت   
ها با متانول فـيك  و بـه    نمونه. هاي سلولي ت يه گرديد لام

و پـ  از   ندآميـزي شـد   دقيقـه بـا گيمسـا رنـگ     01مدت 
 . ها مورد مطالعه قرار گرفتند شستشو لام

 
 :آناليز آماري

آوري  بــار تكــرار شــد و پــ  از جمــا 5هــر آزمــاي      
بررسي آماري صـورت گرفـت    03SPSSاطرلات با برنامه 

ج ـت بررسـي    .هاي غير پارامتري استفاده شـد  و از آزمون
 >15/1p داري از آزمون كروسكال با سطح معني  اندازه كلني

هاي بنزيدين  ها و كلني براي مقايسه تعداد كلني. استفاده شد
هاي بنزيدين م بت از آزمون من ويتني  م بت و درصد كلني

 . استفاده شد  >15/1pداري كمتر از  با سطح معني
 

 يافته ها
پـ  از   CCEهـاي بنيـادي جنينـي رده     هاي سلول كلني    

هـاي   سـلول . حاشيه نامنمم داشته و تو لايه بودنـد  ،كشت
از هـم جـدا و كشـت     EDTA ـ  تريلسينها به وسيله  كلني

سالت اجسام شبه جنيني تشكيل شد  21داده شد و بعد از 
كه اجسـام مـدور، تيـره رنـگ بـا حاشـيه كـامر   مشـخص         

 (. 0شكل )بودند
 
 
 
 
 
 
 

     
 (×44نمایی بزرگ)روزه 4اجسام شبه جنینی  :1 شکل
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 EDTA -  تريلسـين  هاي اجسام شبه جنيني توسط سلول    
از هم جدا و ج ت ارزيابي كلني در محيط نيمـه جامـد بـا    

هـاي   كلنـي . ندكشت شد BMP4يا  EPOاي مختلف دوزه
بـه   وآميـزي   روز با بنزيـدين رنـگ   01تشكيل شده بعد از 

سـازهاي   هاي مختلـف پـي    رده. رنگ آبي تيره ديده شدند
 (.1تا  2هاي  شكل)اريتروديدي مشاهده شد

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

کلنی اریتروئیدی در محیط نیمه جامد متیل  :2شکل 
 (×144نمایی بزرگ)سلولز

 
 
 
 
 
 
 

 
 (×44نمایی بزرگ)کلنی بنزیدین مثبت :3 شکل

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 آمیزی گیمسا سازهای خونی با رنگ پیش :4 شکل

و  EPOهاي حاصل از دوزهاي مختلف  بررسي اندازه كلني
BMP4 : 

روز از كشت در محيط  01ها بعد از گذشت  اندازه كلني    
تمام . ري شدگي بار تكرار اندازه 5نيمه جامد متيل سلولز در 

داري  از لحاظ آماري به طور معني EPOو  BMP4دوزهاي 
دوزهـاي  (.  >15/1p)ندهـا شـد   بالث افزاي  انـدازه كلنـي  

در مقايســه BMP4(ng/ml51 ،11 ،21 ،01 ،5، 1 )مختلــف 
( >15/1p)كلنـي داشــت   بـا گـروه كنتـرل افـزاي  انـدازه

ــاو  ــه ترتيــ  ، 35/019 ± 55/13 ، 69/012 ± 53/33)بــ
و 73/011 ± 73/17 ،  5/072 ± 25/16 ، 9/055 ± 75/16
ــود ( 6/95 ± 52/05 ــر ب ــين  . ميكرومت ــا در ب ــاي ام دوزه

، ng/ml01هـاي تشـكيل شـده در دوز     اندازه كلني ،مختلف
ــ 5/072 ± 25/16 ـــميكرومت ــاري  ـر ب ــاظ آم ــه از لح ود ك

ا و ـدوزهــ رـايـــه سـت بـــداري را نسبــ يـر  معنـــاختــ
هــا در  انــدازه كلنــي(. >p 15/1)ن داداــــروه كنتــرل نشـگــ

EPO(ng/ml 061 ،51 ،11 ،21 ،01، 1 )   دوزهاي مختلف
در مقايسه با گـروه كنتـرل افزايــ  داشـت و بـه ترتيـا    

(5/31 ± 5/009 ، 1/21 ± 0/023 ، 9/25 ± 6/020 ، 1/22 
 يكرومتر بـود م  (2/95 5/05± ، 7/009 ± 1/25 ، 7/026 ±
(15/1 p<) . 
 

