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   شيافزا از استفاده با +CD34 ناف بند خونساز ياديبن يها سلول تيجمع شيافزا
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  هچكيد
  سابقه و هدف 

 اما ند،يآ يم حساب به خونساز ياديبن يها سلول منابع نيارزشمندتر از يکي ،ناف بند خونساز ياديبن يها سلول
 مشـکل  بـا  بزرگسـالان  اسـتخوان  مغز ونديپ موارد در را ها آن از يريگ بهرهها،  اين سلول  يناکاف تعداد متاسفانه
 شـگاه يآزما طيمح در ها سلول نيا اديازد مشکل، نيا بر غلبه يبرا موجود يکردهايرو از يکي. سازد يم مواجه
 ـفعال يالقـا  در HOXB4 نيپروتئ يقو اثرات از يحاک ،يموش يها مدل در فراوان هاي همطالع. است  خـود  تي
 در نيپروتئ نيا انيب شيافزا با تا است شده يسع مطالعه نيا در. است موش خونساز ياديبن يها سلول يريتکث

  .شود غلبه ناف بند خونساز ياديبن يها سلول اندک تعداد مشکل بر ،ناف بند خونساز ياديبن يها سلول
  ها روش مواد و

 ـله ويناف به وس خونساز بند ياديبن يها سلولدر يك مطالعه بنيادي ـ كاربردي،    ـ يهـا  روسي ژن  يحـاو  يلنت
HOXB4 شگاه کشـت داده شـدند، در   يط آزمايروز در مح ۸ها به مدت  ن سلوليسپس ا. ، ترانس داکت شدند

قرار گرفت و پـس از آن بـا    يابيمورد ارز RT-PCRتوسط  HOXB4 ان ژنيب ،ها ن سلوليطول دوران کشت ا
 ـبن يها ک شاخص سلوليکه  +CD34 يمارکر سطح يبه بررس فلوسيتومترياز آزمون  يريگ بهره خونسـاز   يادي
  .پرداخته شد است
  ها يافته
ت يش جمعيدر افزا HOXB4 ان ژنيب يفزون ريدهنده تاث نشان ،خونساز ياديبن يها در سلول يپيفنوت يها يبررس
  . شگاه بوديط آزمايها در مح ن سلولياد ايازد يط ، +CD34خونساز  ياديبن يها سلول

  ينتيجه گير 
 يهـا  ش قابل توجه تعداد سـلول يموجب افزا ،خونساز بند ناف ياديبن يها در سلول HOXB4ان ژن يش بيافزا

CD34+ يکردهـا يخونسـاز بنـد نـاف در رو    ياديبن يها تواند در غلبه بر تعداد کم سلول ين ميشود و بنابرا يم 
  .ثر باشدؤار ميبس يدرمان
 ويروس انساني، لنتي  HOXB4پروتئين  ،هاي بنيادي خونساز سلول :ات كليديكلم
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   مقدمه 
ساله شمار زيادي از بيماران در سرتاسـر جهـان بـه    هر     

از بـه پيونـد   يخود ن يمارياي براي درمان ب صورت گسترده
بخـش   نجـات  و ياتي ـک درمـان ح يمغز استخوان به عنوان 

خونسـاز،   يادي ـبن يهـا  ن منـابع سـلول  يبهتر از يکي. دارند
کـه بـه خـاطر     خونساز بند نـاف هسـتند   ياديبن يها سلول
دسترسي، فقدان خطـر   جمله سهولت تهيه و اد ازيز يايمزا

تولرانس،  يت بالا جهت القايبراي مادران اهداکننده، حساس
و در  يسـطح  HLA يهـا  ژن يها و آنت ژن يآلوآنت بودن نييپا
 ـ بالا ياز به سازگاريجه عدم نينت بـه   ،رنـده ين دهنـده و گ يب

را معطـوف خـود    يتوجه بخـش درمـان   يشکل روز افزون
 يادي ـبن يهـا  متاسفانه تعداد محدود سلول اما. )۱(اند ساخته

