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  چكيده
CD34هاي    پيوند سلولهاي بنيادي خون بند ناف اغلب به علت دوز پايين سلول            :هدف

هايي در    داراي محدوديت  +
در . ها قبل از پيوند مورد تكثير و تزايد قرار بگيرند بايست اين سلول براي غلبه بر اين محدوديت، مي. ن استبالغي

CD34هاي   لولهم كشتي س  اين تحقيق، براي هدف مذكور از       
هاي استرومال مزانـشيمي      با منبع جديدي از سلول     +

  . ستفاده شداDBM هاي بنيادي سوماتيك غيرمحدود شده روي داربست  يعني سلول
هاي بنيادي سوماتيك غيرمحدود شدة خـون بنـد نـاف انـساني جداسـازي و بعـد از                     ابتدا سلول  :ها مواد و روش  

ساز خون بنـد     هاي خون  سپس سلول . شناسي و ايمونولوژيكي شناسايي و تأييد شدند       تشكيل كلوني از نظر ريخت    
CD34ناف  

هـاي   هـاي مغـذي سـلول      بعدي با سـلول    و وسه  نيز از خون بند ناف تخليص و از طريق هم كشتي د            +
هـا بـراي      هفته تكثير، تعداد مشخص و مناسـبي از سـلول          3بعد از   . بنيادي سوماتيك غيرمحدود شده تكثير شدند     

سـاز اوليـه مـورد تجزيـه و تحليـل سـنجش كلـوني،         هاي خون  زايي و حفظ سلول    بررسي و كنترل فعاليت كلوني    
  .ر گرفتند و فلوسايتومتري قراLTC-ICسنجش 

هـاي اسـترومال بنيـادي سـوماتيك         ساز خون بند ناف، زماني كه بـا سـلول          هاي خون  تني سلول   تكثير برون  :نتايج
گيرنـد،   بعدي مورد هم كشتي قـرار مـي        هاي تزايدي در شرايط دوبعدي و سه       غيرمحدود شده در حضور سيتوكين    

 هفته كشت در شرايط مختلف دوبعدي       3ها بعد از     طوري كه تعداد كلي سلول     يابد، به  طور مشخصي افزايش مي    به
ساز اوليه تا دو هفته      هاي خون  زايي و حفظ سلول    بعدي داراي افزايش مداوم و نمايي بود ولي فعاليت كلوني          و سه 

CD34هاي   درصد سلول . پايدار بوده و بعد از آن روند كاهشي داشت        
 هفته هم كشتي، كاهش مداوم و       3 نيز طي    +

 .نمايي داشت
هـاي   هاي بنيادي سوماتيك غيرمحـدود شـده بـا توليـد سـيتوكين              اين نتايج بيانگر آن است كه سلول       :گيري تيجهن

عنـوان لايـه     تواننـد بـه    كنش بين سلولي مـي     هاي اتصالي و ايجاد برهم     ساز، ماتريكس خارج سلولي، مولكول     خون
  . ساز خون بند ناف استفاده شوند ساز خون هاي پيش مغذي و پشتيبان مناسب براي هم كشتي و تزايد سلول

  

  ، DBMهـاي بنيـادي خـون بنـد نـاف، داربـست              بعدي، تكثير و تزايد سلولي، سـلول        هم كشتي سه   :كليدواژگان
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  هاي بنيادي سوماتيك غيرمحدود شده سلول
  

  

   مقدمه-1
پيوند مغز استخوان، اصطلاح عامي است كـه بـراي توصـيف            

رود، امـا     كـار مـي    ساز به   خون هاي بنيادي   آوري و پيوند سلول     جمع
 اخيراً با طرح ايـن مطلـب كـه خـون محيطـي و خـون بنـد نـاف                   

(Umblical Cord Blood: UCB)  ـتوا  نيـز مـي  د بـراي تـأمين   ن
هـاي بنيـادي    هاي بنيادي مفيد باشد، اصـطلاح پيونـد سـلول      سلول

 هاي بنيـادي   سلول. شود  عنوان نام كلي اين فرايند ترجيح داده مي        به
UCBهــاي  واخــر دوران جنينــي بــه علــت مهــاجرت ســلول در ا
 بـه سـمت مغـز   ) سازي دوران جنينـي  محل خون(ساز از كبد   خون

در خـون محيطـي     ) سازي دوره بعد از تولـد      محل خون (استخوان  
تواند منبع سالم     مي UCBرو،   ، از اين  شوند  مي وارد UCBجنين و   

ــلول  ــي از س ــاي و ايمن ــلوله ــون    س ــاز خ ــيش س ــاي پ ــاز ه  س
(Hematopoietic Progenitore Cells: HPCs) از ،]1 [ باشـد 

ريـسك  ،  دسترسي بالا بـه آن     توان به سهولت تهيه و     مزاياي آن مي  
پـايين  ،  كننـده  برداري و فقدان خطر براي مـادران اهـدا         پايين نمونه 

ــت   ــال عفون ــر انتق ــودن خط ــا  ب ــ[ه ــژه هب ــيتومگالوويروسوي   س
(Cytomegalovirus: CMV)ــشتين ــروس  و اپــ ــار ويــ    بــ

(Epstein-Bar Virus: EBV)[ ، هاي  تعداد سلولپايين بودنTو  
 بــاكره و Tهــاي   ســلولداشــتن، (Alloantigens) هــا  ژن آلــوآنتي
 كلونــال  پلــيTCR (T Cell Receptor)  مخــزني بــاناكارآمــد

(Polyclonal) ]  و نه مونوكلونال (Monoclonal)[،   حساسيت بالا 
ــا  ــه الق ــل، يب ــه  تحم ــاز ب ــدم ني ــازگار  ع ــلي س    HLA كام

(Human leukocyte Antigen)پايين بودن گيرنده  بين دهنده و ،
 ،پيونـد ايمونولوژيـك    كـاهش رد  ،  T و Bهـاي     پاسخ سلول  سطح

هـاي آن    سـلول  تكثيرسرعت بالاي   ،  HPCsداشتن تعداد بالايي از     
و  (Bone Marrow) مغـز اسـتخوان   در در مقايسه با همتاي خود
 ].2[ آن اشاره نمود يري بيشتردر نتيجه پتانسيل پيوندپذ

 UCBمنـابع   . داراي معـايبي نيـز هـست       UCB استفاده از 
بعدها مـورد   هاي مخصوص انجماد فريز شده و         در كيسه  اغلب

   كمتـر    آن  تازه تخليص شـده    هاي نمونهگيرند و    استفاده قرار مي  

  
 و حـذف    ها  آن مجدد ذوبگيرد كه     قرار مي   باليني مورد استفاده 

ريز از مشكلات كاربردي آن محسوب شـده        محيط مخصوص ف  
هـا همـراه      از سـلول   تعـداد محـسوسي   و اغلب با ازدست رفتن      

 نمونـه ذوب شـده    در كاربرد باليني     از سوي ديگر؛ گاهي      .است
آن بـراي تكثيـر      جزئي از ساز،   هاي پيش  به دليل كم بودن سلول    
 آن  مـابقي  مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه و          در محيط آزمايشگاهي  

 فقـدان   كـه  شـود   تزريق مـي    پيوند ورده به بدن گيرنده   نخ دست
 سـاز  خـون هـاي    خصوص تكثير و پيوند سـلول      تجربه كافي در  

UCB  ،احتمـال  و وجـود    فاكتورهـاي رشـد     بـودن   قيمت   گران
 از  UCBهاي ژنتيكـي ناشـناخته پـس از تزريـق            انتقال بيماري 

 بــا UCBآلــودگي . شــود  محــسوب مــيUCBديگــر معايــب 
عدم دسترسي مجدد به    ،  آوري خون  طي جمع هاي مادري    سلول

در ، منبـع محـدود و غيـر قابـل تكـرار اهـدا         ،  UCBاهدا كننده   
 (Thrombocyte) برداشتن مقادير نسبتاً زيادي از ترومبوسـيت      

 هـاي بنيـادي در هـر       تعداد كم سـلول   ،  دار سازهاي هسته  و پيش 
 كه باعث طولاني بودن مدت جـايگزيني، كـاهش          واحد اهدايي 

يري و بهبــود ميــزان نــوتروفيلي و پلاكتــي و افــزايش پيوندپــذ
شود، نيـز از ديگـر       طلب مي  هاي فرصت  استعداد ابتلا به عفونت   

  ].6، 5[شود   محسوب ميUCBهاي  محدوديت
مغــز  در مقايــسه بــا UCBطــوري كــه اشــاره شــد،  همــان
 كـه  بيشتري دارد    ساز خون تعداد پيش سازهاي  بالغين،  استخوان  

 LTC-IC (Long Term هـاي   سـلول ادپاسخ تكثيري و تعـد 

Culture-Initiating Cell)شـرايط آزمايـشگاهي    بالايي را در 
(In vitro) يـدي  يفونيـدي و ل ي و ظرفيت پيوند و نوسـازي ميلو

آورد ولي   فراهم مي(In vivo)بدني   شرايط درونبيشتري را در
آيد  دست مي  ه ب UCBهايي كه از      تعداد كل سلول   ؛ازسوي ديگر 

