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  چكيده
سـاز تبـديل     هاي بنيـادي خـون     ترين منابع سلول   ساز بند ناف به يكي از مهم       هاي بنيادي خون    امروزه سلول  :هدف
هـا را در مـوارد پيونـد مغـز           ها در واحدهاي خون بنـد نـاف اسـتفاده از آن            اند، اما متأسفانه تعداد محدود آن      شده

هاي در نظر گرفته شده براي غلبه بر ايـن مـشكل، ازديـاد               يكي از روش  . استخوان بزرگسالان محدود نموده است    
چنـين  . ها در محيط كشت اسـت  ده از افزايش فعاليت خود تجديد شوندگي آنساز با استفا   هاي بنيادي خون   سلول

هـاي بنيـادي      يكي از عوامل مهم مهاري فعاليت خـود تجديـد شـوندگي سـلول              TGF-bرسد كه مسير     نظر مي  به
 ميـزان تكثيـر خـود تجديـد         TGF-bدهي مـسير     در اين مطالعه سعي شده است تا با مهار علامت         . ساز است  خون

  .ها را ارتقا يابد هاي بنيادي و در نتيجه ازدياد آن سلولشوندگي 
 از واحدهاي خون    MACSهاي    با استفاده از ستون    +CD34ساز بند ناف     هاي بنيادي خون    سلول :ها مواد و روش  

 ترانسفكت شده و طي كشت      TGFbR2 بر عليه    SiRNAوسيله   هاي جداسازي شده به    سلول. بند ناف جدا شدند   
 بررسي شـد و   كميReal-Time PCR با استفاده از TGF-b (TGFbR2)  گيرنده نوع دوان ژنميزان سركوب بي

 با استفاده از فلوسايتومتري و از نظر عملكردي با اسـتفاده            CD34پس از اتمام دوره كشت از نظر نشانگر سطحي          
  .زايي ارزيابي شدند  و آزمون كلونيLT-CICاز 

سـاز   هـاي خـون    افـزايش جمعيـت سـلول      موجـب    TGFbR2 براساس نتايج بررسي حاضر مهار بيـان ژن          :نتايج
CD34+ هاي   از سوي ديگر ارزيابي   . شود  ميLT-CIC   هـاي بنيـادي     زايي افـزايش تعـداد سـلول        و آزمون كلوني

  .نمايد ساز اوليه را تأييد مي خون
اي كه حضور عوامل محرك فعاليت خود تجديد شـوندگي در موفقيـت        رسد به همان اندازه    نظر مي   به :گيري نتيجه
ساز بند ناف اهميت دارد، مهـار عوامـل مهـاري هـم داراي اهميـت اسـت و مهـار                      هاي بنيادي خون   ياد سلول ازد

هـاي بنيـادي     تواند به موفقيت ازديـاد سـلول       عنوان يكي از عوامل مهاري كليدي مي        به TGF-bدهي مسير    علامت
  .ساز بند ناف در محيط آزمايشگاه كمك شاياني نمايد خون

  
  TGFbR2 ،SiRNAساز بند ناف،  هاي بنيادي خون ل سلو:كليدواژگان
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  و همكاران فارساني بخشيان مهدي اله  TGF-Bو ساز با استفاده از سركوب بيان ژن گيرنده نوع د هاي بنيادي خون تكثير سلول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

2  

   مقدمه-1
اي بـراي    صـورت گـسترده    امروزه پيوند مغـز اسـتخوان بـه       

درمــان شــمار زيــادي از بيمــاران در سرتاســر جهــان اســتفاده  
 Hematopoietic stem)سـاز   هاي بنيادي خون سلول. شود مي

cell: HSCs) بند ناف يكي از بهترين منابع HSCsند كـه   هست
 فقـدان   ،دسترسـي  سهولت تهيـه و   به دليل مزاياي زياد از جمله       

، حساسيت بالا براي القـاي تحمـل،     خطر براي مادران اهداكننده   
 HLAهاي  ژن  و آنتي(Alloantigen)ها  ژن آلو آنتي پايين بودن

(Human Leukocyte Antigen)    سـطحي و در نتيجـه عـدم 
توجـه روز   ... گيرنـده و    نياز به سازگاري بالايي بـين دهنـده و          

اما متأسفانه تعداد محدود   . ]1[اند   افزوني را به خود جلب نموده     
هاي خون بند نـاف اسـتفاده از ايـن           هاي بنيادي در نمونه    سلول

هـاي پيونـد مغـز اسـتخوان      منبع سلولي ارزشـمند را در درمـان       
كارهـاي غلبـه بـر ايـن         يكي از راه  . سازد بزرگسالان محدود مي  

 Ex vivo) بند ناف در محـيط آزمايـشگاه   HSCsياد مشكل ازد

Expansion of HSCs)براي القاي مطلوب فعاليت خـود  .  است
هاي بنيادي كه در نهايت منجـر بـه ازديـاد     تجديد شوندگي سلول  

شود، به شناخت درستي از عوامل كنتـرل كننـده فعاليـت          ها مي  آن
  .ها نياز است خود تكثيري اين سلول
ي رفتن به سمت تمـايز يـا خـود تجديـد           تصميم سلول برا  

هايي دارد كه سـلول    شوندگي به مقدار زيادي بستگي به علامت      
ها گاهي   اين علامت . دارد از محيط خارج و يا داخل دريافت مي       

ــر و رشــد مــي  ــه تكثي ــات ســلول را وادار ب ــد  اوق ــد [نماي مانن
 يــا SCF (Stem Cell Factor)فاكتورهــاي رشــد از جملــه 

] HOXB4 (Homeobox B4)نويسي از جملـه  فاكتورهاي رو
هـاي مهـاري خواهنـد داشـت         اي از موارد ديگر نقش     و در پاره  

ــا TNFα (Tumor Necrosis Factor-α)ماننــد [  TGF-b ي
(Transforming growth factor-b) .[هاي ترين علامت از مهم 
ها  هاي بنيادي و تمايز آن     خارجي كه فعاليت خود تكثيري سلول     

هاست كه گاهي عامل محرك رشد       نمايد، سايتوكين  ميرا كنترل   
عنـوان يـك     ، بـه  TGF-b1. ]2[و گاهي مهار كننده رشد اسـت        
  سمتكه به   از جمله اينHSCsعامل كليدي در تعيين نوع رفتار 

 و  كنـد  تمايز بروند يا فعاليت خود تكثيري انجام دهند، عمل مي         
 TGFbR1 (Transforming.هاي سطح سلولي  از طريق گيرنده

growth factor-b Recepor1) و TGFbR2 ــت ــي  علام ده
 (In vitro)هاي آزمايشگاهي  تحقيقات قبلي در محيط. ]3[كند  مي

در  نشانگر نقش مهـم ايـن سـايتوكين    (In vivo)بدني  و درون
اين سايتوكين توسـط    ]. 4[سازي بوده است     تمامي مراحل خون  

 و  (Autocrine)هاي خونـساز بـه دو صـورت اتـوكرين            سلول
 و علاوه بر آن توسط      ]5[شود    ترشح مي  (Paracrine)پاراكرين  