ن منبع با ارزش يا يريکارگه ب ،خون بند ناف يها در نمونه
وند مغز استخوان بزرگسـالان نـاتوان   يدرمان پ را در يسلول

 ـغلبه بـر ا  يموجود برا يکارها راه از يکي. ساخته است ن ي
ط يخونساز بند ناف در مح ياديبن يها سلول اديمشکل، ازد

 يالقـا . باشـد  يم ـ) Ex vivo expansion of HSCs(شگاهيآزما
 يادي ـبن يهـا  سـلول  يد شوندگيت خود تجديمطلوب فعال

 ـش شرط ازديپ ،خونساز ازمنـد  ي، لـذا مـا ن  اسـت  هـا  آن ادي
ت ي ـم که شاهد فعاليهست ياز عوامل متعدد يشناخت درست

  . باشند ها  ن سلوليا يريخود تکث
 ـز يسمت تمـا م سلول در جهت رفتن به يتصم     ا خـود  ي
 ييهـا  گناليبـه س ـ  يبستگ ياديبه مقدار ز ،يد شوندگيتجد

. كنـد  مـي افت يا داخل دري ط خارج ويدارد که سلول از مح
ر و رشـد  ياوقات سلول را وادار به تکث يها گاه گنالين سيا

ــو  SCF رشــد از جملــه ينــد ماننــد فاکتورهــاينما يمــ ا ي
از  يا و در پــاره HOXB4از جملــه  يســيرونو يفاکتورهــا
 ـو  TNF-α ماننـد  ؛خواهند داشـت  يمهار يها موارد نقش  اي

TGF-b )۲( .  از بين فاکتورهاي رونويسي که اهميت بسـيار
هـاي   تـوان بـه ژن   مي ،يت خود تکثيري دارندلزيادي در فعا

 داراي چهار دسـته  HOXهاي  ژن. اشاره کرد HOXخانواده 
A  ،B  ،C  وD ۱۳هـا داراي   هستند و هر يک از اين دسته 

،  A  ،Bهاي  چندين عضو از دسته. )۳، ۴(باشند پارالوگ مي
C  وD بيـان . شـوند  هاي بنيادي خونساز بيان مـي  در سلول 
محـدود   بيشـتر  ،هاي مهم مرتبط با فعاليت خود تکثيري ژن
  و بيان آن  است -CD38و  +CD34هاي بنيادي اوليه  سلول به

الگـوي  . خواهد شـد  تر دچار تنظيم منفي هاي بالغ در سلول
کننده اين موضـوع اسـت کـه     پيشنهاد،  HOXهاي  بيان ژن
 ايفـاي نقـش   ،هاي بنيادي اوليه خونساز ها در سلول اين ژن

 متصل DNAکه به  HOXرونويسي  فاکتورهاي. )۵(کنند مي
چنـين در بلـوغ    نقش مهمي در بلوغ جنين و هم ،شوند مي

هم در دوران قبل از تولد و هم در دوران  خونسازيسيستم 
ــد  ــس از تول ــد پ ــاي ژن. )۵، ۶(دارن ــوق در  ه ــي ف  بررس

و تمايز و تعهـد   يريت خود تکثيقبيل فعال از هايي مکانيسم
  . )۷-۹(کنند نقشي مهم بازي مي ،به يک رده خاص

از بين فاکتورهاي رونويسـي   HOXB4 رونويسي فاکتور    
هاي  اد سلوليبيشترين توجه را در زمينه ازد، HOX خانواده 

ايـن موضـوع   . بنيادي خونساز به خود جلـب کـرده اسـت   
هاي منحصر به فرد اين فاکتور رونويسـي   مربوط به ويژگي

لکـولي عملکـرد   ومکانيسـم دقيـق م   ،با اين وجود. باشد مي
HOXB4 کند هاي نابالغ عمل مي که چطور در سلول و اين، 

از  رسد ولي به نظر مي. نشده استهنوز به خوبي مشخص 
در تنظـيم   ،هاي کليدي لکولوطريق تحت تاثير قرار دادن م