رهاسازي شـده    خون محيطي و نمونه مغزاستخوانايسه بادر مق
 -G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factorبا 

Mobilizated Peripheral Blood: G-CSF–MPB) در 
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 برايدار   هاي هسته  ل سلول آ چون دوز ايده   سطح كمتري بوده و   
 بنـابراين  ، اسـت   به ازاي هر كيلوگرم    7/3×107 تزريق به گيرنده  

دهند و    را كودكان تشكيل مي    UCB غلب بيماران پيوند شده با    ا
]. 4،  1[وجود دارد    براي بالغين محدوديت     UCBدر استفاده از    

 ـاين مشكلات چندين راه كار ارا       براي غلبه بر   رو از اين  ه دش ـه  ي
 كه با خطر افزايش     UCBپيوند همزمان چندين واحد      -1 :است

 بيماري پيوند عليـه      و (Alloimmunization) آلوايمونيزاسيون
 همــراه (Graft Versus Host Disease: GVHD) ميزبــان
هـاي    سلول  به همراه  UCB هاي يق همزمان سلول  رتز -2 .است

  خود بيمـار يـا اهـدا    مغز استخوان(Stromal Cells) استرومال
 ـ  كـه ايـن روش     كننده ديگر   يـا   درمـاني  شـيمي ويـژه بعـد از       ه ب
هـاي اسـترومال     ث آسيب به سلول    با دوز بالا كه باع     پرتودرماني

. ، از اهميـت بيـشتري برخـوردار اسـت         شـود  مـي مغز استخوان   
بعدي، توليد    از طريق ايجاد ميكرومحيط سه     ي استرومال ها سلول

و ترشح ماتريكس خارج سـلولي و فاكتورهـاي رشـد و ايجـاد              
كـنش سـلولي و مولكـولي نقـش اساسـي در حمايــت از       بـرهم 
داشـته و    بهبـود ند و كـاهش دوره       پيو ي حفظ و بقا   ،سازي خون
 و ايجـاد سـطح      سـازي  خـون  باعث افزايش فعاليت     ترتيب بدين

هـاي بـا فنوتيـپ و ژنوتيـپ دهنـده در خـون               بالاتري از سلول  
 Ex vivoتـن يـا     برونتكثير راه حل سوم -3 .دنشو گيرنده مي

UCB CD34  هاي سلول
بـه  و سپس تزريق محصول تكثيرشده +

روش مـذكور اسـتفاده       ايـن تحقيـق از      در كهبدن گيرنده است    
سـاز   هـاي بنيـادي خـون      تكثير پيش از پيوند سـلول     . شده است 

ها به دوز مناسب بالغين شده و بـدين   باعث رسيدن تعداد سلول 
 براي پيوند بالغين را از بـين  UCBترتيب محدوديت استفاده از    

 -ف ال :وجود دارد  برنامه  نيز چندين  در اين زمينه  برد كه البته     مي
 هـاي  بعدي بـا يـا بـدون سـيتوكين         هاي كشت معمولي دو    روش

هاي   با سلول  هم كشتي هاي   روش - ب (Exogenous) اگزوژن
 خود از   برنامهكه اين     اگزوژن هاي استرومال با يا بدون سيتوكين    

 سيــستم كــشت دكــستر -1: شــود مــيچهــار سيــستم تــشكيل 
(Dexter Culture)هاي  بعدي و روي سلول هاي دو  در فلاسك

ــترومال ــزاسـ ــتخوان   مغـ ــضوراسـ ــدروكورتيزون در حـ  هيـ

(Hydrochortizone)   سيستم كشت با افـزودن      -2،   و سرم اسبي
-FLt-3 (FMS [ابتـدايي مرحله  هاي عامل در      از سيتوكين  يتركيب

like tyrosine kinase 3) ،SCF (Stem Cell Factor)، TPO 
(Thrombopoietin)[ 3-نترلوكيناي(  تكثير دهنده  هاي سيتوكين  و 

(Interleukin-3: IL-3) ،EPO (Erythropoietin) ،(...به محيط  
 سيـستم كـشت جـدا شـده بـا           -3 هاي اسـترومال   حاوي سلول 

ــراوايغــشا  -4 و (Membrane Separated Coculture)  ت
كه در اين تحقيق، از روش      ] 23،  8 [بعدي  سه هم كشتي سيستم  

  .بعدي استفاده شده است هم كشتي سه
سـاز در سيـستم      هـاي اسـترومال و خـون       ين سلول تماس ب 

هـا   آنبـدني    درون تماسكه بوده، حال آن  بعدي  دوكشت دكستر   
بعــدي  ســهدر يــك ســاختمان و پيكربنــدي مغــز اســتخوان در 

تواند يكي از دلايل ممكن بـراي         كه اين امر مي    گيرد صورت مي 
در ايـن   .  در سيستم كـشت دكـستر باشـد        طبيعيسازي غير  خون

، افزايش نسبت   بعدي كشت سه تكثير در شرايط    دف از   همطالعه  
هاي اسـترومال، افـزايش تـأثير        سطح به حجم لايه مغذي سلول     

، فيزيكـي تقليـد شـرايط     در واحـد حجـم و        هاي استرومال  سلول
ــدن   ــودســلولي و ميكــرومحيط موجــود در ب ــراي . ب ــين ب همچن

بـدني و امكـان      تني بـه شـرايط درون      تر كردن شرايط برون    نزديك
ستفاده باليني، از يك طرف از محيط كشت فاقد سـرم و ازطرفـي              ا

ــست   DBM (Demineralized Bone Matrix)ديگــر از دارب
) هاي پيوندي ايـران    توليد شده در مركز تحقيقات و بانك فرآورده       (

با منـشأ اسـتخوان انـساني و سـلول اسـترومال بنيـادي سـوماتيك               
ــده   ــدود ش  :Unrestricted Somatic Stem Cells)غيرمح

USSC)    با منشأ UCB          انسان استفاده شد تا هرگونه شـرايط بـا 
. تني مورد مطالعه حذف شود     محدوديت اخلاقي از شرايط برون    

  :بدين ترتيب اهداف اين مطالعه شامل موارد زير بود
CD34هاي  تكثير و افزايش تعداد سلول -1

+ UCB 

هـاي   ولعنوان سـل   هاي استرومال به   استفاده همزمان از سلول    -2
 ساز پشتيبان خون

 قيمت ساز اگزوژن گران عدم استفاده از فاكتورهاي خون -3

 تني بعدي مغز استخوان در محيط كشت برون تقليد شرايط سه -4
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   مواد و روشها-2
 آوري نمونه جمع -2-1

UCB آوري شـد   زايمان طبيعي با سيستم بـسته جمـع      طي .
 از مـادران    ها پس از اخذ فـرم دريافـت رضـايت تحقيـق            نمونه

هاي  ليتر در كيسه    ميلي 150 -80بخش زايمان، به ميزان متوسط      
گيــري  آوري شــد كــه البتــه قبــل از نمونــه اهــداي خــون جمــع

سـي    سي 63(بايست حجم اوليه مادة ضد انعقاد درون كيسه          مي
براي اين مقدار   ) 7به  1سي خون به نسبت       سي 450براي حدود   
 ضد انعقاد مانده و حـدود       سي از ماده    سي 29 -20(تنظيم شود   

 در  UCBآوري نمونـة     جمـع ). شـود  سي آن حذف مـي      سي 35
سـازي   صورت روزمره براي ذخيـره     بيمارستان شريعتي تهران به   

گيرد كه اسـتاندارد     هاي بنيادي بند ناف انجام مي      در بانك سلول  
سـازي بـراي مـصارف بـاليني و پيونـد            اين مركز بـراي ذخيـره     

ليتـر بـه شـرط        ميلـي  80حجم بـالاي    ،  (Allogenic)آلوژنيك  
 لكوسيت در هر كيسه است كـه        35×107شمارش سلولي بالاي    

هايي كه با اين دو معيار مطابقـت نداشـت،           در اين مطالعه نمونه   
كارگيري در تحقيقات    بعد از كسب اجازه كتبي از مركز، براي به        

  .زير استفاده شد
  

 USSCهاي   تخليص سلولي و استحصال سلول-2-2
 تهيه و بعد از تعيين حجم و        UCBنمونه  16اي اين منظور    بر

هـا بـا اسـتفاده از        اي آن  هاي تـك هـسته     ها، سلول  تعداد لكوسيت 
ــايكول  ــالي ((Ficol)ف ــا چگ ــر مترمكعــب 077/1ب ــرم در ه )  گ

 نمونـه كـه     10اي هاي تك هـسته    سلول. جداسازي و شمارش شد   
هاي  سلولتري داشتند، بدون استفاده براي تخليص        شمارش پايين 

CD34
ــه+ ــدت  ، ب ــتخراج   28-14م ــازي و اس ــراي جداس  روز ب

-DMEMمحيط  [ در محيط كشت مخصوص      USSCهاي   سلول

Low glucose  درصـد  30 بـا FBS (Fethal Bovin Serum) ،
ــازون 7-10 ــول دگزامت ــي2 و (Dexamathasone) م ــول   ميل م

هـاي بـزرگ     و در فلاسك  ] (Ultraglutamine)اولتراگلوتامين  
T75 درجه سانتي گراد و      37در دماي   (ت داده شدند     كش CO2 