مطالعات انجام  . ]8-6[شود   هاي استرومايي نيز ساخته مي     سلول
هاي منفـي از    را بر رشد سلولTGF-bشده آثار مهاري مستقيم  

، )CD34highرده  ( بـالا    CD34هاي تمايزي با بيان      نظر شاخص 
. انــد  نــشان دادهCD34+CD38 هــاي HSCتخلــيص شــده و 

 80 همچنين به مقـدار      HSCs به محيط كشت     TGF-bافزودن  
ســاز را در حــضور  هــاي خــون  درصــد تــشكيل كلــوني90تــا 

 (Early Acting Cytokines)هاي عمل كننده اوليـه   سايتوكين
ــد   SCF ،Flt-3L (FMS-like tyrosine kinase 3مانن

Ligand)   و Tpo (Thrombopoietin)     از ]. 9[ كاهش داده است
ــا يكــي از بررســيســوي ديگــر در   HO/Rolow.هــاي  HSC، ه

(Hoechst 33342Low and rhodamine-123Low)  كه در ابتـدا 
 TGF-bبراي تكثير سلولي تحريك شده و سپس در مجـاورت           

اي كاهش در توانايي پيونـد را        طور قابل ملاحظه   قرار گرفتند، به  
اين سايتوكين از طرفي موجب طولاني شـدن        ]. 10[نشان دادند   

و از ايـن طريـق احتمـالاً        شـود     چرخه سـلولي مـي     G1مرحله  
 و از طرف ديگـر  ]13-11،  5[برد   ها را به سمت تمايز مي      سلول

ــده    ــار كنن ــان مه ــزايش بي ــق اف ــاي  از طري  cdk (Cyclinه

Dependent Kinase) مانند ،p15 ،p27 و p21  موجب مهـار 
 شـده و در نهايـت مـانع از          S/G2/Mچرخه سلولي در مرحله     

-14،  12،  6[شـود    ادي مـي  هاي بني ـ  فعاليت خود تكثيري سلول   
هـاي مهـار كننـده       كه يكـي از مكانيـسم      موضوع ديگر اين  ]. 17

تكثير سلولي اين سايتوكين مربوط به تنظيم منفـي اسـت كـه از       
طريق اين سايتوكين روي بيان گيرنده فاكتورهاي رشـد اعمـال           

  ها  دهي برخي از اين سايتوكين و از اين راه علامت] 4[شود  مي
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3  

 را كه براي رشد و بقاي ]18 [SCF و همچنين   ]Tpo] 14مانند  
HSCs           ضروري است را مهار نمـوده و در نتيجـه بقـا و تكثيـر 
HSCs      مطالعات ديگـر هـم     . دهد  در محيط كشت را كاهش مي

، 19[انـد     نشان داده  HSCsتأثير منفي اين سايتوكين را بر بقاي        
 موشـي و انـساني نـشان        HSCsهـاي اوليـه روي       بررسي]. 20

 بود G0 HSCs در القاي حالت خفتگي يا TGF-bه نقش دهند
اما مطالعات بيشتر در محيط آزمايشگاه با نـشان دادن ايـن            ]. 4[

 موجـب مهـار پيـشرفت سـلولي در مرحلـه          TGF-bمطلب كه   
G1/S شود كـه ايـن مهارسـازي را معـادل حالـت خفتگـي                مي
 در سلول سـنتز  G0در مرحله .  ندانستند G0ها در مرحله     سلول

mRNA                 يا پروتئين يا وجـود نـدارد يـا خيلـي كـم اسـت؛ در 
 در سلول، سـاخته شـدن       S به   G1كه طي انتقال از مرحله       حالي

دست آمده با ساخته     براساس نتايج به  . شود اين عناصر شروع مي   
 از حالـت بنيـادي خـارج        HSCsهاي جديد    شدن اين مولكول  

  ].19، 13[شدند  مي
ــد هــاي ف هــايي روي مــوش بعــدها، بررســي  TGFbRIاق

(TGFbRI-null mice)سـازي    انجام شد كه نشان دهنده خون
اهميـت بـودن     ها بود و بـي      در اين موش   HSCsو تمايز طبيعي    

نقش اين سايتوكين را در ايجـاد حالـت خفتگـي بيـشتر تأييـد               
هاي  تر شدن مطالعات روي نقش      اما با گسترده   ]22،  21[كرد   مي

ر هـستند، ايـن موضـوع       اين سايتوكين كه گاهي متضاد همـديگ      
مشخص شده است كه رفتار سلول در داخل و خـارج بـدن در              

عنوان مثـال   طور كلي متفاوت است؛ به مواجه با اين سايتوكين به  
شـود   در شرايط درون بدني موجب ايجاد حالـت خفتگـي مـي           

كه در محيط كشت سلولي نه تنها موجـب حفـظ            در حالي ] 23[
 بلكه باعث القاي تمـايز در     شود   ها در حالت خفتگي نمي     سلول

HSCs جا كه هـر دو فـرم         از آن ]. 19،  13[شود    ميmRNA  و 
هـاي مغـز     هاي طولاني مدت سـلول      در كشت  TGF-bپروتئين  

بـا توجـه بـه ايـن موضـوع كـه            و  ] 24[اند   استخوان يافت شده  
TGF-b       ،مهار چرخه سلولي    -1 اتوكرين با حداقل دو مكانيسم 

 ايجاد يك حالت عدم پاسـخ       -2  و ]19[ساز   سازهاي خون  پيش
هـاي   ، موجب مهار تقـسيم  HSCsنسبت به فاكتورهاي رشد در      

 و از سـوي ديگـر؛   ]4[شود  ها مي خود تجديد شونده اين سلول    
 G1هاي قبلي اشاره شد كه با طـولاني شـدن مرحلـه              در بخش 

شـود و هـر دو        مـي  HSCsتوسط اين سايتوكين موجب تمـايز       
هـاي   فوق به شدت بـراي فعاليـت خـود تكثيـري سـلول            مورد  

هـا مـضر و دو عامـل اصـلي عـدم موفقيـت            بنيادي و ازدياد آن   
 در محيط آزمايشگاه است، در نتيجه ايـن سـؤال           HSCsازدياد  

هايي كه بتوانـد در سـطح        مطرح شد كه مهار اين مسير با روش       
 اين مسير را مهار كنـد روي ميـزان فعاليـت            (mRNA)اي   اوليه

هـاي بنيـادي چـه تـأثيري خواهـد           خود تجديد شوندگي سلول   
، كـه  HSCsتواند به ممانعت از تمايز  داشت و به چه ميزاني مي     

براسـاس نتـايج    . ها مناسب نيـست، كمـك نمايـد        براي ازدياد آن  
دهي از طريق اين مـسير از يـك سـو            بررسي حاضر مهار علامت   

ت  در محـيط كـش     +CD34هـاي بنيـادي      موجب افزايش سـلول   
هـا   هاي عملكردي اين سـلول     شود و از سوي ديگر در بررسي       مي
زايـي    هاي تيمـار شـده ميـزان كلـوني         HSCطور قابل توجهي     به

سـاز اوليـه بـا       هاي خـون   در نهايت بررسي سلول   . بيشتري داشتند 
 LT-CIC (Long-term Culture Initiatingاستفاده از آزمون 