هـاي حاصـل از دوزهـاي مختلـف      عداد كل كلنـي بررسي ت
BMP4 : 

تشـكيل شـده در دوزهـاي     يها ميانگين تعداد كل كلني    
 ، 1/23 ± 0/7 ، 23 ± 0/5)ه ترتيـا  ــ ـب BMP4ف ـمختل

ــه در  ( 5/56 ± 11/9و  1/15 ± 6/1 ، 1/31 ± 5/2 ــود ك ب
داري  اخـتر  معنـي   ،(6/70 ± 53/5)مقايسه با گروه كنترل

هـا   ميانگين تعداد كل كلنـي  ،BMP4اي  دوز با افز. داشت
 .كاه  يافت

با توجه به اين كاه ، آزماي  سـميت بـراي دوزهـاي        
ــه ( ng/ml 51 ،11 ،21 ،01 ،5، 1)مختلــف انجــام شــد و ب

، 70)ها ترتيا در دوزهاي مختلف درصد زنده ماندن سلول
در نتيجه نشان داده شد كه اگـر  . بود( 65 ،71، 73، 73، 70

يابـد امـا    ها با افـزاي  دوز كـاه  مـي    داد كل كلنيچه تع
از لحــاظ درصــد زنــده مانــدن  BMP4دوزهــاي مختلــف 

 . ها با گروه كنترل اخترفي ندارد سلول
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هاي بنزيدين م بـت حاصـل از    بررسي تعداد و درصد كلني
 : BMP4دوزهاي مختلف 

آميـزي   روز با رنگ 01هاي بنزيدين بعد از گذشت  كلني    
بار تكرار شمارش  5در تمام دوزها مشخص و در  بنزيدين
، BMP4(ng/ml 51به ترتيا در دوزهـاي مختلـف   . شدند

م بــت اي بنزيـدين  ـهــ يـد كلن ــدرص ـ ،(1 ،5، 01، 21، 11
(6/1 ± 3/0 ، 0 ± 7/0 ، 5/2 ± 2/1 ، 6/1 ± 6 ، 16/2 ± 
 ± 7 ،1/03 ± 5 ، 1 ± 7 ، 3 ± 6)و ( 6/3 ± 51/1 ، 5/5
ــود (5 ± 5/1 ، 00 ± 6 ، 1/00 ــان داد دو دوز  . ب ــايج نش نت

ng/ml51 و ng/ml11 از BMP4  بالـــث كـــاه  درصـــد
 شـوند  مـي  ng/ml5 هاي بنزيدين م بت نسبت بـه دوز   كلني

گـروه كنتـرل    نسـبت بـه   >p 15/1 با اما هيچ يو از دوزها
 (. 2و  0هاي نمودار)دهند نميتفاوتي را نشان 

 
 
 
 
 
 
 
 

زيدين مثبت در محيط نيمه جامد حاوي هاي بن تعداد كلني: 1نمودار 
 BMP4دوزهاي مختلف 

 33333)روزه 1هاي اجسام شـبه جنينـي    ها از سلول ج ت تشكيل كلني
 . روز كشت مطالعه شدند 03استفاده شد و پ  از ( ليتر در هر ميلي

 ng5 (15/1 p<)دار با گروه  اختر  معني:  *

 

 
 
 
 
 

ت تشكيل شده در محيط هاي بنزيدين مثب درصد كلني: 3نمودار 
 BMP4نيمه جامد حاوي دوزهاي مختلف 

 31111)روزه 1هاي اجسام شـبه جنينـي    ها از سلول ج ت تشكيل كلني
 . روز كشت مطالعه شدند 01استفاده شد و پ  از ( ليتر در هر ميلي

هـاي حاصـل از دوزهـاي مختلـف      بررسي تعداد كل كلنـي 
EPO : 
در دوزهـاي مختلـف   هاي تشكيل شـده   تعداد كل كلني    

EPO 51 ± 2/05 ، 5/51 ± 9/03)و گروه كنترل به ترتيا، 
7/00 ± 51 ، 5/1  ±  5/52  ،  0/07 ± 6/97 ، 0/5  ± 77 )

دار بـا گـروه كنتـرل     اخـتر  معنـي   ng/ml01در دوز  ،بود
داشت و بيشترين ميانگين را در ميان ساير دوزها بـه خـود   