هـاي چـسبندة     تا رشـد كلـوني سـلول      )  درصد و رطوبت بالا    5
USSC  نمونه كه شمارش    5اي   هاي تك هسته   سلول.  آغاز شود 

CD34هاي   مطلوبي داشتند، براي تخليص سلول    
 بـا اسـتفاده از      +

ــيص . ، اســتفاده شــدند MACSســتون ــد از تخل ــان بع همزم
CD34 هاي سلول

ها شمارش و درصدشـان محاسـبه        ، تعداد آن  +
   ســـلول از آن بـــراي بررســـي ســـنجش كلـــوني 103شـــد و 

(Colony assay) و سنجش LTC-IC (LTC-IC assay) در 
مشخصات ). روز صفر (محيط كشت اختصاصي كشت داده شد       

هـا   آوري شده و مشخصات سلولي آن      هاي جمع  مربوط به نمونه  
CD34هاي   سپس سلول. آمده شده است  1در جدول   

 حاصل از -
هـاي   ها براي جداسازي و اسـتخراج سـلول        پسماند تخليص آن  

USSC       تعويض محيط  .  در شرايط مشابه فوق كشت داده شدند
هـاي   كشت و بررسي فلاسـك از نظـر تـشكيل كلـوني سـلول             

USSC   بار بـسته بـه رنـگ محـيط كـشت صـورت       2 هر هفته 
بـار پاسـاژ بـا       و يـك  ) 2 و   1شكل  (ها   بعد از رشد كلوني   . گرفت

هـا از همـان محـيط        محيط مشابه، براي پاسـاژهاي بعـدي سـلول        
ترتيـب   بدين. كشت اختصاصي ولي بدون دگزامتازون استفاده شد      

هاي اسـترومال     فلاسك سلولي از سلول    6 تا   5طي چندين پاساژ،    
USSC  لازم به ذكر است كه استفاده از دگزامتازون بـا          .  تكثير شد

توانـد باعـث تمـايز      مـي DMEM-high glucoseغلظت بالا و 
هاي اسـتخواني شـود كـه در      به سمت سلول USSCهاي   سلول

، (Alizarin Red)آميزي منفي قرمـز آليـزارين    اين مطالعه رنگ
  .عدم تمايز آن را تأييد نمود

هـاي چـسبندة     هاي كشت حاوي سلول    چهار عدد از فلاسك   
USSC     ح فلاسـك را     درصد رسيده و عمدة سـط      80 كه به تراكم

پر كرده بودند، انتخـاب شـده و پـس از تخليـة محـيط كـشت و                  
، PBS (Phosphate Buffered Saline)ها با بـافر   شستشوي آن

 درصـد از كـف فلاسـك جـدا          25/0وسيله تريپسين    ها به  سلول
. صورت سوسپانسيون در آمدنـد     شده و با پيپت نمودن ملايم به      

 DMEM-FBSط كـشت    ليتر از محي   سپس با افزودن چند ميلي    
سپس مقداري از آن برداشـته      .  درصد اثر تريپسين خنثي شد     10

هـا در حجـم مـورد نظـر          و شمارش شد و تعـداد كلـي سـلول         
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  :دست آمد و سپس مراحل زير انجام شد به
 USSCهـاي    هـاي انجـام شـده روي نمونـة سـلول           آزمون

  :جداسازي شده
  ايمونوفنوتايپ تأييدي با روش فلوسايتومتري-1

ــلول -2 ــشت سـ ــاي   كـ ــام  USSCهـ ــل و انجـ  روي لامـ
  و آليزارين قرمز(Wright-Giemsa) گيمسا -هاي رايت آميزي رنگ

عنـوان    بـه  DBM روي داربـست     USSCهاي    كشت سلول  -3
برداري ميكروسكوپ   بعدي و عكس   لاية مغذي و پوشانندة سطح سه     

   (Scanning Electron Microscope: SEM)الكترونـي روبـشي   
 ها آن از

 تـايي   48هـاي     روي چاهـك   USSCهاي    كشت سلول  -4
 عنوان لاية مغذي و پوشانندة سطح دوبعدي به

 C (Mitomycin)ها بـا ميتومايـسين       سازي آن   غيرفعال -5
CD34ساز  هاي خون براي هم كشتي با سلول

+ 

سـاز   هـاي خـون    با سـلول USSCهاي    هم كشتي سلول   -6
CD34

  هـاي   اهـك هـاي تزايـدي، روي چ       در حضور سـيتوكين    +
عنـوان لايـة مغـذي و        بـه  (DBM تايي با و بدون داربـست        48

 )بعدي پوشانندة سطح دوبعدي و سه

 -1: در اين تحقيـق سـه نـوع سـلول اسـتفاده شـده اسـت               
CD34ساز   هاي بنيادي خون   سلول

 براي  UCB تخليص شده از     +
 استحصال شده از    USSCهاي استرومال     سلول -2تزايد سلولي   

UCBــتفاد ــراي اس ــه ب ــذي   ه ب ــشتيبان و مغ ــه پ ــوان لاي  -3عن
 براي  M2-10B4هاي رده استرومال مغز استخوان موشي        سلول

  LTC-ICاستفاده در 
CD34هاي   سلول

هـاي اسـتاندارد از       بـا برنامـه    USSC و   +
UCB   سـپس رده سـلولي      .  جداسازي شـدM2-10B4    نيـز از 

بـا تـشكر از آقـاي دكتـر         (مركز پيوند بيمارستان شريعتي تهيـه       
 و طبـق برنامـه مـشخص شـده در سـايت     ) مقـدم  ران علـي كـام 

www.ATCC.org     براساس بـسياري   .  پاساژ، تكثير و فريز شد
 و همكارانش، اين    (Sutherland)از تحقيقات از جمله ساترلند      

هـاي اسـترومال    عنوان سلول معادل سلول تواند به رده سلولي مي 
ي هـا  سـازي سـلول    مغز استخوان انسان براي حمايـت از خـون        

 مورد اسـتفاده قـرار      LTC-ICساز اوليه در سنجش      بنيادي خون 
  ].19، 3[بگيرد 

  
CD34هاي  دار، درصد سلول هاي هسته  تعداد و حجم نمونه، تعداد سلول      1جدول  

  هـاي گرفتـه شـده از بيمارسـتان شـريعتي؛        مـورد از نمونـه  5 و نتيجه سنجش كلوني +
  هـاي   دسـت آوردن سـلول      لكوسيتي پايين يا زايمان غيرطبيعي داشتند يا مربوط به حالت دوقلـو بودنـد، فقـط بـراي بـه                     مورد از مواردي كه از ابتدا حجم و شمارش         10

USSC هاي  مانده براي تخليص سلول  مورد مطلوب باقي  5كار رفت و      بهCD34
، طبق برنامه استاندارد شركت سازنده جداسازي، شـمارش و سـنجش   MACS با ستون +

  .كلوني شد
 

CD34درصد   NCهاي  تعداد سلول  )ميلي ليتر(حجم نمونه     ايماننوع ز
+ 

 تعداد كلوني

   سلول1000به ازاي هر 
  -  -  34×106  76  1نمونه   طبيعي
  27  1/2  31×106  61  2نمونه   طبيعي

  -  -  20×106  68  3نمونه   سزارين/ 1قل 
  -  -  32×106  76  4نمونه   سزارين/ 2قل 

  19  6/1  44×106  84  5نمونه   طبيعي
  22  2/2  33×106  78  6نمونه   طبيعي
  16  7/1  54×106  79  7نمونه   طبيعي
  -  -  27×106  83  8نمونه   طبيعي
  23 3/2  41×106  76  9نمونه   طبيعي
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ها چـسبنده و مـشابه       ل؛ اين سلو  )40×) ، ب، ج  10×) الف: بزرگنمايي( هفته از آغاز كشت      2 در محيط كشت اختصاصي بعد از        USSCهاي اوليه     تشكيل كلوني  1شكل  
  .هاي فيبروبلاست بوده و قدرت تكثير و اتصال بالايي دارند سلول

  

     
 

    
  

     
  

 از SEM تـصوير  )الـف هـاي مختلـف؛     درصـد بـا مقيـاس   80 درصد و 40 در روزهاي مختلف با سطح تلاقي    USSCهاي    گيمسا از سلول   -آميزي رايت   رنگ 2شكل  
 تصاوير رنگ شـده از  ) و-ج، )10×: بزرگنمايي ( درصد از چاهك حاوي سلول    80 تصاوير غير رنگ شده با تلاقي        )ب روي لامل،     پوشش داده شده   USSCهاي   سلول
  .دهد هايي با سيتوپلاسم شفاف، بدون گرانول، دوكي شكل، موازي و چسبنده را نشان مي  كه سلول40×، 10×، 5×هاي  ها با عدسي سلول
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  DBM داربست -2-3
ــا اســكافولد داربــست  ــاتريكس DBM (Scaffold)ي ، يــك م

بعدي نامنظم، متخلخل، سازگار با زيست و تخليه شـده      استخواني سه 
از مواد معدني و بر پايه پروتئيني است كه از منبـع اسـتخوان انـساني                