هـاي کليـدي    لکـول ود و بيـان م ينما عمل مي سيکل سلولي
 .دهد ها را تغيير مي ثر در فعاليت خود تکثيري اين سلولؤم

و  Wntهـاي مسـير    لکولوبراي مثال موجب افزايش بيان م
Notch هاي بنيادي  هاي پيوندي سلول مدلدر . )۱۰(شود مي
با کمک وکتورهاي رتروويروسـي    HOXB4که ژن  موشي

به طور قابل توجهي  ها دچار افزايش بيان شده است، آن در
ها در گيرنـدگان اوليـه و    قابليت قدرت بازسازي اين سلول

ز اهميت يذکر اين نکته حا. )۱۱(يابد ثانويه پيوند افزايش مي
 HOXB4با کمک  خونساز ياديبن يها اد سلولياست که ازد

از بـدن بـه   ي ـيابـد کـه ن   در داخل بدن تا زمـاني ادامـه مـي   
خونساز مرتفع شـود و انـدازه حوضـچه     ياديبن يها سلول
ن يبنـابرا . در آيد يعيخونساز به حالت طب ياديبن يها سلول
ــزا ــروتئيــش بياف ــا در ســلول HOXB4ن يان پ ــبن يه  يادي

هاي تنظيمـي سـلول    مسموجب مختل شدن مکاني ،خونساز
شـوند،   خونسـازي در حالـت پايـا مـي     که منجر بـه حفـظ  

ايـن   ،که تاکنون انجام شده است هايي هدر مطالع. گردد نمي
کـه فعاليـت خـود     رغم ايـن  علي HOXB4افزايش بيان ژن 
دهد اما  ها را به طور قابل توجهي افزايش مي تکثيري سلول

افسـار گسـيخته    و تکثير يخون شناخت  يگونه ناهنجار هيچ
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هـاي بنيـادي    به بدخيمي را در گيرندگان پيوند سلول يمنته
انـد، ايجـاد نکـرده     بـوده  HOXB4که داراي افـزايش بيـان   

هـاي   تمـايز سـلول   ،از سوي ديگر بيان ايـن ژن . )۱۲(است
هاي خوني مختلف را مختل نخواهـد کـرد و    رده بنيادي به

ن يچن ـ هـم . پـذيرد  هاي خوني صورت مي تمايز به همه رده
هايي بوده  افزايش توانايي خود تکثيري همراه با حفظ سلول

انـد و توانـايي    است که حالت بنيادي خـود را حفـظ کـرده   
يـد ايـن نکتـه    ؤهاي مختلف خوني خود م تشکيل کلني رده

هايي با توانايي حفظ شـده خـود    باشد، اين چنين سلول مي
بسـيار   تکثيري در فرآيند پيوند مغز استخوان و ژن درمـاني 

بــه عــلاوه ايــن فــاکتور  .)۸، ۱۳(دنباشــ ز اهميــت مــييحــا
که توانـايي خـود    هاي اوليه موجب تکثير سلول ،رونويسي

هـاي مختلـف را دارنـد،     و توانايي تمايز به رده تکثيري بالا
خواهد شد که براي مقاصد درماني به خصـوص در مـورد   

ز اهميــت يپيونــد مغــز اســتخوان و ژن درمــاني بســيار حــا
  HOXB4کنند که ها پيشنهاد مي در مجموع اين يافته. ندهست
تحريـک   چنان به عنوان يک رويکرد بـديع در  تواند هم مي

هاي بنيادي خونساز و فعاليـت خـود تکثيـري     رشد سلول
  .ها عمل نمايد آن

خونساز از منشـاء بنـد    ياديبن يها که سلول ييجا از آن    
را به خود جلـب   ياديار زير توجه بسياخ يها ناف در سال

 ـآمطالعه با هدف پاسخ بـه ايـن سـؤال كـه     ن يا ،اند کرده ا ي
 يروسيو يلنت يبا استفاده از وکتورها HOXB4ان يش بيافزا