يل شده در دوزهاي تشك يها تعداد كل كلني. اختصال داد
ng/ml21 و ng/ml 01 داري را  با ساير دوزها اختر  معني

 (. >15/1p)نشان داد
 

هاي بنزيدين م بـت حاصـل از    بررسي تعداد و درصد كلني
 : EPOدوزهاي مختلف 

، EPO(ng/ml061 ،51 ،11 ،21در دوزهـــاي مختلـــف     
 هاي بنزيدين م بت به ترتيـا  داد و درصد كلنيـتع( 1 ،01
(6/2 ± 6/05 ، 7/5 ± 5/22 ، 7/00 ± 29 ، 77/1 ± 6/15 ، 
  0/1 ، 12 ± 7/3 ، 32 ± 2/0)و ( 1/3 ± 0/0 ، 2/27 ± 0/6
تمــام . بــود( 3/1 ± 103/1 و 2/27 ± 3 ، 55 ± 9/3 ، 57 ±

داري با گـروه   از لحاظ آماري اختر  معني  EPOدوزهاي 
. شـد  دار اين دو كميـت  كنترل داشت و بالث افزاي  معني

هـاي بنزيـدين م بـت در دوزهـاي      تعداد و نيز درصد كلني
ng/ml11 و ng/ml21  داري را  با ساير دوزها اختر  معنـي

 (.1و  3 هاينمودار() >5/1p) نشان داد
 
 
 
 
 
 

 
هاي بنزيدين مثبت تشكيل شده در محيط نيمه  تعداد كلني: 3نمودار 

 EPOجامد حاوي دوزهاي مختلف 
 31111)روزه 1هاي اجسام شـبه جنينـي    ز سلولها ا ج ت تشكيل كلني

 . روز كشت مطالعه شدند 01استفاده شد و پ  از ( ليتر در هر ميلي
a) 15/1دار با گروه كنترل  اختر  معني p< 
b) دار با گروه  اختر  معنيng01 ،15/1p<  

c) دار با گروه  اختر  معنيng21 ،15/1 p< 
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مثبت تشكيل شده در محيط هاي بنزيدين  درصد كلني: 4نمودار 

 EPOنيمه جامد حاوي دوزهاي مختلف 
a) 15/1دار با گروه كنترل،  اختر  معني p<  
b) دار با گروه  اختر  معنيng 01 ،15/1 p< 

c) دار با گروه  اختر  معنيng21 ،15/1 p< 

d) دار با گروه  اختر  معنيng11 ،15/1 p< 
 

ي هاي بنزيـدين م بـت در محـيط حـاو     مقايسه درصد كلني
BMP4  وEPO : 

هاي بنزيدين م بت در  آماري مقايسه درصد كلني تجزيه    
 ng/ml21نشـان داد كـه دوز    EPOو  BMP4محيط حاوي 

تـرين دوز در بـين دوزهـاي مـورد      مناسا ،از بين دو گروه
 ng/ml21نشـان داد كـه دوز   ها  ارزيابي هستند و مقايسه آن

EPO  دار بــــا دوز  اخــــتر  معنــــيng/ml21، BMP4 
 (.5نمودار () >15/1p)رددا
 
 
 
 
 
 
 

 ng/ml38هاي بنزيدين مثبوت در دوز   مقايسه درصد كلني: 8نمودار 
بوا   EBsسولول حاصول از    38888پس از تمايز  BMP4و  EPOاز 

در محيط نيمه جامد متيل سلولز  CCEهاي بنيادي جنيني  منشا سلول
 كشتروز  18پس از 

 
 بحث
نتــايج تحقيــق حاتــر نشــان داد كــه افــزودن دوزهــاي     

ــف ــث  ،BMP4( ng/ml 51 ،11 ،21 ،01 ، 5)مختلــ بالــ
  از آن. شـود  ميها نسبت به گروه كنترل  افزاي  اندازه كلني

يو فـاكتور رشـد اسـت، افـزودن آن بـه       BMP4جايي كه 
ها شده كه اين خـود   بالث افزاي  اندازه كلنيمحيط كشت 

ممكن است ناشي از كاه  مرگ سلولي و افـزاي  انـدازه   
داد كـل  ع ـت، BMP4اما با افزاي  ميزان دوز . ها باشد سلول
هاي حاصل نسبت به گروه كنترل كاه  يافت كه اين  كلني