 و مخلـوطي    Iعمدة محتواي تشكيل دهندة آن كـلاژن        . شود تهيه مي 
ها در شـكل     العه، داربست در اين مط  . طبيعي از فاكتورهاي رشد است    

متـر اسـتفاده      ميلـي  5-1صورت متخلخل و با قطر       كروي نامنظم و به   
اي،  اين قطعات كروي در تعداد بالا و حالت چند لايـه          ). 3شكل(شد  

گيـرد كـه    بعدي جديدي به خود مي     ساختار هندسي و توپوگرافي سه    
هـاي چـسبندة اسـترومال،       در صورت پوشش داده شـدن بـا سـلول         

ند نسبت سطح به واحد حجم را در مقايسه با حالت دوبعـدي             توا مي
بعـدي مغـز     ساده دكستر افزايش داده و تا حدودي ميكـرومحيط سـه          

  هاي استرومال استخوان را تقليد كند؛ چرا كه تعداد بالاي سلول

USSC          بعـدي     در كنار ساختار اسـتخواني، متخلخـل و سـهDBM 
 بـين   (Signals)لايـم   تواند شـرايط محـدودي از اتـصالات و ع          مي

سلولي، توليد فاكتورهاي رشد و ماتريكس خارج سـلولي و غلظـت            
  كـــــانوني از فاكتورهـــــاي رشـــــد اتـــــوكرين و پـــــاراكرين 

(Autocrin paracrine)اين داربست در مقايـسه بـا   .  را فراهم سازد
  هاي اسفنجي كه به علـت تخلخـل بـالا، سـطحي برابـر بـا                 استخوان

 40-35(ر گـرم دارد، از سـطح محـدودتري          متر مربع در ه     سانتي 80
برخوردار است كـه البتـه بـه دليـل نبـود            ) متر مربع در هر گرم     سانتي

 و فشار شار و بسياري ديگر از عوامل (Perfusion)سيستم درجريان   
مشخص و مجهول در سيـستم كـشت معمـولي، تقـسيم و پوشـش               

پيدا ندرت به درون حفرات داربست گسترش        هاي استرومال به   سلول
شود كه در تـصوير      كرده و فقط محدود به نقاط سطحي داربست مي        

  ).3شكل( به وضوح مشهود است SEMميكروسكوپ 
  

      
  

      
  

      
  

.  برابـر تـصويربرداري اسـت      500 و   200 و   100هـاي     سـفيد و در مقيـاس      -صورت سياه   كه به  DBM از داربست خالي     SEM تصوير ميكروسكوپ    ) ج - الف 3شكل  
طور كه  همان.  پوشش داده شده استUSSCهاي   از همان داربست كه با سلولSEM تصوير ) و-د.  درصد در اين نوع داربست مشهود است40-30با تخلخل حفرات 

رش پيـدا كردنـد و   هاي سطحي داربست تكثير يافته و به ندرت به درون حفرات گـست   ها به دليل نبود سيستم در جريان و نيروي شار فقط در قسمت             مشهود است سلول  
  .اند سطح تلاقي بسيار بالايي را ايجاد كنند بنابراين نتوانسته
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 DBM روي داربست    USSCهاي    كشت سلول  -2-4
 بعدي عنوان لاية مغذي و پوشانندة سطح سه به

 فلاسك بـه لولـة فـالكون        3سوسپانسيون سلولي حاصل از     
.  شـد   در هر دقيقه سانتريفوژ    g 300 منتقل شده و با سرعت       15

 اضافه  PBSليتر بافر     ميلي 2مايع رويي دفع و به رسوب سلولي        
داربـست   60دسـت آمـد كـه حـدود          و سوسپانسيون غليظي به   

ــروي  ــا  DBMك ــافه و ت ــه آن اض ــه در 30 ب ــه 37 دقيق  درج
 دقيقـه لولـه محتـوي سـلول و          10هـر   . گراد انكوبه شـد    سانتي

DBM        ب كـرده   هاي رسو   را به آرامي تكان داده تا مجدداً سلول
هـا بـه     طي اين مدت درصدي از سـلول      . در ته لوله معلق شوند    

چاهـك از    9ها به آرامي بـه       سپس داربست . چسبند داربست مي 
 درصـد   5سـاعت در انكوبـاتور       12تايي منتقـل و تـا        48پليت  
CO2    گراد قرارگرفته و انكوبه شـدند       درجه سانتي  37 در دماي .

 در  2×104ده و به تعداد     ها نيز معلق ش    همزمان مقداري از سلول   
در اين  . تايي منتقل شدند   48چاهك از پليت     27ليتر به    هر ميلي 

تر  هاي چسبيده به داربست، اتصالات خود را محكم        مدت سلول 
هـايي كـه بـه     شوند و سـلول  مي كرده و در سطح داربست پهن

اند، در كف چاهـك رسـوب كـرده و از بقيـه          داربست نچسبيده 
ها نيز به كف آن      هاي اضافه شده به چاهك     سلول. شوند جدا مي 

ها كاملاً به كـف ظـرف و         بعد از يك شب كه سلول     . چسبند مي
ها از چاهك اوليه درآورده شـده        داربست متصل شدند، داربست   

ها اضافه شد و تا سه       هاي پوشش داده شده با سلول      و به چاهك  
گـراد    درجه سانتي37 در دماي CO2 درصد 5روز در انكوباتور   

از   درصـد 80هاي چسبيده تقسيم شده و تا  قرار گرفت تا سلول   
سطح چاهك را پـر كننـد و در عـين حـال روي داربـست نيـز                  

بعـد از مـدت   . تقسيم شده و سطح بيشتري از آن را اشغال كنند    
هـا برداشـته شـد و بـراي بررسـي            مذكور، چند تكه از داربست    

ه بـا   ها و بررسي سطح سلولي پوشش داده شد        چسبندگي سلول 
 SEMواحـد   (ها به آزمايـشگاه ميكروسـكوپ الكترونـي          سلول

ــدرس  ــت م ــشگاه تربي ــه آن ) دان ــد و بقي ــال ش ــراي  ارس ــا ب ه
سازي با ميتومايسين طبـق برنامـه اسـتاندارد، بـه اتـاق               غيرفعال

ها با لايه پـشتيبان ابتـدا        براي هم كشتي سلول   . كشت منتقل شد  

 بـا   Cميتومايسين. دبايد فعاليت ميتوزي لايه پشتيبان متوقف شو      
 عـين   در باعث ممانعت از تكثير سلول       DNAاتصال متقاطع به    

جاي اشعه   در اين مطالعه به   . شود  مي ها  اين سلول  كرد عمل حفظ
 اســتفاده شــده اســت؛ چــرا كــه وجــود Cميتومايــسين گامــا از 
 باعث ايجاد نقـاط كـور و سـايه      DBMهاي استخواني    داربست

بل اشعه گامـا شـده و مـانع از          در سطوح زيرين داربست در مقا     
  تعــداد . شــود هــاي اســترومال مــي ســازي كــل ســلول غيرفعــال

CD34 سلول   2000
 جـدا   UCB درصد كـه از      95±5 با خلوص    +

هـاي كـشت پوشـش يافتـه و          شده بودند، در شرايط زير به پليت      
  ).3شكل ( اضافه شد USSCهاي غيرفعال  پوشش نيافته با سلول

  (3cyto) سايتوكين ها  حالت اول اضافه كردن-الف
 و بدون داربست و     لايه تغذيه كننده  بدون  ( چاهك خالي    9

صـورت    هفته و براي هر هفته بـه   3مدت   ، به )ها توأم با سيتوكين  
  سه بار تكرار

  (USSC Feeder) حالت دوم سلولهاي لايه تغذيه كننده -ب
 غيرفعال شده USSCهاي   چاهك پوشش داده شده با سلول9

  و بدون سيتوكين)  ولي بدون داربستتغذيه كنندهلايه همراه (
  USSC Feeder +3cyto حالت سوم -ج
 غيرفعال شده USSCهاي   چاهك پوشش داده شده با سلول9

  ها و همراه با سيتوكين)  ولي بدون داربست لايه تغذيه كنندههمراه(
  USSC Feeder+3cyto+DBM حالت چهارم -د
 غيرفعـال   USSC هـاي   چاهك پوشش داده شده با سلول      9

 پوشش داده شـده     DBMهاي   شده و توأم با دولايه از داربست      
،  لايـه تغذيـه كننـده      توأم با ( غيرفعال شده    USSCهاي   با سلول 

  )سيتوكين و داربست
  هاي سه چاهك مربوط بـه آن هفتـه، در هـر       هر هفته سلول  

ها محاسبه   حالت، برداشت شده و بعد از شمارش، ميانگين آن      4
ها، ابتدا بـا يـك پيپـت نمـودن ملايـم             برداشت سلول براي  . شد

   بـه   1هاي معلق و شل برداشـت شـد و سـپس بـا رقـت                 سلول
هاي چسبيده از هم جدا شده و         درصد، سلول  025/0 تريپسين   5

 بـا   USSCهـاي    براي جلوگيري از ادغام سلول    . برداشت شدند 
CD34هاي   سلول

 دقيقـه  60-30، سوسپانسيون برداشت شده تا  +
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هاي اسـترومال مجـدداً بـه        رايط كشت انكوبه شد تا سلول     در ش 
  .ساز جدا شوند هاي خون كف پليت چسبيده و از سلول