Cell) ي اوليـه را نـسبت بـه        ها داري افزايش سلول   طور معني   به
  .كنترل نشان داد

  

  ها  مواد و روش-2
  HSCsآوري نمونه و جداسازي   جمع-2-1

هاي مصوب كميتـه     واحدهاي خون بند ناف براساس روش     
در . آوري شـدند   اخلاق پزشكي در دانشگاه تربيت مدرس جمع      

هاي مصوب از هر يك از افـراد        گيري براساس روش   حين نمونه 
در مرحلـه اول    . نامـه گرفتـه شـد       رضـايت  گيـري،  جامعه نمونه 

  هــاي  دســت آمــده در فــالكون جداســازي، خــون بنــد نــاف بــه
 Hydroxyethyl)ليتري با هيدروكـسي اتيـل اسـتارچ      ميلي50

Starch)   ساعت در دماي اتـاق نگهـداري        2مدت    مخلوط و به 
هـاي تـك     شد كه اين موضـوع بـه سـهولت جداسـازي سـلول            

پس از اتمام مدت زمـان  . نمايد ياي خون بند ناف كمك م   هسته
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شـود؛ در پـايين تـوده نـسبتاً          انكوباسيون دو بخش تشكيل مـي     
هـاي   هاي قرمز و در بالا پلاسما همـراه بـا سـلول            متراكم گلبول 

اي خون بند ناف و مقـدار كمـي گلبـول قرمـز قـرار                تك هسته 
هـاي تـك     در اين مرحله براي جداسازي لايه سـلول       . گيرند مي

اير عناصر خون بند ناف، محيط رويي سـانتريفوژ         اي از س   هسته
اي  هاي تـك هـسته     شد و رسوب حاصل از آن كه حاوي سلول        

همراه با قدري گلبول قرمز از مرحله قبل است به روي فايكول            
پــس از . شــوند منتقــل خواهــد شــد و دوبــاره ســانتريفوژ مــي

هاي تك هسته در قسمت بـالايي فـايكول          سانتريفوژ لايه سلول  
اي جدا شده براي جداسـازي       گيرد، اين  لايه تك هسته      ميقرار  

HSC هــاي CD34+ــي ــا آنت ــادي  ب ــشان ب ــا  هــاي ن دار شــده ب
 Miltenyi Biotech تهيه شده از شـركت  (Magnet)مغناطيس

(Bergisch Gladbach, Germany)    مجـاور شـدند و سـپس 
 LS (LS Separationهـاي جداسـازي    بـا اسـتفاده از سـتون   

Columns) (Miltenyi Biotech) جدا شدند.  
 IMDM (Iscove'sهــاي جــدا شــده در محــيط   ســلول

Modified Dulbecco's Medium) درصـد  10 حاوي FBS 
(Fetal Bovine Serum) و تركيـــب ســـايتوكيني شـــامل   

ــي100 ــر ميل ــانوگرم در ه ــر   ن ــر SCF ،100ليت ــانوگرم در ه  ن
  ، Tpoليتــر   نــانوگرم در هــر ميلــي  Flt-3L ،30ليتــر  ميلــي

ليتـر    نانوگرم در هر ميلي30 و IL-6ليتر   نانوگرم در هر ميلي 30
IL-3 شدند داده كشت.  
  

  TGFbR2 عليه SiRNA ترانسفكشن -2-2
SiRNA عليه TGFbR2 (Stealth™ Select RNAi) و 

 Stealth™ RNAiعنوان   بهSiRNAكنترل منفي ترانسفكشن 

Negative Control ــين  BLOCK-iT™ Alexa و همچن

Fluor Redعنوان اليگونوكلئوتيد كنتـرل ميـزان مـؤثر بـودن       به
ــين  ــشن و همچنـ ــام  ترانسفكـ ــا نـ ــشن بـ ــرف ترانسفكـ معـ

Lipofectamine™ RNAiMAX از شـــركت Invitrogen 
 تـا  50000طور خلاصه روز قبل ترانسفكشن حدود   به. تهيه شد 
بيوتيك و سرم    محيط فاقد آنتي   ميكروليتر   500 سلول در    70000

در . اي در سه گروه منتقل شـدند        خانه 24ك پليت   به هر خانه ي   
 و در گـروه  TGFbR2 بر عليـه  Stealth™ RNAiگروه اول 

عنـوان كنتـرل     بهStealth™ RNAi Negative Controlدوم 
 ™BLOCK-iTمنفي اضافه شدند و بالاخره در گـروه سـوم   

Alexa Fluor Redعنوان كنترل ميزان ترانسفكشن   بهSiRNA 
  حـدود  بـراي ترانسفكـشن هـر خانـه         . قرار گرفـت   استفاده   مورد

ــول از 6 ــتهSiRNA پيكوم    در (SiRNA Duplex)اي   دو رش
بيوتيـك و سـرم در يـك          فاقد آنتي  Opti-MEM ميكروليتر   50

 (Lipofectamine)از ليپوفكتـامين     ميكروليتر   1تيوب و حدود    
.  در تيوب ديگـر افـزوده شـدند      Opti-MEM ميكروليتر   50در  

هـا    دن محتويات دو تيوب به هم و با انكوباسيون آن         پس از افزو  
هـاي ليپوفكتـامين تـشكيل و آمـاده           دقيقه، كمپلكس  20مدت   به

 SiRNAهاي حـاوي     سپس كمپلكس . ها شدند  افزودن به سلول  
هاي مربوط كـه از قبـل تهيـه شـده بـود،              و ليپوفكتامين به خانه   

ــن كمــپلكس . اضــافه شــد ــزودن اي ــا اف ــا حجمــي حــدود  ب   ه
 نـانومول از    10دست آمد كـه غلظـت نهـايي           به  ميكروليتر 600

SiRNAــت ــامين و   .  داش ــپلكس ليپوفكت ــزودن كم ــد از اف بع
SiRNA             به آرامي پليت به سمت جلو و عقب تكان داده شد تا 

سـپس  . ها بـا محـيط كـشت مخلـوط شـوند           خوبي كمپلكس  به
 درصـد   CO2 5گـراد و      درجه سـانتي   37ها در انكوباتور     پليت

 سـاعت محـيط رويـي       6 الـي    4تـوان بعـد از       مـي . فتقرار گر 
  . تعويض نمودHSCsها را با محيط تازه ازدياد  سلول
  

گيري كمي ميـزان سـركوب بيـان ژن          اندازه -2-3
TGFbR2  با اسـتفاده از Real-Time PCR  ـيكم 

.(Quantitative Real-Time PCR: QRT-PCR) 
ــل   ــه فواص ــشن، از   72 و 48ب ــس از ترانسفك ــاعت پ  س

 RNA x-plusهاي ترانسفكت شده با استفاده از محلـول   لسلو
 RNA )شركت سـيناژن ايـران    ( براساس برنامه شركت سازنده     

 cDNA  ،DNaseI (Fermentas)قبل از تهيه    . سلولي تهيه شد  
 با اسـتفاده از رانـدوم       cDNAسنتز  .  افزوده شد  RNAبه نمونه   
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ــر  ــزيم (Random Hexamer)هگزامـ  MMLV-RT و آنـ
.(Moloney Murine Leukemia Virus- Reverse Transcriptase) 