تواند با بالا بـردن   يخونساز بند ناف م ياديبن يها در سلول
 ـو ازد يري ـت خـود تکث يزان فعاليم  يادي ـبن يهـا  اد سـلول ي

 يادي ـبن يهـا  خونساز بند ناف، مشکل تعداد محدود سلول
 ـسازد  ميناف برطرف  خون بند يخونساز را در واحدها ا ي

  .انجام شد ،ريخ
  

   ها روشمواد و 
  :هاي بنيادي خونساز آوري نمونه و جداسازي سلول جمع
، انجام شـد  يکاربرد -يادين مطالعه که به شکل بنيدر ا    

مصـوب   يها ناف بر اساس روشواحد خون بند  ۳۰تعداد 
مارسـتان  يت مـدرس از ب يدانشگاه ترب يپزشک ته اخلاقيکم
 ـاز هر  ،يريگ ن نمونهيدر ح. شدند يآور جمع يعتيشر ک ي

بـه   يهـا  نمونـه . گرفته شد كتبي نامه تياز افراد جامعه رضا

. گرفتنـد  قـرار  يدست آمده به صورت جداگانه مورد بررس
بند ناف به دسـت آمـده در   ، خون يدر مرحله اول جداساز

ل اسـتارچ مخلـوط   ي ـات يدروکسيبا ه،  mL ۵۰ يها فالکون
شـد کـه    ياتاق نگهـدار  يساعت در دما ۲و به مدت  هشد
 يا تک هسـته  يها سلول ين موضوع به سهولت جداسازيا

پـس از اتمـام مـدت زمـان     . کـرد  يخون بند ناف کمک م ـ
 متراکم نسبتاًن توده ييدر پا .شد ل يدو فاز تشک ،ونيانکوباس
تـک   يهـا  قرمز و در بالا پلاسما همراه با سلول يها گلبول
 گلبـول قرمـز قـرار    يخون بند ناف و مقـدار کم ـ  يا هسته
تک  يها ه سلوليلا ين مرحله جهت جداسازيدر ا. گرفت
 يـي رو طير عناصـر خـون بنـد نـاف، مح ـ    ياز سـا  يا هسته

ــانتر ــاو   يفيس ــه ح ــل از آن ک ــوب حاص ــده و رس   يوژ ش
گلبـول قرمـز از    يهمـراه بـا قـدر    يا تک هسته ياه سلول

کول منتقـل شـد و دوبـاره    يفـا  يبـه رو  بـود، مرحله قبـل  
تـک   يهـا  ه سلوليوژ، لايفيپس از سانتر. گرديدوژ يفيسانتر
ه تک يلا نيا. کول قرار گرفتيفا ييدر قسمت بالا اي هسته
 يادي ـبن يهـا  سـلول  يجدا شـده جهـت جداسـاز    يا هسته

نشاندار شده با مگنت کـه   يها يباد يبا آنت +CD34 خونساز
و  ه شـده بودنـد، مجـاور شـد    يهت )آلمان(بيوتك شرکت از

بيوتـك،  (  LS separationيهـا  سپس بـا اسـتفاده از سـتون   
  .شدند جدا) آلمان

 IMDM )Iscove'sط يمحــ جــدا شــده در يهــا ســلول    

Modified Dulbecco's Media( ۱۰ يحاو %FBS ب ي ـو ترک
) SCF(شـامل )  هي ـکننده اول عمل يها نيتوکايسا(ينيتوکايسا

ng/mL Stem Cell Factor ۱۰۰  ،ng/mL ۱۰۰ )FLT-3L (
FMS-like   Tyrosine  kinase  3  Ligand  ، )Tpo(  

ng/mL  ۵۰Thrombopoietin   ،ng/mL IL-6  ۳۰ وng/mL  
۳۰ IL-3 کشت داده شدند.  
  