  

   نتايج-3
ــازي  -3-1 ــل از جداس ــايج حاص ــي نت  بررس

CD34هاي  سلول
+ 

 13/31±3/10×106طــور متوســط   بــهUCBدر هــر نمونــه 
ــسته  ــلول ه ــيت(دار  س ــد ) لكوس ــمارش ش ــورد از 5از . ش  م

كه شـمارش لكوسـيتي مطلـوبي داشـت، لام خـون            هايي   نمونه
اي  هـاي تـك هـسته      محيطي تهيه و درصد و تعداد مطلق سلول       

ــه بــه. هــا محاســبه شــد آن ــا 100طــور متوســط  از هــر نمون    ت
 (Mononuclear Cell: MNC)اي   ميليون سلول تك هـسته 150

آميزي  اي زنده پس از رنگ     هاي تك هسته   ميزان سلول . جدا شد 
ها با اسـتفاده از لام    و شمارش آن(Trypan blue)لو با تريپان ب

CD34هاي   براي جداسازي سلول  .  درصد بود  97نئوبار، حدود   
+ 

 اسـتفاده شـد تـا حـداكثر خلـوص سـلولي             MACSاز سيستم   
هاي تـك    نوع ستون نيز براساس تعداد اوليه سلول      . حاصل شود 

 هـا  بعد از فرايند تخليص سـلولي، سـلول       . اي انتخاب شد   هسته
هاي زنده شده تعيـين و       درصد سلول . شستشو و شمارش شدند   

 ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي كه حاوي حـداقل         200سپس  
 سلول بود، براي بررسي ميزان خلـوص بـه آزمايـشگاه         20×104

هـا بعـد از      سـلول . فلوسايتومتري بيمارستان شريعتي منتقل شـد     
 موشـي  CD34 (R-Phycoerythrin: RPE)بادي  اتصال با آنتي

و انساني براي بررسي بـه دسـتگاه فلوسـيتومتري          ) كنترل منفي (
  ، حـدود   CD34پـس از انجـام فلوسـايتومتري بـا          . منتقل شـدند  

 (Marker)، نـشانگر    UCBهاي جدا شـده از        درصد سلول  97
CD34          پـس از جداسـازي     . دادنـد   را بر سـطح خـود بـروز مـي
CD34هـاي    سلول

سـط،  طـور متو   هـاي مطلـوب، بـه       از نمونـه   +
CD34سلول   806×103

 به ازاي هر نمونه جـدا شـد كـه ميـزان             +
CD34هاي   سلول

آميـزي تريپـان بلـو و بـا           پـس از رنـگ     ،ه زنـد  +

  . درصد تعيين شد98از لام نئوبار، حدود  استفاده
  

 جداسازي، تكثير و تعيـين خـصوصيات        -3-2
  USSCهاي  سلول

   آغاز شـد كـه      UCB نمونه   15 از   USSCهاي   كشت سلول 
هـاي   هـاي تخليـه شـده از سـلول         ها شامل سـلول    رد از آن   مو 5

CD34
دسـت    نمونه به  4 از   USSCهاي   در مجموع سلول  .  بود +

اي تام و يـك   هاي تك هسته   آمدند كه سه مورد مربوط به سلول      
CD34اي  هاي تك هسته  مورد مربوط به سلول   

.  تخليه شده بـود -
كدام  هفته كشت در محيط كشت اختصاصي، در هر        3-2بعد از   

ــاي  از فلاســك ــهUSSCه   طــور متوســط   استحــصال شــده، ب
صورت   تشكيل شده بودند كه به     USSCهاي    كلوني سلول  2-9

هاي مذكور بعد    كلوني). 1شكل(تك لايه تكثير پيدا كرده بودند       
  طـور روزمـره    هـاي مـازاد بـه      از شستشو و حذف ديگـر سـلول       

دست آمـده    تر به  هايي خالص   بار پاساژ داده شدند تا سلول      3-4
هاي چـسبده بـه كـف     هاي قرمز و پلاكت و در عين حال گلبول 
 در پاسـاژهاي اوليـه      USSCهـاي    سـلول . پليت از بـين برونـد     

كوچك، نامنظم با كشيدگي اندك بودند كه بـا افـزايش دفعـات             
تـر شـده و شـكل دوكـي          تـر و كـشيده     پاساژ بـه مـرور بـزرگ      

 محـيط كـشت     ).2شكل(فيبروبلاست مانندي را به خود گرفتند       
 محـيط   ،USSCهـاي     كلنـي  دست آوردن  بهمورد استفاده تا زمان     

 بـا  DMEM-Low glucoseكشت اختصاصي آن يعنـي محـيط   
FBS 10 ،ــازون و 10-7 درصـــد مـــول   ميلـــي2 مـــول دگزامتـ

اولتراگلوتامين بود ولي بعد از آن براي حفظ و نگهداري و پاسـاژ             
،  درصـد FBS 10 با DMEM-Low glucoseها از محيط  سلول

 بعـد از تـشكيل كلنـي مـورد          USSCهـاي    سـلول . استفاده شد 
هـا نـسبت بـه     ارزيابي فلوسايتومتري قرار گرفتند كه اين سـلول   

CD166  ،CD73  ،CD105  ،CD90  ،CD44     مثبت، نسبت به KDR 
(Kinase insert Domain Receptor)] FLK-1 (Fetal 

Liver Kinase 1) [     بيان مثبـت ضـعيف و نـسبت بـهCD117، 
CD34 كادهرين ،V (Cadherin V) 1نمودار ( منفي بودند .(  
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72  

         
  

         
  

         
  

         
  

، CD166ها نسبت به     اين سلول . افزار دركنار يكديگر آمده است     ؛ نمودار كنترل منفي و نمودار آزمون مورد بررسي از طريق نرم           USSCهاي    ايمونوفنوتيپ سلول  1نمودار  
CD73 ،CD105 ،CD90، CD44 مثبت، نسبت به KDR (FLK-1) بيان مثبت ضعيف و براي CD117 ،CD34 كادهرين ،Vمنفي هستند .  

  
تنـي    كينتيك و نتايج حاصـل از تكثيـر بـرون          -3-3

   در شرايط مختلف چهارگانهUCBهاي بنيادي  سلول
ها طي مدت سه هفتـه       ها و تزايد سلول    شمارش كلي سلول  
يي افـزايش داشـت و آثـار        صورت نما  در همه حالات كشت به    

ها در حالات مختلف وجود      مهاري محسوسي براي تزايد سلول    
ــت ــد از . نداشـ ــت   3بعـ ــد در حالـ ــداكثر تزايـ ــه، حـ  هفتـ

USSC+3Cyto+DBM) ــر89/489طــور متوســط  بــه و )  براب
)  برابـر  71/125طور متوسط    به (USSCحداقل تزايد در حالت     

هـا    كلي سـلول    تعداد .)2 و نمودار    4، شكل   2جدول  (ديده شد   
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 افزايش داشت كه اين افـزايش در        USSCهاي   روي لايه سلول  
تر بوده و در      محسوس USSC+DBM+3cytoبعدي   حالت سه 
 برابر تعـداد    44/63 برابر در مقابل     26/83( برابر   31/1هفته اول   

 برابـر   52/296( برابـر    33/1، در هفته دوم     )>05/0Pاوليه سلول، 

، و در هفته    )>05/0P اوليه سلول،     برابر تعداد  15/222در مقابل   
 بـود   USSC+3Cyto برابر بيشتر از حالت دوبعدي18/1سوم 

 برابــر تعــداد اوليــه ســلول، 75/414 برابــر در مقابــل 89/489(
05/0P<.(

  
ها در هـر پليـت       داد اوليه و پايه سلول    تع(صورت سه بار تكرار       به 3 و   2 و   1هاي   ساز در شرايط مختلف كشت در هفته       هاي خون   شمارش و ميزان تزايد سلول     2جدول  

  ) است2×103
  

  (Fold expansion)تزايد سلولي   104× تعداد سلول   
  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول  هفته سوم  هفته دوم  هفته اول  
  R1 31100  160000  262200  56/15  04/80  11/131  (+)لايه تغذيه كننده 

3Cyto) -(  R2 20100  174500  243800  08/10  25/87  94/121  
DBM) -(  R3 31100  186400  248100  57/16  22/93  09/124  
  X 7/0±81/2  3/1±36/17  1/1±14/25  8/2±07/14  6/6±83/86  8/4±71/125  

  R1 50700  251600  477500  35/25  80/125  76/238  )-(لايه تغذيه كننده 
3Cyto(+)   R2 63500  220400  452300  78/31  20/110  16/226  
DBM) -(  R3 52800  268100  534000  43/26  08/134  03/267  
  X 8/0±56/5  4/2±67/24  8/4±79/48  3/3±84/27  1/12±35/123  6/20±98/243  

  R1 100100  380700  831700  05/50  37/190  86/415  (+)لايه تغذيه كننده 
3Cyto(+)   R2 152000  503800  796400  03/76  97/251  23/398  
DBM) -(  R3 128500  466300  817800  25/64  15/233  92/408  
  X 8/2±68/12  7/4±03/45  3/2±95/81  8/13±44/63  7/31±15/225  3/12±75/414  