 براساس برنامه ارايه شـده انجـام        Fermentasتهيه شده از شركت     
 Rotor-Gene Real-Time PCRسپس با استفاده از دستگاه . شد

بـراي انجـام    . ها ارزيابي شـد    ، نمونه Corrbetمربوط به شركت    
 (Master Mix) ميكروليتــر از مخلــوط اصــلي 5/12واكــنش 
ــركت  ــا Roche ش ــازگر 1ب ــر از آغ  10 ((Primer) ميكروليت
بـا  )  نـانوگرم  100حـدود    (cDNA ميكروليتر از    1و  ) پيكومول

ــه       ــم ب ــر حج ــتفاده از آب مقط ــا اس ــد و ب ــوط ش ــم مخل   ه
كـار رفتـه پارمترهـاي       بـراي آغازگرهـاي بـه     .  ميكروليتر رسيد  25

افـزار   از نـرم  استفاده شده براي طراحي بهترين آغازگر با اسـتفاده          
Oligo 6كار رفته از قرار زير بود توالي آغازگرهاي به.  لحاظ شد: 

(Forward) جلويي TGFbR2: 

5´-TTTTCCACCTGTGACAACCA-3´ 
(Reverse) برگشتي TGFbR2: 

5´-GCTGATGCCTGTCACTTGAA-3´ 
  

  : از برنامه زير استفاده شدPCRبراي انجام واكنش 
   دقيقــه در 5 (Initial Denaturation)واسرشــتگي اوليــه 

 درجـه   95 ثانيـه در     15، واسرشتگي ثانويه    گراد  درجه سانتي  95
ــانتي ــراد س ــه15، گ ــصال   ثاني  درجــه 56 در (Annealing)ات
ــانتي ــراد س ــسط  25 و گ ــه ب ــه 72در  (Extension) ثاني  درج
همه . (Melting)ذوب   چرخه و در نهايت      45 براي   گراد سانتي
 انجام شد و ميـانگين      (Duplicate)صورت دوتايي    ها به  واكنش

گيـري مقـدار     بـراي انـدازه   . كار رفـت   گيري به  ها براي اندازه   آن
ــسبي  ــتفاده Pfaffl از روش (Relative Quantitation)ن  اس

 مربوط به Ct (Threshold Cycle)طور خلاصه مقادير  به. شد
 اكتـين بـود،     -زاد كـه در اينجـا بتـا        ژن هدف با ژن كنترل درون     

 و در مقايـسه بـا ژن        Pfafflشد و با استفاده از فرمول       قانونمند  
  .دست نخورده، مقادير كاهش بيان ژن ارزيابي شد

  

  فلوسايتومتري-2-4
، بــا اســتفاده از فلوســايتومتري   قبــل و بعــد از ازديــاد  

(PARTEC Germany) HSCs از نظــر نــشانگرهاي ســطحي 
بتـدا  هاي كشت داده شـده ا      از سلول  6×104حدود  . ارزيابي شدند 

 شستشو داده شد و سـپس        درصد FBS 2 حاوي   PBSبا محلول   
 FITCهاي كونژوگه شـده بـا فلـوروكروم          بادي با استفاده از آنتي   

.(Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- conjugated Antibodies) 
 FITC-mouseبادي  از آنتي.  انجام شدCD34آميزي ضد  رنگ

IgG1 عنوان يك ايزوتيپ كنتـرل بـراي تـضمين اختـصاصي         به
هـا در    تعيين ناحيه اي كه سلول    براي  . بودن واكنش استفاده شد   

ــي شــوند   ــل م ــه تحلي ــه داراي ، (Gate)آن تجزي از بخــشي ك
 در HSCs بـود و  (Low Side Scatter)پراكنش نوري پـايين  

در نهايـت اطلاعـات     . گيـري شـد    گيرند بهـره   آن ناحيه قرار مي   
  . بررسي شدFloMaxافزار  دست آمده با استفاده از نرم به

  
  يزاي  آزمون كلوني-2-5

ساز ازدياد شده از گروه كنتـرل   هاي خون در اين آزمون سلول 
 سلول در حدود    1500 و   1000،  500و گروه آزمون در سه رقت       

ليتـــر محـــيط   ميلـــي1 ميكروليتـــر محـــيط كـــشت بـــه  100
.Methocult™ GF+ H4435 (Stemcell Technologies) 

خـوبي ورتكـس      بـه  15اضافه و در داخـل يـك لولـه فـالكون            
(Vortex) هـاي موجـود در       تا حباب  شدسپس اجازه داده    . شد

هـاي   محيط كشت برطرف شده و بعد از آن محيط حاوي سلول         
هـاي   صورت يكنواخت بـه يكـي از خانـه         موجود در هر لوله به    

 37ها در دماي      هفته پليت  2مدت   به. شداي منتقل     خانه 6پليت  
 انكوبـه شـد در پايـان        CO2 درصد   5گراد و فشار     درجه سانتي 

 1000هـاي تـشكيل شـده بـه ازاي هـر             اين مدت تعداد كلوني   
 .سلول شمارش شد

  
  LT-CIC آزمون -2-6

هاي داراي توانايي ايجاد كلوني پـس از كـشت           تعداد سلول 
ــا  ــان  LT-CICطــولاني مــدت ي ــا اســتفاده از كــشت همزم  ب

-M2هاي موشي از نـوع       ساز روي فيبروبلاست   هاي خون  سلول

10B4 ا چنـد روز قبـل از شـروع آزمـون           در ابتـد  . دست آمد   به
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متـر    سلول در هر سانتي    3×104 به تعداد    M2-10B4هاي   سلول
اي كـه از قبـل بـا ژلاتـين پوشـانده              خانه 96هاي   مربع در پليت  

(Coat)     مـدت   پس از همپوشاني بـه    .  شده بود كشت داده شدند  
 از مايتومايـسين    ليتـر   ميكروگرم در هر ميلي    20 ساعت با مقدار     3
C (Mitomycin)  هـاي   براي تعيـين تعـداد سـلول      .  مجاور شدند

LT-CIC  از شرايط رقت محدود كننـده (Limiting Dilution) 
هـاي   ساز روي سلول   هاي خون  كه سلول  بعد از اين  . استفاده شد 
M2-10B4 ــه ــه 5مــدت   غيرفعــال شــده منتقــل شــدند، ب  هفت

 10-5 داراي αMEMدر ايــن مــدت از محــيط . نگهــداري شــد
 (Stemcell Technologies) (Hydrocortisone)زون هيدروكورتي
.  استفاده شـد   LT-CICعنوان محيط     درصد سرم به   20و حدود   

منظـور جلـوگيري از      بـه . هر هفته نيمي از محيط تعـويض شـد        
. ها با آب مقطر پر شـد       خشك شدن محيط كشت برخي از خانه      

ــاتور   پليــت ــه كــشت طــولاني مــدت در انكوب ــوط ب   هــاي مرب
براي .  نگهداري شدCO2 درصد   5گراد با فشار     نتي درجه سا  37