  :پلاسميدهاي ويروسي
کـه  SF91-HOXB4-IRES-Venus يروس ـيوکتـور رتروو     

HOXB4 ن فلورسانس يرا همراه با پروتئVenus    بـه عنـوان
از  امزيليد ويويکرد، توسط دکتر د يان ميمارکر فلورسانس ب
مارستان کودکان بوسـتون  يب يو انکولوژ يبخش هماتولوژ

 ـا. هاروارد به مـا اهـدا شـد    ياديبن يها سلول سسهؤو م ن ي
ــور رترو ــيوکت ــرا يروس ــهت يســپس ب ــردن قســمت ي ه ک
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. مورد استفاده قرار گرفت HOXB4ن يپروتئ (CDS)کدکننده
،  HOXB4ژن  ياختصاصآغازگرهاي و  PCRابتدا با آزمون 

ــده   ــه کدکنن ــود قطع ــحت وج ــل  HOXB4 ژن ص در داخ
سپس بـا اسـتفاده از دو   . قرار گرفت يد مورد بررسيپلاسم

 XhoIم يآنز و دست ه فرايدر ناح NotIم محدود کننده يآنز
، اقدام به  HOXB4-IRES-Venusدست قطعه  ه فرويدر ناح

از وکتــــور  HOXB4-IRES-Venus برداشــــت قطعــــه 
ــيرتروو ــون و يروسـ ــاز کلـ  ــ يسـ ــور لنتـ  يآن در وکتـ

دهنده ژن که از  به عنوان وکتور انتقال pLEX-MSCيروسيو
جـه  يدر نت. ميه شـده بـود، نمـود   ي ـته بيوسيستم پناُ شرکت

 -pLEX- MSC- HOXB4- IRESيروســيو يوکتــور لنتــ

Venus ن از وکتـور يچن ـ هم. ساخته شد pLEX-TurboGFP 
که تنها  شداستفاده  يروسيبه عنوان شاهد و )بيوسيستم اُپن(

GFP )Green Fluorescein Protein (نمود يان ميرا ب.  
  

  :توليد ويروس
کـه   Trans-Lentiviral packaging  يدياز مخلوط پلاسم    
کننـده و   يبنـد  د بسـته يپلاسـم  ۵شـده از    نهيک مخلوط بهي

-pTLA1-Rev  ،pTLA1-Env  ،pTLA1(يدهايشامل پلاسم

Enz  ،pTLA1-Pak  وpLA1-TOFF  (ــود ــوان  ،بـ ــه عنـ بـ
-pLEX و pLEX-TurboGFPهمراه بـا   يکمک يدهايپلاسم

MSC-HOXB4-IRES-Venus روس در يـــد ويـــتول يبـــرا
کننـده   دي ـتول يهـا  به عنـوان سـلول  HEK293T  يها سلول

د يهمراه با پلاسم يکمک يدهايپلاسم .شداستفاده  ،روسيو
pLEX-MSC ـ   يبه عنوان پلاسم   يد انتقـال دهنـده قطعـه ژن

HOXB4-IRES-Venus  د يو پلاسمpLEX-TurboGFP    بـه
مخلـوط  . ه شـدند ي ـته بيوسيستم اُپن عنوان شاهد از شرکت

 دسـتورالعمل زمان بر اساس  فوق به صورت هم يديپلاسم
 HEK293T يهــا د کننــده بــه داخــل ســلوليــشــرکت تول

در  293T يهـا  بـه طـور مختصـر سـلول    . ترانسفکت شدند
ون سـلول  ي ـليم ۶ يال ۵به مقدار  mm ۱۰۰ کشت يها تيپل

. ت روز قبل از ترانسفکشن کشت داده شدنديهر پل يبه ازا
همـراه بـا    يکمک ـ يدهايمخلوط پلاسـم  ،روز ترانسفکشن

و  pLEX-HOXB4-IRES-Venus  ژندهنـده   د انتقاليپلاسم
بــا کمــک معــرف  pLEX-TurboGFPد شــاهد يا پلاســميــ

 ه شـــده توســـط شـــرکتيـــته Express-Inترانسفکشـــن 

قه در يدق ۲۰ده و به مدت يبا هم مخلوط گرد بيوسيستم اُپن
ــا ــه شــدند يدم ــاق انکوب ــان  . ات ــام مــدت زم پــس از اتم