  R1 131000  534000  936500  52/65  00/267  26/468  (+)لايه تغذيه كننده 
3Cyto(+)   R2 198000  645600  948400  09/99  82/322  23/474  
DBM(+)   R3 162300  599500  1054400  19/81  78/299  20/527  
  X 3/3±65/16  8/5±30/59  6/5±97/97  1/17±26/83  9/24±52/296  48/32±89/489  

   R :تكرار  X :ميانگين  
  

 
  

  صورت سه بار تكرار  به3 و 2 و 1هاي  ساز در شرايط مختلف كشت در هفته  خونهاي تزايد سلولنمودار ستوني از كينتيك  2نمودار 
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74  

            
  

            
  

            
 

UCB-CD34ساز   هاي خون   با سلول  USSCهاي استرومال    كشتي سلول   نمايي از هم   ) ج - الف 4شكل  
كشتي بـا يكـديگر؛       هفته هم  3 و   2 بعد از    ) و -د هفته،   1 بعد از    +

CD34هاي  و تزايد سلول با توانايي بالايي تكثير USSCهاي  سلول
  . گرفته شده است10×، 5×هاي  يتصاوير با عدس. كنند  روز پشتيباني مي21-14 را طي +

  
 حاصل  LTC-ICني و   و  نتايج سنجش كل    -3-4

 در  UCBهـاي بنيـادي      تني سلول  از تكثير برون  
  شرايط مختلف كشت

ــد ســلولي حــالات دوبعــدي   ســلول هــاي حاصــل از تزاي
USSC+3Cyto  بعدي    و سهUSSC+3Cyto+DBM   در هفته 

ــد    ــده و بع ــل برداشــت ش ــق روش قب از اول، دوم و ســوم طب
شمارش، براي بررسي و سنجش كلوني در محيط كـشت متيـل            

ني حـاوي محـيط     ومحيط سـنجش كل ـ   . سلولوز كشت داده شد   
FBS (StemspanTm)    هـاي   ترتيـب نـسبت   بـه   درصد1و آگار

ــد 30 و20، 50 ــاري آن    درص ــرم تج ــه ف ــود ك  Methocultب
(Methocult H4434) (Stem Cell Technologies) ــام  ن

 از فاكتورهـاي رشـد      ليتر انوگرم در هر ميلي    ن 10داشته و حاوي    
GM-CSF ،IL-3، SCF و Epo 2U   است كه در ايـن مطالعـه 
اي  آگـار بـا ژلـه     .  استفاده شده است   (Methocult)از متوكالت   

را بـه   هـا    نيو كل ـ بعـدي و تـشكيل     تكثير سه كردن محيط اجازه    
پـس از شـمارش      براي اين منظور،     .دهد ساز مي  خونهاي   سلول
وسيلة  اضافه و به   Metocult محيط   ه سلول ب  103ميزان   ،سلولي

مخلــوط .  شــدصــورت معلــق درآورده  بــه(Vortex)ورتكــس 
 ، روز 14مـدت     بـه   چـاهكي  48 هـاي پليـت     چاهـك  در حاصل
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75  

و رطوبـت    CO2 درصد   5 با فشار    گراد  درجه سانتي  37انكوباتور  
 .شـدند هـا بررسـي      نيو كل ـ ، پس از زمان مقـرر     گرفت و قرار  بالا  
تجمعـات  ني و   وعنـوان كل ـ   ه سلول يا بيشتر ب    50ات حاوي   تجمع

ه و طبـق     تلقي شد  (Cluster)مجموعه  عنوان   ه سلول ب  50كمتراز  
ــاوين     ــت عن ــول، تح ــتاندارد و معم ــاي اس  CFU-GMمعياره

(Colony Forming Unit-Granulocyte/ Macrophage) ،
BFU-E (Burst Forming Unit- Erythroid) و CFU- GEMM 

(CFU-Granulocyte/ Erythroid/ Macrophage/ Megakaryocyte). 
  هـاي متـراكم و تيـره بـا قطـر بـيش از         كلنـي . بندي شـدند   طبقه

هاي بـا    ، كلوني CFU (CFU-mix)عنوان مخلوط    ليتر به   ميلي 1
هـاي    و كلوني  BFU/CFU-Eعنوان   رنگ قرمز آجري و گرد به     
. شـدند  ارزيـابي   CFU-GMعنـوان  بازتر و غيرمتراكم تيـره بـه  

ها كه در طول زمان افزايش نمايي        برخلاف شمارش كلي سلول   
ــوني CFCدارد،  ــداد كل ــل و تع ــد     ك ــه بع ــه دوم ب ــا از هفت   ه

ــاهش داشــت ــلول. ك ــراي س ــوني   ب ــده كل ــشكيل دهن ــاي ت   ه
(Colony Forming Cells: CFCs)  در همه حالات، حـداكثر 

 مشاهده شـد و بعـد از آن تعـداد كلـي             14 در روز    CFCتكثير  
  ).3جدول (ها شروع به افت نمود  كلني

  
CD34هاي    سلول 103هاي حاصل از      تعداد و نوع كلوني    3جدول  

كـشتي دو و   ر در شرايط همهاي مذكو صل از تزايد سلول   هاي حا  نخورده خون بند ناف و سلول       دست +
   هفته3سه بعدي طي مدت 

  

مجموع     روز
  ها لولس

CFC-C 
   سلول1000در هر 

BFU/CFU-E 
   سلول1000در هر 

CFU-GM 
   سلول1000در هر 

CFU-mix 
   سلول1000در هر 

USSC+ 3 Cytok 126800  48/2±3/22  8/0±1/9  8/0±9/11  3/0±3/1   روز7(هفته اول (  
DBM+USSC+ 3Cytok  166500  70/1±6/16  1/1±6/7  6/0±0/8  0/0±0/1  

USSC+ 3 Cytok  450300  71/1±3/38  3/1±4/11  3/2±3/25  4/0±6/1   روز14(هفته دوم (  
DBM+USSC+ 3 Cytok  593000  61/2±3/29  8/0±9/7  9/1±4/19  0/0±0/2  

USSC+ 3 Cytok  829500  19/4±3/27  7/0±3/6  1/2±7/17  4/0±3/1   روز21(هفته سوم (  
DBM+USSC+ 3 Cytok  979700  1/5±0/24  9/0±9/4  3/1±5/17  3/0±6/1  

  1/2±4/0  7/8±7/0  7/21±1/1  5/32±1/3  1000    فر روزص
  

 و CFU-GM (Amplification)خلاصـه تكثيـر   طـور   بـه 
BFU/CFU-E    تركيـب  .  بالاتر از بقيـه روزهـا بـود       14 در روز

CFC دهد كه بعد از هفته دوم كشت، در هر          وضوح نشان مي    به
هـاي    درصـد كلـوني    75بعدي، حدود    دو شرايط دوبعدي و سه    

كـه در روز صـفر        بودنـد، حـال آن     CFU-GMت آمـده    دس ـ به
وقتـي كـه    ). 3نمـودار   ( بيـشتر بـود      BFU/CFU-Eهاي   كلوني

بعـدي بـا     دسـت آمـده در حالـت سـه         هاي بـه   تعداد كلي سلول  
دار  هاي هسته  دوبعدي مقايسه شد، با توجه به تعداد بالاي سلول        

 و  CFC  ،CFU-GMبعـدي، تعـداد      مشاهده شده در حالت سه    
BFU/CFU-Eطــور مشخــصي در مقايــسه بــا حالــت   نيــز بــه

). 3جـدول   (دوبعدي بالاتر و در هر نقطه زمـاني مـشهود بـود             

هـاي   روز تخلـيص سـلول  (ها در روز صفر  LTC-ICتعداد كل   
CD34

 هفتـه هـم     3 كلوني بود كه بعد از       21حدود  ) UCB از   +
بعـدي،    در شـرايط دوبعـدي و سـه        USSCهاي   كشتي با سلول  

). 4جدول  (ين اين دو شرايط مشاهده نشد       اختلاف محسوسي ب  
ها توانسته بودند تا هفتـه       بعدي، سلول  در هر دوشرايط دو و سه     

 برابـر را در  14/1 و 19/1ترتيب، يـك تكثيـر    دوم هم كشتي، به  
 برابر را، نسبت به روز صفر در        85/1 و   04/2هفته اول و تكثير     

ت كـرده و  هفته دوم ايجاد كنند ولي در هفته سوم، اين رقـم اف ـ  
بـه  .  مقدار اوليه رسـيده بـود      8/0 به   LTC-ICهاي   حفظ سلول 

 فقـط قـادر بودنـد تـا دو هفتـه            USSCهـاي    اين ترتيب سلول  
ساز اوليه را در شرايط كشت آزمايشگاهي حفظ         هاي خون  سلول
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76  

  . سازي طولاني مدت بشوند كرده و باعث ايجاد خون
  

  
  

  
  

هـاي   بعدي سـلول   كشتي سه   هم هاي مختلف حاصل از     نسبت كلوني  3نمودار  
CD34

  )ب( 14 و روز )الف( نمونه خون بند ناف در روز صفر USSC و +
  
هـاي تكثيـر يافتـه       هاي حاصل از سنجش كلوني سلول       تعداد كلوني  4جدول  

 هفتـه كـشت در شـرايط    5بعـدي بعـد از     روز در شرايط دو و سه     21مدت   به
LTC-IC.  