 عدد سلول كـشت     3000 و   2000 ، 1000 رقت   3اين آزمون از    
 بـار تكـرار در      30براي هر رقت حـدود      . داده شده استفاده شد   

هاي غير اوليه كـه از        هفته همه سلول   4 تا   3طي  . نظر گرفته شد  
 و  تنـد رف از دسـت     بودندسازهاي متعهد و نيمه متعهد       نوع پيش 

 كـه   بودنـد هاي اوليـه     ند از نوع سلول   دهايي كه بر جا مان     سلول
 هفتـه ابتـدا     5بعد از اتمـام مـدت زمـان         . داشتندتوانايي بنيادي   

هـاي    و سـپس سـلول     شـدند هاي غيرچـسبنده برداشـت       سلول
هاي موشي به همـراه خـود        چسبيده به رده سلولي فيبروبلاست    

وان خروجـي ايـن     عن  برداشت شده و به    M2-10B4رده سلولي   
  .شدندزايي ارزيابي  آزمون با استفاده از آزمون كلوني

  
زايـي و برداشـت محـصول         آزمون كلوني  -2-7

  زايي  و انتقال آن به محيط كلونيLTC-ICآزمون 
 هفته محتويات هر خانه آزمون قبل در داخل         5بعد از اتمام    

هـاي جداگانـه    آوري و سـپس بـه پليـت    يك لوله آزمايش جمع 
هـا سـانتريفوژ     ها در داخـل لولـه      سلول. زايي منتقل شدند   كلوني

 از محــيط  ميكروليتــر100 كــف هــر لولــه در رســوبشــده و 

αMEM              دوباره به حالت سوسپانسيون در آمد و بـه هـر كـدام   
 افزوده شـد و  Methocult™ GF+ H4435ليتر محيط   ميلي1
مـدت زمـان كـافي مانـد تـا           سـپس بـه   . شـد خوبي ورتكـس     به

هاي  ها به خانه   محتويات لوله .  ايجاد شده ناپديد شود    هاي حباب
ها  در يكي از خانه   . شدند خانه اضافه    6هاي   اي از پليت   جداگانه

در . شـد  درصد آب مقطر ريخته 95براي ايجاد رطوبت بيش از      
 تا  15مدت    انكوباسيون به  CO2 درصد   5 درجه و    37انكوباتور  

هـاي مثبـت     و خانـه  هـا ارزيـابي      سپس خانه . شد روز انجام    18
هاي منفي از نظر حضور كلوني       عنوان يك امتياز مثبت و خانه      به

 در جمعيـت    LT-CICتعـداد   . شدندبدون امتياز در نظر گرفته      
ــاري     ــتفاده از روش آم ــا اس ــده ب ــي ش  Maximum.بررس

Likelihood (Fazekas de St. Groth, 1982) افـزار    و نـرم
L-Calc™ارزيابي شد .  

  

  نتايج-3
در ،  +CD34 هـاي HSCپـس از جداسـازي      هـا    لولاين س 

ــاد   ــيط ازدي ــاوي HSCsمح ــد و IMDM ،FBS 10 ح  درص
هـا اشـاره شـده       هاي عمل كننده اوليه كه قـبلاً بـه آن          سايتوكين

 براي بررسي   . روز بود  8مدت زمان ازدياد    . است، قرار داده شد   
 HSCs روي ميزان ازدياد     TGFbR2اثر مهار سركوب بيان ژن      

 جدا  HSCs همچنين ارزيابي ميزان ترانسفكشن،       و LT-CICو  
صـورت جداگانـه     شده به سه گروه تقسيم شد و ترانسفكشن به        

هـايي بـود كـه بـا         گروه اول شامل سـلول    . ها انجام شد   روي آن 
Stealth™ RNAi عليه TGFbR2   ترانسفكت شـدند، گـروه 

 Stealth™ RNAi Negativeدوم گروه كنتـرل بـود كـه بـا     

Control   شدند و بالاخره گروه سوم كـه بـا        مواجهBLOCK-

iT™ Alexa Fluor Redعنـوان   گروه سـوم بـه  .  مجاور شدند
 8 تـا    6كنترل ميزان ترانسفكشن در نظر گرفتـه شـد و پـس از              

هـاي   ساعت از زمان ترانسفكشن، ميزان ترانسفكـشن در سـلول      
. اين گروه با استفاده از ميكروسكوپ فلورسـانس بررسـي شـد           

 +CD34  هاي HSCشن پس از بررسي نتايج در       ميزان ترانسفك 
 درصــد تخمــين زده شــد 50 تــا 40طــور ميــانگين حــدود  بــه
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ترانسفكـشن روز سـوم پـس از جداسـازي          ). 2 و   1 هاي شكل(
HSCs            هـاي    انجام شد كه علت ايـن موضـوع مقاومـت سـلول

بنـابراين بـا القـاي رشـد در     . خفته در برابر ترانسفكـشن اسـت    
HSCs    يط كشت ازديـاد      با استفاده از محHSCs     و در حـضور 

سـاز اوليـه بيـشتر مـستعد         هاي خون  هاي اوليه، سلول   سايتوكين
هاي  ترانسفكشن براساس برنامه آمده در بخش     . ترانسفكشن شد 
  .قبلي انجام شد

  

  
  

 BLOCK-iT™ Alexa Fluor ترانسفكت شده بـا  HSCs مشاهده 1شكل 

Redفلورسانس با استفاده از نور ماوراي بنفش ميكروسكوپ   
  

  
  

 با BLOCK-iT™ Alexa Fluor Redهاي ترانسفكت شده با   سلول2شكل 
 كــه 1نــور مريــي ميكروســكوپ فلورســانس در همــان زمينــه قبلــي شــكل  

  .آميز بودن ترانسفكشن است دهنده موفقيت نشان
  

 هاي  HSC (Expansion)سازي    كشت فزون  -3-1
.CD34+  

كت شــده بــا ترانــسف( در دو گــروه كنتــرل HSCs ازديــاد
Stealth™ RNAi Negative Control(هاي آزمـون    و سلول

انجام ) TGFbR2 عليه Stealth™ RNAiترانسفكت شده با (
. تايي تكرار شـدند    صورت سه  ها به  شد كه هر كدام از اين گروه      

طور كه قبلاً اشاره شد، ترانسفكشن روز سوم انجام شد و            همان
فكشن از نظر ميـزان بيـان        ساعت از زمان ترانس    72 و   48بعد از   

ــتفاده از TGFbR2 ژن RNA (Transcript)نـــسخه   بـــا اسـ
QRT-PCR  هـاي    روز سلول8 ارزيابي شدند و پس از گذشت

كـــشت داده شـــده از نظـــر ايمونوفنـــوتيپي بـــا اســـتفاده از  
فلوسايتومتري و همچنين از نظر عملكردي با استفاده از آزمـون           

  . بررسي شدندLT-CICزايي و  كلوني
  

  QRT-PCR آزمون -3-2
از اين آزمون براي برآورد تغييـرات ايجـاد شـده در ميـزان              

ــسخه   ــان ن ــد  RNAبي ــتفاده ش ــر اس ــورد نظ ــس از .  ژن م پ
 سـاعت   72 و   48ساز بعد از مدت      هاي خون  ترانسفكشن سلول 