 کـه از روز  293T يهـا  ون، ترانسفکشن در سـلول يانکوباس
شـرکت   دسـتورالعمل قبل کشت داده شده بودند بر اساس 

  .سازنده انجام شد
 ۴۸ترانسفکت شده در فواصـل   يها سلول ييط رويمح    

 يساعت پس از ترانسفکشن برداشته و در دما ۷۲ساعت و 
ظ يدر مرحلـه بعـد تغل ـ  . شـد  يگراد نگهدار يدرجه سانت ۴
هـا   سـلول  يبرداشت شده از رو ييط رويها از مح روسيو

بـه   RPM ۲۳۰۰۰در دور  سـيگما  وژيفيبا استفاده از سـانتر 
. گـراد انجـام شـد    يدرجه سانت ۴ يساعت در دما ۵/۱مدت

ر تکـوچک  يها وژ در حجميفيرسوب به دست آمده از سانتر
 يبــرا. شــد ينگهــدار تــا زمــان اســتفاده -ºC۸۰ يدر دمــا

 ـو GFPد شده از مـارکر  يتول يها روسيو يون لنتيتراسيت ا ي
Venus  ــتورالعملو ــته دسـ ــرکت يـ ــط شـ ــده توسـ  ه شـ

  .استفاده شد بيوسيستم اُپن
  

  : +CD34هاي بنيادي خونساز  کشت ازديادي سلول
زان يم يبر رو HOXB4ان ژن يش بياثر افزا يبررس يبرا    
خونساز  ياديبن يها خونساز، سلول ياديبن يها اد سلوليازد

 ـقـرار داد  يهر واحد را به صورت جداگانه مورد بررس ـ . مي
و بـه   هم کـرد يجدا شده را به دو گروه تقس يها ابتدا سلول

هـا تـرانس داکشـن در روز     آن يصورت جداگانـه بـر رو  
گـروه  . شـد خونساز انجام  ياديبن يها اد سلولينخست ازد

لنتـي   pLEX-HOXB4بودنـد کـه بـا    ييهـا  اول شامل سلول
ترانس داکت شدند، گروه دوم گروه شاهد کـه بـا    ويروس

pLEX-Turbo GFP از گروه شاهد به منظور . مواجه  شدند
هرگونه اثرات ناخواسته که ممکن اسـت بـه دنبـال     يابيارز

 يها برا سلول. رخ دهد استفاده شد يروسيترانس داکشن و
 يها نيتوکايسا  سرم و% ۱۰ يحاو IMDMط ياد در محيازد

 ياديبن يها سپس سلول. داده شدنده کشت يعمل کننده اول
 شـده بـود،  ه ي ـقبـل ته  کـه از  يروسيو ذخيرهخونساز را با 

 زمـــان از ســـاعت ۷۲بعـــد از . ميداکـــت نمـــود تـــرانس
با اسـتفاده   HOXB4  ژن پتيکر  ترانس انيب داکشن، ترانس

ــارز RT-PCRاز  ــد يابيـ  ،روز ۸پـــس از گذشـــت  و شـ
  اده ـبا استف يپيمونوفنوتيکشت داده شده از نظر ا يها سلول
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  .قرار گرفتند يمورد بررس يتومترياز فلوس
  

  :داکشن ويروسي ترانس
بار تکرار  دوبا گروه جداگانه  ۲ ،ها روسيجهت انتقال و    

در ابتــدا . در نظــر گرفتــه شــد (duplicate)شيآزمــا در هــر
داکشـن   ساعت قبل از ترانس ۲۴به مدت  ياديبن يها سلول

 ـه تحري ـعمل کننـده اول  يها نيتوکايتوسط سا يروسيو ک ي
هزار سـلول   ۳۰۰حدود  ،يتاي ۲۴ت يپلدر هر خانه . شدند