  
  28روز   14روز   7روز   روز صفر  

USSC+ 
3Cytok  48/2±6/21  71/2±3/25  1/4±6/43  81/1±4/14  

DBM+USSC+ 
3Cytok  48/2±6/21  90/1±1/24  3/5±4/39  37/1±2/12  

  
CD34هـاي    بررسي فلوسايتومتري درصد سـلول    

، كـاهش   +
   چــه در حالــت USSCمحــسوسي در شــرايط هــم كــشتي بــا 

  

طوري كه در روز هفـتم       به. بعدي مشاهده شد   دوبعدي و چه سه   
 درصـد، در    1/35 درصـد و     9/38ترتيـب بـه      ها به   سلول درصد

 درصـد و در هفتـه سـوم بـه           7/12 درصد و    5/15هفته دوم به    
 درصـد افـت كـرد كـه در مقايـسه ايـن دو               7/7درصد و    07/11

CD34هاي   حالت، افت درصد سلول   
بعدي بيـشتر     در شرايط سه   +

توان بـه ترشـح سـطح     بود كه توضيح اين مسئله را تا حدودي مي  
  ، GM-CSFبــالايي از فاكتورهــاي تمــايزي رده ميلوييــدي مثــل 

M-CSF  ،IL-6  ،IL-11  ،SCF همچنين ترشـح   ]. 26[سبت داد    ن
CD34 وUSSC توســط هــر دو ســلول IL-1Bفــاكتور 

 باعــث +
شـود    مـي  USSCهاي    توسط سلول  G-CSFافزايش شديد توليد    

CD34هاي  اي در سلول كه منجر به تمايز مختص رده
  .شود  مي+

  
) كاريوتايـپ ( نتايج بررسي سـيتوژنتيك      -3-5

CD34هاي   سلول
 قبل و بعد از سـه هفتـه هـم           +

  USSCهاي  كشتي با سلول
  هــا بــه آزمايــشگاه ســيتوژنتيك  بــراي ايــن منظــور ســلول

نژاد منتقل و طبق برنامه كاري استاندارد آزمايـشگاه          دكتر كريمي 
ح نتايج نشان دهنده آن بـود كـه بـا وجـود سـط             . بررسي شدند 

بعـدي و در حـضور       بالايي از تزايد در حالات دوبعـدي و سـه         
  هـا فـرم طبيعـي خـود         هاي تزايدي، كاريوتايپ سـلول     سيتوكين

آنوپلوئيـــدي [را حفـــظ نمـــوده و هـــيچ ناهنجـــاري كمـــي 
(Aneuploidy) [ ــوزوم ــي در كروم ــشد  و كيف ــشاهده ن ــا م . ه
هــا نــشان داد كــه ادغــام كرومــوزومي نيــز بــين   همچنــين داده

ــدة هــ ســلول ــه كنن   ســاز  هــاي خــون  و ســلولUSSCاي تغذي
هـاي بنيـادي نتيجـه بـدخيم شـدن           وجود نداشته و تكثير سلول    

 و آميخته شدن سلولي نيست      UCBساز   هاي بنيادي خون   سلول
دور از هرگونـه ناهنجـاري       صورت سالم و به    ها به  و تزايد سلول  

ژنــومي اوليــه و ثانويــه بــه تزايــد اســت و در اســتفاده از ايــن 
وجـود نخواهـد آمـد       هاي تكثير شده مـشكل خاصـي بـه         لولس
  .)5شكل (

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

1-
30

 ]
 

                            14 / 19

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-8162-en.html


  1389 پاييز 3  شماره13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

77  

  
  

  
  

نـاف در   هاي در حال تكثيـر خـون بنـد     كاريوتيپ تهيه شده از سلول  5 شكل
 كاريوتيپ سلولي قبل    )الف ؛USSCي  يهاي استروما  كشتي با سلول   شرايط هم 

ي هـا  كشتي بـا سـلول      روز هم  21 كاريوتيپ سلولي بعد از      )بكشتي و    از هم 
USSC   در هـر    طور كه مشخص است    نهماهاي تزايدي؛    ين در حضور سيتوك 

 و  اسـت  طبيعيهاي    مشابه سلول   و  عدد 46ها    تعداد كروموزوم  دو كاريوتيپ، 
سـاز و    هـاي خـون     سلولي بين سـلول    آميختگيگونه   اين بيانگر آنست كه هيچ    

ر  و شـرايط تكثيـري مـورد مطالعـه آثـا     ي رخ نداده اسـت    يهاي استروما  سلول
  .سيتوژنتيكي مشخصي را ايجاد نكرده است

  

  بحث -4
هـاي   سـاز نابـالغ، سـلول    هـاي خـون   يك منبع توانا از سـلول  

CD34
تواننـد از منـابع مختلـف ايزولـه          ها مي  اين سلول .  هستند +

يكـي از ايـن     . شده و در مسيرهاي تمايزي متفاوت افزايش يابنـد        
رد دارد كـه بـه   اين منبع بـراي بيمـاراني كـارب       .  است UCBمنابع،  

. هاي مناسب مغز استخوان در اختيار ندارنـد        دلايل مختلف، دهنده  
 اين است كه تنهـا يـك شـانس بـراي            UCBيك مسئله در پيوند     

آوري نمونه در دست است و اين امـر موجـب محـدوديت              جمع
آميز محدود   شود، در نتيجه پيوند موفقيت     حجم و تعداد سلول مي    
 و  67،  100ترتيـب    بـه ]. 17[شود   ن مي وز به كودكان و بيماران كم    

دار براي   هاي هسته  ، ميزان كافي سلول   UCB درصد واحدهاي    25
ازديـاد  .  كيلوگرم را دارا هستند    60 و   35،  10پيوند بيماران با وزن     

هاي بنيـادي بـراي رسـيدن بـه يـك دوز درمـاني               جمعيت سلول 

 منبع را   مناسب پيوند بالغين سودمند بوده و احتمال استفاده از اين         
هاي مورد نيـاز بـراي        حداقل دوز سلول   ].26،  7[دهد   افزايش مي 

يـا    سلول تك هـسته اي در هـر كيلـوگرم          7/3× 107 يك فرد بالغ  
106×5/3 CD34

  در حــالي كــه تعــداد . در هــر كيلــوگرم اســت +
 ـ UCBهاي شمارش شـده در نمونـه         كل سلول   طـور متوسـط    ه ب

سـاز   هـاي خـون    سـلول  براي پيونـد     بنابراين ،]17[ است   11×108
UCB          هـا در محـيط    ايـن سـلول   تـا  به بيمـاران بـالغ لازم اسـت 

هاي مختلـف و در شـرايط مختلـف           توسط سيتوكين  آزمايشگاهي
اي  كـه قابليـت پيونـد و چنـدقوه         كشت تكثير پيدا كنند، بدون اين     

 در درمـان    UCBهـاي    پيونـد سـلول    .ها تغيير پيـدا كنـد      بودن آن 
ــاري ــل لوسـ ـ  بيم ــوني مث ــاي خ ــمي (Leukemia)مي ه ، تالاس

(Thalasemia)ــم ــانكوني    و ك ــوني ف  (Fanconi Anemia)خ
هاي متابوليكي مثـل     بيشترين كاربرد را داشته ولي در درمان بيماري       

  (Crab) و بيمـاري كـراب  (Hurler Syndrome)نشانگان هورلر 
 ناشي از نقص سنتز ميلين در اثر نقـص كلـي            سيستم عصبي بيماري  [

هاي  ، بيماري ](Galactocerebrosidase)سربروسيداز  آنزيم گالاكتو 
، CVA (Cerebrovascular Disease) مثـــل سيـــستم عـــصبي

 عروقي، كبـدي و ديابـت نيـز         -هاي قلبي  ضايعات نخاعي، بيماري  
مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه و بــراي درمــان يــا كــاهش عــوارض 

 و پاركينـــسون (Alzheimer’s)هـــايي مثـــل آلزايمـــر  بيمـــاري
(Parkinson’s)نيز در حال بررسي و مطالعات باليني است  .  