.  ارزيـابي شـد    TGFbR2ترانـسكريپت ژن    از نظر ميـزان بيـان       
  وه متفـاوت نـسبت     ميزان بيان ترانسكريپت مورد نظر در دو گر       

نتـايج نـشان    .  اكتـين قانونمنـد شـد      -به سطح ترانسكريپت بتـا    
 ساعت پس 72دهد كه بيشترين مقدار كاهش بيان ژن حدود          مي

عـلاوه در مقايـسه بـا گـروه          بـه . شود از ترانسفكشن حاصل مي   
 TGF-bR2 درصـد كـاهش بيـان ژن         50 درصد تـا     40كنترل،  

 .مشاهده شد

  
هـاي افـزون     يك سـلول   بررسي فلوسايتومتر  -3-3

 (Ex Vivo Expanded)شده در محيط آزمايـشگاه  
  CD34از نظر نشانگرهاي 

 در دو   CD34در بررسي حاضر ميزان نشانگرهاي سـطحي        
در هـر   . فاصله زماني روز اول و روز هشتم كشت ارزيابي شـد          

شدند   سلول از محيط كشت برداشت       40000بار بررسي حدود    
هـاي بـر عليـه       بادي با استفاده از آنتي   ها   و بعد از پردازش نمونه    

 و همچنـين ايزوتيـپ      FITC نـشاندار شـده بـا        CD34نشانگر  
بررسـي نتـايج آن     . كنترل نتـايج فلوسـايتومتري مطالعـه شـدند        

 در روز   CD34طور ميـانگين ميـزان بيـان         نشانگر اين بود كه به    
 درصد بود و در روز هشتم در        85اول پس از جداسازي حدود      
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8  

و در گـروه   ) 3شـكل   ( درصد   2/14طور ميانگين     به گروه كنترل 
شـكل  ( درصـد    6/19 حدود   SiRNAتحت تأثير قرار گرفته با      

4 (HSC CD34+  با توجه به تعداد اوليه سـلول       .  وجود داشت
CD34+       هاي    در زمان شروع كشت و تعداد سلولCD34+  در 

 پـس از    +CD34هـاي    روز پايان كشت، در گروه كنترل سـلول       
 برابـر ازديـاد داشـتند و        8/3كشت از نظـر فنـوتيپي       اتمام دوره   

 برابر ازدياد   3/5 حدود   +CD34هاي بنيادي    گروه آزمون سلول  
  ).1نمودار (داشتند 

  

  
  

  ها  در سطح سلولCD34 در گروه كنترل از نظر ميزان بروز نشانگر HSCsنمودار فلوسايتومتري  3شكل 
  

  
  

  ها  در سطح سلولCD34 آزمون از نظر ميزان بروز نشانگر  در گروهHSCsنمودار فلوسايتومتري  4شكل 
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هـاي ايمونوفنـوتيپي در گـروه         براساس ارزيابي  HSCs ميزان ازدياد    1نمودار  

  آزمون و كنترل
  

  زايي  آزمون كلوني-3-4
هـاي كنتـرل بلافاصـله پـس از          هاي آزمون و گروه    در گروه 

هـاي   ي، بررس ـ (Methocult) روزه در محيط متوكالت      8كشت  
هـا    هفته زمان داده شد تا كلوني      2مدت   به. زايي انجام شد   كلوني

هـا نـشان داد      اين بررسي . در اين محيط نيمه جامد تشكيل شود      
 سلول در گـروه آزمـون بـا     1000ها به ازاي هر      كه تعداد كلوني  

 70±15 كلوني نسبت به گروه كنترل بـا تعـداد           120±10تعداد  
در مقايـسه   ). 2نمودار  (شته است   كلوني افزايش قابل توجهي دا    

هـا انـدازه بـزرگ        درصـد كلـوني    40با گروه كنترل كه حـدود       
ها در گروه آزمون بزرگ بودنـد    درصد كلوني65داشتند، حدود  

كه نشان دهنده اوليـه بـودن سـلول تـشكيل دهنـده و بنـابراين                
سـازي در گـروه آزمـون        هـاي اوليـه خـون      فراواني نسبي سلول  
  .دنسبت به كنترل بو

  

  
  

ها در گروه آزمون در مقايسه با گروه كنترل در آزمـون              تعداد كلوني  2نمودار  
  زايي كلوني

  
  LT-CICآزمون  -3-5

 و تـأثير آن     TGFbR2براي بررسي آثار سركوب بيـان ژن        

سـازي، از ايـن آزمـون        هاي بنيادي اوليه خـون     بر افزايش سلول  
 افـزايش   هدف بررسي اين مطلب بود كه آيـا ايـن         . استفاده شد 

هـاي    همراه با افزايش تعداد سلول     +CD34هاي   جمعيت سلول 
سـازي بـوده اسـت يـا خيـر؟ پـس از ازديـاد                بنيادي اوليه خون  

HSCs          صـورت رقـت      در محيط كشت از روز هشتم به بعد بـه
 كه قبلاً   LT-CICهاي ازدياد شده به محيط       محدود كننده سلول  

 كه قبلاً بحـث     طور همان. راجع به آن صحبت شد، منتقل شدند      
 هفتـه نگهـداري     6مـدت     بـه  LT-CICها در محـيط      شد سلول 

هـاي صـورت     پس از سپري شدن اين مدت بـا ارزيـابي         . شدند
 ™L-Calcافـزار    زايي با اسـتفاده از نـرم       گرفته در محيط كلوني   

 در  LT-CICتعـداد   . هاي بنيادي اوليه محاسبه شـد      تعداد سلول 
 SiRNAار گرفتـه بـا      هاي تحت تـأثير قـر      اين محيط در سلول   

 بود و P value=05/0ساز با   سلول خون6024 در هر 1حدود 
بود كه  P value=05/0 با 7344 در هر 1در گروه كنترل حدود 

نشانگر تفاوت قابل توجه بين گـروه آزمـون و كنتـرل و نـشان               
سـاز در گـروه      هاي اوليه خـون     برابر افزايش سلول   21/1دهنده  

  .رل بودتيمار نسبت به گروه كنت
  

   بحث-4
دهنـده    نـشان  TGF-bمجموع مطالعات انجام شـده روي       

شناسـي   نقش مهم و هنوز ناشناخته اين سـايتوكين در زيـست         
HSCs    هاي انجـام    براي مثال طي بررسي   .  در داخل بدن است

 در مغز   HSCs در   RNA TGF-bشده بيان مشابهي از نسخه      
يـان  استخوان و در خون محيطي مـشاهده شـده اسـت، ايـن ب             

غيرمتغير سايتوكين در شرايط ثابت و بدون وابستگي به محل          
حضور سـلول بنيـادي نـشان دهنـده نقـش بـسيار مهـم ايـن                 

 در داخـل بـدن اسـت        HSCسايتوكين در كنتـرل رفتارهـاي       
هـاي   از سوي ديگر مطالعات جديد بر خـلاف گـزارش         . ]25[