، برنامـه   BMP4احتمالا   با افزاي  ميزان دوز  دهد نشان مي
هـاي بنيـادي    به سمتي هدايت شده است كه سـلول  نتيكي 

توانـايي تك يـر و    ، هاي مزودرمي متمايز شـده  جنيني به رده
هـا   ايجاد كلني در محيط نيمه جامـد را نداشـته و تك يـر آن   

بـه   BMP4رغـم افـزودن     چنين للي هم .محدود شده است
هـاي   داري از نمر تعـداد كلنـي   اختر  معني ،محيط كشت

  اين نشان. نسبت به گروه شاهد نداشته است بنزيدين م بت
در محـيط كشـت    BMP4كـه احتمـالا   اسـتفاده از     دهد مي

هاي  اي بنيادي جنيني به ساير ردهه تمايز سلول يبالث القا
هماتوپويتيكي از جمله رده ميلوديدي شـده اسـت و بالـث    

هاي اريتروديدي  داري در تمايز به سمت كلني اختر  معني
تحقيقـات انجـام شـده در خصـول كـاربرد      . نشده اسـت 

BMP4  ــدي ــايز رده اريترودي ــاكنون در تم ــايج تــد و ت نت
و  ملينـدا  ه اسـت بـه لنـوان م ـال    كـرد گـزارش   رانقيضي 

بالـث   BMPهمكاران نشان دادند كه جلوگيري از فعاليت 
گامان اريتروديـدي و فعاليـت آن   پيشالقاي مرگ سلولي در 

ي خوني بـه رده ميلوديـدي   بالث افزاي  تمايز پرو نيتورها
كـه ايـن    شـود  مـي هـا   و هم زمان بالث كاه  اريتروسيت

نتايج اين محققين نشان داد  .(01)باشد نميناشي از آپوپتوز 
ــيگنال ــه س ــلولي   ك ــل س ــاي داخ ــديل  ،BMPه ــث تب بال

هـا بـه سـمت     بـرد آن  هاي غير هماتوپويتيكي و پي  سلول
هـاي   نالشـود امـا افـزاي  سـيگ     هاي بـال  مـي   اريتروسيت

BMP4  ــلول ــان س ــايز رده    در هم ــزاي  تم ــث اف ــا بال ه
تفسـير ايـن نتـايج    . گردد مي دزميلوديدي و كاه  اريتروپو

 بالـث افـزاي  تمـايز    BMPنشان داد كه افزاي  سـيگنال  
HSCs(Hematopoietic Stem Cells)  ــمت رده ــه سـ بـ

ميلوديدي و هم زمان بالث كاه  تمايز به رده اريتروديدي 
ممكن اسـت تـاثير م بـت در تمـايز بـه       BMP4شود و  مي

سمت رده ميلوديدي و تاثير منفي در تمـايز بـه سـمت رده    
 (.01)اريتروديدي داشته باشد

 به  BMPه افزودن ـان داد كـنش كري تــاج تحقيقـنتاي    
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 GATA1 اكتورـف ـ درصد 21تا  05  ــتن ايي بالث افزاي
(Globin Transcription Factor 1 ) ــيط ــرمدر مح دار  س

ــ ــ يـم ـــود و در صـــش ــا ـورت اف ــراه ب  SDFزودن آن هم
(Serum Endothelial Growth Factor)،  VEGF 
(Vascular Derived Growth Factor)، T3 
(Triiodothyronine hormone ) وEPO (Erythropoietin )

 (.05)شود اريتروپودز مي% 51بالث افزاي  
در  BMP4فـزودن  نيز نشان دادند كـه ا ويلز و جانسون     

هاي  هاي بنيادي به سلول محيط فاقد سرم براي تمايز سلول
اريتروديدي مورد نياز است و بالث افزاي  تمايز به سـمت  

 (.09)شود رده اريتروديدي مي
در محـيط   BMP4نيز الرم كـرد كـه افـزودن    چادويو     

هـاي بنيـادي    داري در تمـايز سـلول   فاقد سرم تفاوت معني
كنـد امـا قـادر     هاي هماتوپويتيكي ايجاد نمـي  جنيني به رده

داري بالـث افـزاي  خـود تك يـري      است بـه طـور معنـي   
ــه ســتيوكين  ــدون وابســتگي ب هــا  پرو نيتورهــاي خــوني ب

در  BMP4رسـد شـرايطي كـه     بنابراين به نمر مي(. 7)شود
شود نيز در نتايج تـاثير گـذار    محيط كشت به كار گرفته مي
فاكتورهـاي موجـود در محـيط     باشـد و احتمـالا   بعضـي از   