 كنش برهم با استرومايي   مغذي و پشتيبان  هاي   حضور سلول 
 غلظـت بـالاتر     بـا ايجـاد    و نيـز     سـاز  هـاي خـون    سلول با   ها آن

ــه   ــد اولي ــاي رش ــثفاكتوره ــوزايي  باع ــظ خــواص خودن  حف
هاي بيش از     در غلظت  .]15[شود   ميساز    خون هاي بنيادي  سلول

دار افزايش و    هاي هسته  ليتر، ازدياد سلول   لول در هر ميلي    س 105
رسد  يابد و در روز هفتم به ميزان ثابت مي         سازها كاهش مي   پيش

ليتـر موجـب      سلول در هـر ميلـي      1-5×104ت سلولي   ولي غلظ 
شود براي شـروع   گرچه گفته مي . شود سطح بالاتري از تزايد مي    

از فوايـد اساسـي     تزايد سلولي وجود سرم لازم است ولي يكي         
حيط فاقد سـرم، عـدم حـضور سـرم جنـين گـاوي         استفاده از م  

(FBS)   هاي حيواني است كه احتمال عفونـت و          و بقيه فراورده
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همچنين حـضور مهارگرهـاي ديگـري       . برد حساسيت را بالا مي   
ــل   و TNF-α (Tumor Necrosis Factor-alpha)مثــ

، FBS در GM-CSF و IL-3فاكتورهــــاي تمــــايزي مثــــل 
CD34هـاي    سازي را مهـار و جمعيـت سـلول         نخو

 را كـاهش    +
CD34هاي بالغ و     سلول. دهد مي

 توليد شده در طول كشت نيـز    -
  ].16[كنند  هاي بنيادي را مهار مي تزايد سلول
هـاي مزانـشيمال      در مقايـسه بـا سـلول       USSCهاي   سلول
ــومراز  ــدتري (Mesenchymal Telomerase Cells)تل  بلن

 هـا  ت بالاي تكثير و تزايد آن     مكن است ظرفي  دارند كه اين امر م    
هاي مزانشيمي مشتق از مغز اسـتخوان تـا          سلول. را توضيح دهد  

 متفاوت بوده ولي با ايـن وجـود         USSCهاي   حدودي با سلول  
 قدرت توليـد    USSCهاي   سلول. مشتركات فراواني با هم دارند    

 تحريـك   USSCهـاي    سلول. ها را نيز دارد    تعدادي از سيتوكين  
هـاي   ده درحالت طبيعي قادر بـه توليـد مـشخص سـيتوكين           نش

CSF ،LIF (Leukemia Inhibitory Factor) ،TGF-1β 
(Transforming Growth Factor-1 beta) ،M-CSF ،

GM-CSF ،VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ،
IL-1β  ،IL-6  ،IL-8  ،IL-11  ،IL-12  ،IL-15  ،SDF-1α 

(Stromal Derived Factor-1 alpha) 26[ هستند.[ 

مسئله مساحت يا سطح كشت مربوط به سيـستم دكـستر و            
ساز بـه   هاي سوسپانسون خون هاي استرومال بوده و سلول   سلول

دليل معلق بودنشان چندان وابسته به سطح و مساحت پليت يـا            
   تايي بـا قطـر چاهـك        48براي مثال يك پليت     . فلاسك نيستند 

متـر مربـع دارد و        ميلـي  04/113ر بـا    متر، مساحتي براب    ميلي 12
صـورت تـك لايـه رشـد كـرده و            هاي استرومال نيـز بـه      سلول
از طرفي ديگر؛ افزايش    . تواند سطحي بالاتر را پوشش بدهد      نمي

هاي استرومال و افـزايش سـطح پوشـيده شـده بـا              تعداد سلول 
استرومال آثار حمايتي بيشتري را بـراي كـشت طـولاني مـدت             

ر اينجاست كه براي افـزايش نـسبت سـطح بـه            د. كند ايجاد مي 
هـر گـرم    ]. 23[شـود    بعدي مطـرح مـي     حجم، مسئله كشت سه   

  حـدود  ) اسـتخوان اسـفنجي   (استخوان خـشك مغـز اسـتخوان        
هـاي   متر مربع سطح دارد كـه تـاكنون بهتـرين نمونـه             سانتي 80

متـر    سـانتي  50مصنوعي سازگار زيستي نتوانسته است به سطح        
ايط كشت معمولي، استفاده از سيستم كـشت  در شر. برسد مربع  
هـا بـراي     بعدي با تخلخل بالا چندان مقدور نيست و سـلول          سه
بعدي نيز نفوذ كرده و      كه بتوانند به درون حفرات سيستم سه       اين

ها استفاده كنند به فشار كمپرسـي بـالاتر،          از سطح موجود در آن    
هاي حـساس و در حقيقـت بـه يـك            سيستم درجريان، شاخص  

در اين مطالعـه بـراي      ]. 22[ نياز دارند    (Bioreactor)وراكتور  بي
 DBMافزايش سـطح در شـرايط معمـولي كـشت از داربـست              

عمده مصرف اين   . استفاده شد كه منشأ آن استخوان انسان است       
داربــست بــراي تــرميم ضــايعات اســتخوان، مــشكلات فــك و 

د، هاي دندان بوده و به دليل سـاختار اسـتخواني كـه دار         جراحي
ايـن  . سازگاري و پيوندپذيري بالايي را در محل ضـايعات دارد         

ها و اشكال مختلـف نـامنظم سـاخته شـده و             داربست در اندازه  
متر مربـع     ميلي 35 درصد و سطح حدود      40 -30داراي تخلخل   

-1هاي مورد مطالعه در اين تحقيق حدود         اندازه داربست . است
 كه با احتـساب قطـر       ها كروي نامنظم بود    متر و شكل آن     ميلي 5

توان مـساحت كـره معـادل آن را حـدود            متر، مي   ميلي 3متوسط  
تخمين زد  ) π2r4=4×52/1×14/3=26/28(متر مربع     ميلي 26/28

متـر    ميلي 15/38 درصد، مساحت    35و به دليل تخلخل متوسط      
حـال اگـر در     . را به آن نسبت داد    ) 26/28+89/9=15/38(مربع  

 عدد از آن را در نظـر       20، معادل    چاهكي، دو لايه   48يك پليت   
ــه    ــشت ب ــطح ك ــيم، س ــته باش ــي06/876داش ــع    ميل ــر مرب مت

 برابــر ميــزان اوليــه 75/7يــا )] 15/38×20+(04/113=06/876[
طوري كه اشاره شد، به دليـل عـدم          همان. افزايش خواهد يافت  

هـاي اسـترومال و    كـدام از سـلول     وجود سيستم در جريان، هيچ    
ت نفوذ نكرده و در حقيقت يك سـطح         ساز به درون حفرا    خون

  شــود كــه معــادل   درصــد روي داربــست ايجــاد مــي30تلاقــي 
ساز نيز بـه     هاي خون   برابر سطح اوليه خواهد بود و سلول       58/2

  جـا   دليل معلـق بودنـشان بـه تـه پليـت رسـوب كـرده و در آن                
  يابنـد، در نتيجـه در ايـن سـطح كـشت ايجـاد شـده،                 تكثير مي 

كـنش سـلولي     ومال قـادر بـه ايجـاد بـرهم        هاي استر  همه سلول 
  مثـل  [مستقيم نبـوده و اغلـب بـا توليـد فاكتورهـاي پـاراكرين               
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IL-1 ،IL-3 ،IL-4 ،IL-6 گيرنــده ،IL-7 ،LIF ،SDF-1 ،BMP-4   
(Bone Morphogenetic Protein 4)  ليگانـد ،FLt3 ،SCF ،

G-CSF ،GM-CSF ،M-CSF ،OSM (Oncostatin M) گيرنـده ، 
Trf (Transferin) گيرنــــده ،PDGF (Platelet Derived 

Growth Factor) گيرنــده ،IFN-γ (Interferon-gamma) ،
] FGF (Fibroblast Growth Factor)، گيرنده TNFگيرنده 

هاي استرومال   كنند ولي سلول   سازي خود را اعمال مي     آثار خون 
هــاي پليــت و داربــست، از طريــق ايجــاد مــسير  كــف و كنــاره

ــام ــل  پيـ ــين سـ ــي بـ ــروتئيندهـ ــد پـ ــاي  ولي، توليـ  ECMهـ
(Extracellular Matrix)] هـاي   مثل كلاژنI ،II ،III ،IV.V ،

VI   فيبرونكتين ،(Fibronectin)   لامينين ،(Laminin)  ويمنتين ،
(Vimentin) هيالورونـــات ،(Hyaluronate) پروتئوگليكـــان ،

(Proteoglycan)[ ــاراكرين و مولكــول ــاي پ ــد فاكتوره ــاي  ، تولي ه
، VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule)ل مث(اتصالي 

ICAM-1,2,3 (Inter-Cellular Adhesion Molecule) ،
LFA1,3 (Lymphocyte Function-associated Antigen) ،

VLA (Very Late Antigen) ،L-sel (L-Selectin) ،

NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) ،HCAM 
(Homing-associated Cell Adhesion Molecule)، 

ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule)، 
VEGF (    هاي  جايي كه سلول   از آن . نمايند آثار خود را اعمال مي

تواننـد   استرومال در شرايط كشت تفكيك شده با غـشا نيـز مـي           
سازي خود را اعمال كننـد، بنـابراين نقـش عوامـل        اثرهاي خون 
  ].15[مل تماسي است ها بيشتر از عوا همورال آن

  

 تشكر و قدرداني -5
گـروه  نامـه كارشناسـي ارشـد        اين تحقيق مستخرج از پايان    

هماتولوژي بوده و بخشي از آن با حمايت مالي دانشكده علـوم            
ايـن   همچنـين    .پزشكي دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است      

 حمايــت مــالي ســازمان انتقــال خــون ايــران و ســتاد ازپــروژه 
از  نويسندگان   . است برخوردار شده   نيز يادي كشور هاي بن  سلول

جناب آقاي دكتر علي مقدم، مركز تحقيقات خون و انكولـوژي           
  .بيمارستان شريعتي، نيز سپاسگزاري مي نمايند
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