قبلي كه نقش ايـن سـايتوكايين را در ايجـاد حالـت خفتگـي               
دهنده نقش اين سـايتوكين در       ، نشان ]26[كرده بود   سلولي رد   

كـه   همچنين در حالي. ]23[القاي حالت خفتگي در بدن است       
دســت آمــده قبلــي بيــانگر ايــن بــود كــه مهــار  اطلاعــات بــه
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اين سايتوكين منجـر بـه افـزايش سـرعت پيونـد            دهي   علامت
، اطلاعـات جديـد نـشان       ]10[شود   هاي تزريق شده مي    سلول
هاي فاقد  دست آمده از مدل هاي بنيادي به دهد كه در سلول مي

سـازي در     اين ژن يك تنظيم كننده كليدي خـون        TGF-bژن  
ها بسيار حيـاتي      اين سلول  گزيني داخل بدن است و براي لانه     

شـود   گزيني مي  است و فقدان آن سبب كاهش قابل توجه لانه        
ها نشان دهنده دشواري بسيار زيـاد در تعيـين           اين يافته . ]27[

بـا  .  است HSCدقيق نقش اين سايتوكين در كنترل رفتارهاي        
وجود نقش كليدي احتمـالي ايـن سـايتوكين در داخـل بـدن              

زاد در    درون TGF-bهاي اخيـر، نقـش مهـاري         براساس يافته 
ها و  مهار فعاليت خود تجديد شونده و كاهش بقاي اين سلول     

 بـا توجـه بـه       .القاي تمايز در محيط كشت ثابت شـده اسـت         
 هـاي اساسـي ايـن سـايتوكين در عـدم موفقيـت ازديـاد               نقش

HSCs                با توجه به موارد ذكـر شـده در بررسـي حاضـر ايـن 
 بـراي مهـار     SiRNAكـارگيري    پرسش مطرح شد كه آيـا بـه       

توانـد منجـر بـه افـزايش جمعيـت            مـي  TGF-bدهي   علامت
HSCs       ها شود يا خير؟      اوليه و القاي فعاليت خود تكثيري آن

هـاي فنـوتيپي     براي بررسي اين موضـوع در ابتـدا از ارزيـابي          
ها  ريك براي بررسي اوليه بودن يا نبودن اين سلول        فلوسايتومت

زايي قبل و    هاي كلوني  هاي در گام بعدي با آزمون    . استفاده شد 
 از نظـر    HSCs، اوليه بودن يا نبـودن       LT-CICبعد از آزمون    

در اين مطالعـه از مهـار مـوقتي مـسير           . عملكردي بررسي شد  
 اســتفاده شــد كــه دليــل آن اســتعداد  TGF-bدهــي  علامــت

 براي ترانسفورماسيون   TGF-bهاي غير پاسخ دهنده به       لولس
(Transformation) بــدخيم از نــوع ميلوئيــد (Myeloid) و 

  ].31- 28[ بود (Lymphoid)لنفوئيد 
هـاي فلوسـايتومتريك نـشان       دست آمده از بررسـي     نتايج به 

در سـطح   CD34 نشانگربروز  درصدي 5دهنده افزايش حدود  
هـا    در آن  TGF-bدهـي    مسير علامـت   كه فعاليت     آزمون، گروه

جايي كه برآوردهاي     از آن  .بود نسبت به گروه كنترل      ،مهار شده 
 در گـروه آزمـون نـسبت    HSCsايمونوفنوتيپيك بيانگر افزايش    

هاي مـورد    به كنترل بود، محققان حاضر تصميم گرفتند تا سلول        

ر براي اين امر د . آزمايش را از نظر عملكردي نيز ارزيابي نمايند       
 8مـدت    هاي بنيادي كه به    زايي سلول  گام نخست توانايي كلوني   

. روز در محيط كـشت ازديـاد پيـدا كـرده بودنـد، بررسـي شـد         
 1000زايي نشان داد كه در گروه كنترل از هر     هاي كلوني  بررسي

 كلوني تشكيل و در گـروه آزمـون از هـر            70±15سلول حدود   
 ـ.  كلوني تشكيل شـده اسـت      120±10 سلول   1000 هـا   ن داده اي

داد كه جمعيت سلولي تيمـار شـده نـسبت بـه كنتـرل               نشان مي 
جا تفاوت در    تري را داشتند ولي در اين      زايي قوي  توانايي كلوني 

ها چشمگيرتر از تفاوت ايمونوفنـوتيپي بـين گـروه      تعداد كلوني 
كنترل و آزمون بود كه احتمـالاً دلالـت بـر توانـايي عملكـردي               

از سـوي ديگـر؛     .  كنتـرل داشـت    بيشتر گروه آزمون نـسبت بـه      
زايـي در گـروه آزمـون     طور كه اشاره شد در آزمون كلوني      همان

تـر بـود و در گـروه كنتـرل غلبـه بـا               هاي بـزرگ   غلبه با كلوني  
هـا در گـروه       درصد كلوني  65حدود  (تر بود    هاي كوچك  كلوني

 40هاي بزرگ بودنـد و در گـروه كنتـرل حـدود              آزمون كلوني 
طـور ضـمني هـم     ، كـه بـه  )ازه بزرگ داشتند ها اند  درصد كلوني 

داد و   هاي قادر به تشكيل كلوني را نشان مـي         تعداد زيادتر سلول  
ايـن مطلـب    . هـا بـود    تر بودن ايـن سـلول      هم نشان دهنده اوليه   

هـاي   طور غيرمستقيم غيرمـؤثر بـودن كـشت سـلول          تواند به  مي
  .بنيادي در شرايط عادي را نشان دهد

ــن ــا وجــود اي ــايج  ب ــه نت ــونك هــاي فلوســايتومتري و  آزم
دهـي مـسير     دهنـده اثـر بخـشي مهـار علامـت          زايي نشان  كلوني

TGF-b      هاي بنيـادي بـود،       در القاي فعاليت خود تكثيري سلول
هـاي اوليـه     معيار درستي از تعـداد سـلول       ندتوا ولي باز هم نمي   

سازي كه براي مقاصد پيوند مغز استخوان بيشترين اهميت          خون
بنابراين محققان حاضر تصميم گرفتند تا از ميان        . را دارند، باشد  

هـاي    كـه مخلـوطي از سـلول       +CD34سـاز    هـاي خـون    سلول
گوناگون از مراحل تمايزي مختلف هـستند و از سـلول بنيـادي        

هاي متعهد به يـك رده خـاص را          ساز اوليه گرفته تا سلول     خون
هـاي آزمـون و       اوليه را در گـروه     HSCsشوند، تعداد    شامل مي 

 اوليـه بـا آزمـون رقـت       HSCsفراوانـي   . ترل ارزيابي نماينـد   كن
  . بررسي شدLT-CICمحدود كننده 
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 تفاوت قابل توجهي    LT-CICدست آمده از آزمون      نتايج به 
ولـي چنانچـه نتـايج      . داد را بين گروه كنترل و آزمون نشان مـي        

، شـود زايـي مقايـسه       با نتـايج آزمـون كلـوني       LT-CICآزمون  
 مهـار كننـده     SiRNAوه تيمار شده بـا      شود كه گر   مشخص مي 