تمــايز بــه رده  يرا در القــا BMP4تواننــد اثــر  كشــت مــي
 . دنافزاي  و يا كاه  ده ،اريتروديدي

طي تحقيقاتي كه انجام دادند الرم كردنـد  لي و ناكاياما     
هـاي   در تمايز سلول BMP4رغم اثبات نق  القاي  كه للي

هــاي  و توليــد ســلول  همــاتوپويتيكي در دوران جنينــي 
ــاتوپوپت ــلولهم ــي و   يكي از س ــي موش ــادي جنين ــاي بني ه
بــه تن ــايي يــا در تركيــا بــا ديگــر   BMP4هــا،  پريمــات
سبتا   كمي بر روي فركـان  يـا تعـداد كـل     نها اثر  سيتوكين

هاي اجسام شبه جنيني  پرو نيتورهاي خوني مشتق از سلول
، BMP4اگر چه تيمار با  ،ت شرايط آزماي  داردانساني تح

د پرو نيتورهاي هماتوپويتيكي را نسبت به گروه كنترل تولي
 (.06)دهد افزاي  مي

به لنوان يـو فـاكتور    BMP4نتايج ما نشان داد افزودن     
احتمـالا   بـا   . شـود  مـي هـا   رشد بالث افزاي  انـدازه كلنـي  

، برنامه  نتيكي به سمتي هـدايت  BMP4افزاي  ميزان دوز 
هـاي   ي بـه سـاير رده  هاي بنيادي جنين ـ شده است كه سلول

در محـيط نيمـه     مزودرمي كه توانايي تك ير و ايجـاد كلنـي  

هـا در   و تعـداد كـل كلنـي    شـوند جامد را نداشتند متمـايز  
اگـر چـه افـزودن     .يابـد  دوزهاي بـالا كـاه  چشـمگيري   

BMP4   به تن ايي بالث افزاي  مختصري در تمايز بـه رده
تفــاوت  اريتروديــدي شــده امــا نتوانســته از لحــاظ آمــاري

در مجمـوع بـه نمـر    . داري با گروه كنترل ايجـاد كنـد   معني
در محيط كشت ساده حاوي سرم نتوانسـته   BMP4رسد  مي

هـاي بنيـادي جنينـي بـه رده      نق  مؤثري در تمـايز سـلول  
 . اريتروديدي ايفا كند

در بخ  ديگري از نتايج تحقيق حاتر نشـان داده شـد       
 EPO (ng/ml 51 ،061 ،11 ،21 ،01)كه افزودن دوزهـاي  

ها نسبت  دار اندازه كلني از لحاظ آماري بالث افزاي  معني
ــه گــروه كنتــرل شــده و دوز  ، داراي بيشــترين ng/ml 21ب

احتمـالا    . اسـت ميانگين اندازه كلني نسبت به سـاير دوزهـا   
EPO دوز . توز شده استپبالث افزاي  تك ير و كاه  آپو

ng/ml 01 هـا   اي  تعداد كل كلنياز لحاظ آماري بالث افز
، ng/ml 061 ،51دوزهاي . استنسبت به گروه كنترل شده 

نســبت بــه دوز   نيــز بالــث كــاه  تعــداد كــل كلنــي  11
ng/ml01  وng/ml 21 داري را با ايـن   شده و اختر  معني

رسـد دو دوز   در مجموع به نمـر مـي  . دهد ميدو دوز نشان 
ng/ml 21 و ng/ml 01   ا در محـيط  تعداد كلنـي بيشـتري ر

دهنده تاثير م بت ايـن دو   اند كه نشان نيمه جامد توليد كرده
ها و ايجاد كلني در محـيط   دوز بر روي خود تك يري سلول

 . است دنيمه جام
نسبت به ساير دوزها از لحاظ  ng/ml 21دوز  هم چنين    

افزاي  اندازه، تعداد كل كلني و تعداد كلني بنزيدين م بـت  
در تمـام   EPOو افـزودن   هتـر بـود   ناسـا از ساير دوزهـا م 

هـاي اريتروديـدي    دار تعداد كلني دوزها بالث افزاي  معني
 جنبـه هاي اريتروديدي از دو  افزاي  تعداد كلني. شده است