زايـي، تعـداد بـسيار بيـشتري          در آزمـون كلـوني     TGF-bمسير  
 ها يافتهكلوني را در مقايسه با گروه كنترل داشتند و چنانچه اين            

 داده شـود   قرار   LT-CICدست آمده از آزمون      در برابر نتايج به   
جا تفاوت بين گروه آزمون و كنتـرل          كه در آن   شود مشخص مي 

خـاطر مـوقتي بـودن اثـر تيمـار           رسد به  نظر مي  ر است كه به   كمت
كـه محققـان حاضـر       انجام شده بوده است و بـا توجـه بـه ايـن            

 وجود  LT-CIC همچنان در محيط     TGF-bدانستند كه بيان     مي
 LT-CIC، احتمالاً حضور اين سـايتوكين در محـيط          ]32[دارد  
زايـي و   ونيآزمون كل ـتواند دليل تفاوت قابل توجه بين نتايج      مي

LT-CIC بـين گـروه كنتـرل و    دار اما دليـل تفـاوت معنـي   .  باشد 
احتمالاً به اين دليل است كه از همـان        LT-CICآزمون در آزمون    

هـاي بنيـادي اوليـه       ابتدا در گروه آزمـون تعـداد بيـشتري سـلول          
كـار    بـه  LT-CICساز در مخلوط سلولي كـه بـراي آزمـون            خون

  .ته استرفت، نسبت به كنترل وجود داش
 و  (Batard)هاي مطرح شده توسط باتارد       با وجود گزارش  

 ها را در محيط كشت      TGF-b HSCكه   همكارانش مبني بر اين   
دارد و موجب افزايش بروز و محافظـت         در حالت اوليه نگه مي    

، نتـايج   ]9[شـود     مي HSCsطي كشت    CD34نشانگر سطحي   
از يـك سـو     . نمايـد  بررسي حاضر اين موضـوع را تأييـد نمـي         

شمارش سلولي در گروه كنترل پس از هـشتمين روز در گـروه             
آزمون بالاتر از گروه كنترل بود كه اين موضوع بيـانگر برداشـته        

هاست و از سوي ديگر؛      شدن مهار چرخه سلولي از روي سلول      
از نظـر فنـوتيپي     در بررسي انجام شده توسط محققـان حاضـر          

 درصد بود   85طور ميانگين     در روز اول به    CD34ژن   بروز آنتي 
دهـي    روز كشت در گروه آزمون كه مسير علامـت         8كه پس از    

TGF-b  6/19طـور ميـانگين حـدود        ها مهار شده بود، به     در آن 
 درصـد   2/14طـور ميـانگين حـدود        درصد و در گروه كنترل به     

 بر  TGF-b1دهي    مهار علامت  دهنده تأثير  مشاهده شد كه نشان   
مطالعـات قبلـي باتـارد و       . ميزان بروز اين نشانگر سـطحي بـود       

ــن ســايتوكين در    ــده تأثيرحــضور اي ــشان دهن ــز ن همكــاران ني
هاي بنيادي در حالت اوليه است ولـي براسـاس           نگهداري سلول 

نتايج مطالعه حاضر، با مهار اين مـسير در گـروه آزمـون تعـداد               
LT-CIC       ايـن  . شـود   بيشتري نسبت به گروه كنترل مشاهده مي

دهـي   تواند به علت افـزايش پاسـخ        مي LT-CICافزايش تعداد   
HSCs    هـاي عمـل     سازي و سـايتوكين     به فاكتورهاي رشد خون

كننده اوليه و همچنين برداشته شدن اثر مهـاري از روي چرخـه          
  .]23[سلولي باشد 

يـا   TGF-b1خنثـي كننـده     بـادي    در مطالعات قبلي از آنتي    
TGFbR2    يا از DNA گـر بـراي مهـار اثـر           مداخلهTGF-b1 

هـا فقـط بـه       زاد استفاده شد، ولي در هر دوي اين بررسي         درون
در اين مطالعه تأثير ايـن      . زايي اوليه اكتفا شد    هاي كلوني  بررسي

 انجـام شـد كـه اهميـت بـسيار      LT-CICهاي   مداخله بر سلول  
 بـا ايـن روش      HSCsن موفقيت ازديـاد     بيشتري را در نشان داد    

همچنـين در ايـن مطالعـه از روش جديـدتر و            . خواهد داشـت  
 اسـت   SiRNA كـه همـان      RNAكارآمدتر مهـار بيـان نـسخه        

زايي بررسـي حاضـر در گـروه         در مطالعات كلوني  . استفاده شد 
تـر بـود كـه بـا نتـايج         هاي با سـايز بـزرگ      آزمون غلبه با كلوني   

ــه ــده توســط فور ب ــل دســت آم  و همكــارانش (Fortunel)تون
ها فقط    در بررسي انجام شده توسط اين گروه       .همخواني داشت 

تـر   هـاي كوچـك    تر از كلوني   هاي بزرگ  بر مبناي تشكيل كلوني   
توانـد معيـار     اين دو نوع سلول را از هم جـدا كردنـد كـه نمـي              

هاي بالغ باشد، در  هاي اوليه از سلول    درستي براي تفكيك سلول   
 براي تفكيـك    LT-CICدر بررسي حاضر از آزمون      صورتي كه   

 مطالعه حاضر با مهـار  در. ]33[شد اين دو سلول از هم استفاده      
ه مهـار ايـن    نشان داده شد ك ـ TGF-bدهي مسير    موقتي علامت 

 HSCsتواند در رسـيدن بـه شـرايط مطلـوب ازديـاد              مسير مي 
 HSCsرسد كه ازدياد     نظر مي  در مجموع به  . كمك شاياني نمايد  
  هـا فقـط بـه عوامـل تنظيمـي           هايي كه در آن    با استفاده از روش   
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شود، به تنهايي كارآمد نيست و براي رسيدن بـه           مثبت توجه مي  
 توجه همزمان به عوامل مهار كننـده        HSCsد  شرايط بهينه ازديا  

سازي از اهميت بـسيار      هاي خون  موجود در محيط كشت سلول    
هـا در كنـار حـضور عوامـل          زيادي برخوردار است و مهـار آن      

توانـد در     مـي  HSCsتحريك كننده تكثير خود تجديد شـونده        
 در محـيط آزمايـشگاه      HSCsرسيدن به شرايط مطلوب ازديـاد       

  .اشدداراي اهميت ب
  

   تشكر و قدرداني-5
نامـه دكتـري گـروه همـاتولوژي         اين تحقيق حاصـل از پايـان      

دانشگاه تربيت مدرس بوده و با حمايت مالي سازمان انتقال خـون            
نويسندگان از سـركار    .  انجام رسيده است   ايران و دانشگاه متبوع به    

و جناب آقاي دكتـر عـسگريان       ) بيمارستان شريعتي (خانم رعوفي   
اي در   كه همكاري صـميمانه   ) سايتومتري آزمايشگاه نور  بخش فلو (

  .نمايند انجام اين تحقيق داشتند، تشكر و قدرداني مي
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