افزاي  از نمر تك ير و تعداد  -0: تواند مدنمر قرار گيرد مي
ــلول ــاز   س ــوبين س ــاي هموگل ــنتز  از  -2ه ــزان س ــر مي نم

 يو سلول هموگلوبين درون 
به هر حال در مجموع از هر وجه بالـث افـزاي  سـنتز        

اند كه در تحقيقـات قبلـي نتـايج مشـاب ي      هموگلوبين شده
و همكـاران نشـان    بوزليـوز  ارايه شده است به لنوان م ـال 

گلـوبين   mRNAبالث افـزاي  رونويسـي    EPOدادند كه 
 (. 05)شده است
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يو فـاكتور تـد    تواند به لنوان مي EPOاز سوي ديگر     
توزي نيز لمـل كنـد و بالـث افـزاي  قـدرت حيـاتي       پآپو

نتايج تحقيق حاتر نيز به نـولي مؤيـد ايـن    . ها شود سلول
با تحقيقي كـه انجـام داد بـه     دايترلن مطلا است هم چنين
، تعـداد  EPOسالت پ  از حـذ    05اين نتيجه رسيد كه 

دو اريتروسيت اوليه به يو سوم و ميـزان مـرگ و ميـر بـه     
درصـد مـرگ سـلولي     EPOرسيد امـا در حضـور    برابر مي

 (.06)كاه  و ميزان سنتز هموگلوبين افزاي  يافت
و همكاران نيز نشان داد كـه درصـد    كلر نتايج تحقيقات    

افزاي  يافـت امـا در   % EPO ،61هاي مرده در غيا   سلول
هاي اريتروسيت اوليـه و   توز سلولپدرصد آپو EPOحضور 

ــ ــر ب ــه  وو (. 21)ودقطعــي كمت ــرد ك ــز الــرم ك و  EPOني
EPOR(رسلتور اريتروپويتين)     براي متع ـد شـدن، تك يـر و

 (.20)تمايز پرو نيتورهاي خوني لازمند

 گيري نتيجه
رسد كه از بين دو فاكتور بررسـي   در مجموع به نمر مي    
هاي بنيـادي جنينـي و تمـايز     در تحريو سلول EPO ،شده
ريتروديـدي تـاثير بيشـتري داشـته     هاي ا ها به سمت كلني آن

 . است ng/ml 21ترين دوز آن  است و مناسا
 

 تقدير و تشكر
لازم است از همكاري صـميمانه آقـاي دكتـر ب رامـي و         

هاي بنيـادي   خانم دكتر متين براي در اختيار قراردادن سلول
چنين از آقاي دكتر مسعود سليماني به خاطر  هم. تقدير شود
لمــي و آقــاي پــور بيرانونــد بــه واســطه هــايي ل راهنمــايي

هاي تحقيق حاتـر   هزينه. شود هاي تكنيكي تقدير مي كمو
از طريق طرح تحقيقاتي مصـو  شـبكه پزشـكي ملكـولي     

 . كشور و دانشگاه تربيت مدرس تامين شده است
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Abstract 
Background and Objectives 

In-vitro differentiation of embryonic stem cells to different cell types provides a valuable tool 

to study the interaction between these cells and growth factor. Recent investigation showed 

that recognition of the factors and their influence on the hematopoiesis is important. The aim 

of this research was to study the effect of different dose of EPO and BMP4 on the 

differentiation of embryonic stem cells; the number and size of total colonies and benzidine 

positive colonies were also evaluated. 

 

Materials and Methods 

4-day-old EBs were trypsinized and dissociated to single cells. These cells were cultured on 

the semisolid medium in two groups with different doses of EPO (10, 20, 40, 80, 160 ng/ml) 

and BMP4 (5, 10, 20, 40, 80, 160 ng/ml). The colonies were evaluated after 10 days and 

stained with benzidine and giemsa.  

 

Results 

The size of colonies in all concentrations of EPO and BMP4 faced an increase showing a 

significant difference with the control group (P≤ 0.05). Total number of colonies had a 

negative correlation with the dose of BMP4 but there was not any significant difference 

between benzidine positive colonies with the control group. The number and percentage of 

benzidine positive colonies had significant difference with the control group in all doses of 

EPO. 20ng/ml of EPO contrary to other concentrations of EPO caused increase in benzidine 

positive colonies.  

 

Conclusions 

Our results showed that EPO had better effect on ES cells erythroid colony differentiation than 

BMP4. It also indicated that 20 ng/ml of EPO was the best concentration.  
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