ط کشـت بودنـد قـرار    يتـر مح ـ يکروليم ۵۰۰که در حـدود  
 ـپس از ا .گرفتند  ـتـر و يکـه ت  ني  ـهـا در   روسي ک حجـم  ي

 ۵ظ شده به مقدار يتغل يها روسيمشخص به دست آمد، و
ا بـه  ي ياديهر سلول بن يبه ازا يروس عفونيواحد و ۱۰تا 

 ۵حـدود   MOI (multiplicity of infection) گر بايعبارت د
هـا بـه    سلول. داکشن انجام شد افزوده شدند و ترانس ۱۰تا 

روس مجاور شـدند و پـس از اتمـام    يساعت با و ۱۲مدت 
 PBS برداشـت شـده سـه بـار بـا      يهـا  سـلول  ،ن مـدت يا

)Phosphate Buffer Saline (ط يســپس در محــ شستشــو و
بـرده  ه ي ـکننـده اول  عمـل  يها نيتوکايو سا FBS يتازه حاو

ت را به سمت جلو و يپل ين مرحله به آراميبعد از ا. شدند
ط کشـت  يهـا بـا مح ـ   کمپلکس يخوبه عقب تکان داده تا ب

درجــه  ۳۷ هــا در انکوبــاتور تيــســپس پل. مخلــوط شــوند
  . داده شدند قرار CO2۵% و  گراد سانتي

  
ــان ژن  ــتفاده از  HOXB4بررســي بي ــا اس  PCR Reverseب

transcriptase  :  
ــدر ا     ــه بررســي ــزا ين مطالعــه ب ــزان بيــش مياف ان ژن ي

HOXB4   ـبـه ا . پرداختـه شـد  در گروه آزمون و شـاهد  ن ي
ها در گـروه شـاهد و آزمـون     از سلول يمنظور تعداد مساو

،  cDNAه يته ي، سپس براشداستفاده  RNAاستخراج  يبرا
 ،در مرحلـه آخـر  . شد به كار گرفته RNAاز  ير مساويمقاد
ــاد ــاويمق ــانوگرم ۱۰۰حــدود ( cDNAاز  ير مس ــرا) ن  يب

در . در گروه آزمون و شاهد در نظر گرفته شد PCRواکنش 
جهــت  ين بــه عنــوان شــاهد داخلــيت از ژن بتــا اکتــيــنها

ون و ـدر گـروه آزم ـ  HOXB4ان ژن ي ـزان بي ـم يساز نرمال
  .گرديداده ـد استفـشاه
  ن ـرانس داکشـان تـت از زمـساع ۷۲س از ـن پـيابراـبن    

 ـداکـت شـده بـا و    ترانس يها ، از سلوليروسيو روس بـا  ي
 دسـتورالعمل بـر اسـاس   RNA x-plus  اسـتفاده از محلـول  

ه ي ـته يسلول RNA )رانيا ـ  ناژنيشرکت س(سازنده شرکت
 RNA به نمونه )فرمنتاز( cDNA  ،DNaseIه يقبل از ته. شد

 رهگزام ـ بـا اسـتفاده از   cDNA تجزيه و تحليل. افزوده شد
ــز رانـــدوم ــاز( MMLV-RTم يو آنـ ــر اســـاس  )فرمنتـ بـ

 ـارا دستورالعمل سـپس بـا اسـتفاده از    . ه شـده انجـام شـد   ي
، كوربــت مربــوط بــه شــرکتترموســايكلر   PCRدســتگاه
 µL ،انجام واکـنش  يبرا. قرار گرفتند يابيها مورد ارز نمونه

 آغـازگر از  µL۱ بـا   رُوش شـرکت  مسـتر مـيكس   از ۵/۱۲
)pmol ۱۰ ( وµL ۱  ازcDNA ) حــدودng ۱۰۰ (  بــا هــم

 µL ۲۵حجـم بـه    ،مخلوط شده و با اسـتفاده از آب مقطـر  
اسـتفاده   يمترهـا اپار ،به کـار رفتـه   آغازگرهاي يبرا. ديرس

 بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     آغازگرن يبهتر يطراح يشده برا
به کار رفتـه از قـرار    آغازگرهاي يتوال. لحاظ شد ۶ اوليگو

   :ر بوديز
HOXB4 آغازگر جلوبرنده   : 5-GGA GCC CGG CCA 

GCG CTG CGA GG-3 
HOXB4 آغازگر معكوس   : 5-ACC CGA GCG GAT 

CTT GGT GTT GGG CAA-3 
  :ر استفاده شدياز برنامه ز PCRجهت انجام واکنش 

 گـراد،   درجـه سـانتي   ۹۵دقيقـه در   ۵ هيون اوليدناچوراس    
 ۳۰، گـراد  درجه سـانتي  ۹۵ ه دريثان ۳۰ه،يون ثانويدناچوراس

 اكستنشـن  هي ـثان ۴۵و گراد سانتي درجه ۵۶در آنيلينگ  هيثان
 ـکل همـراه بـا   يس ـ ۳۰ يبـرا  گـراد  سانتي درجه ۷۲در  ک ي

  .قهيدق ۱۰ يگراد برا يدرجه سانت ۷۲در  يينهااكستنشن 
  

  :فلوسيتومتري
پارتـك،  ( فلوسيتومتري از استفاده با اد،يازد از بعد و قبل   

 يسطح يمارکرها نظر از خونساز ياديبن يها سلول) آلمان
 يها سلول از عدد ۶*۱۰۴ حدود. گرفتند قرار يابيارز مورد

 FBS ۲% يحــاو PBS محلــول بــا ابتــدا شــده داده کشــت
 يهـا  يبـاد  يآنت ـ از اسـتفاده  بـا  سـپس  و شده داده شستشو
 يزي ـآم رنگ (PE) نيتريکواريف فلوروکروم با شده کونژوگه

بـه   PE-mouse IgG1 يبـاد  يآنت ـ از. شد انجام +CD34 ضد
بـودن   ين اختصاص ـيپ شاهد جهت تضميزوتيک ايعنوان 

  نمـودار از يا دودهـن محـييتع يبرا. ديواکنش استفاده گرد
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از  ،رنديگ ير م
. شـد  يريگ هره

  از نـرم افـزار   
ج پـس از  ينتـا 

  .م شد

هـاي   خل سلول

داکشـن  رانس 
م يم، تصـم يقس

وکتـور   ي جـا  
HOXB4-IRE

برداشــته و در 
م و يـون کـرد  

Plex-MSC-H 

 وسـط شـرکت   
 در . دـنجام ش
 يرـيگ  و بهره

 ـ    هـا در  روسي
ص شد کـه بـه   

  و Venus ياو

+34نيادي خونساز 

-HOXB4-IRES-

HOX در وكتور لن
HOXB4-IRES-V

د که در نتيجه وکت

ه قرايدر آن ناح
ن بود بهييپا ير

مده با اسـتفاده
ل ني ـتحل. رفتند

انجام tآزمون  ز

 ويروس به داخل

ها در تر س رويو
در حال تق از ري
بـه  يروس ـيو ي
-Sلــذا قطعــه  

ب يروســيرتروو
 Plex-MSC کلـ

OXB4-IRES-V

شـده تو يعرف ـ
ظ شده ايتغل س
پ فلورسانسو

شـده توسـط و  
ظ شده مشخصي

اـح ياـه روس

هاي بن زايش سلول

Venus-ويروسي 

XB4-IRES-Ven

Venus طالعه قطعه

pLEX کلون گرديد

خونساز د يادين
پراکنش نور يرا

آم عات به دست
قرار گر يابي ارز
با استفاده ا تري

داکشن  و ترانس
  
و يلنت يبالا يي

يم و غيحال تقس
يلنت ي وکتورها
.شــوداســتفاده 

ــور اهــدا ر ييکت
 يروس ـيو ينت ـ 

ــله   Venusراصــ

  ). ۱شکل (مي
معدستورالعمل  
روسيون ويتراسي

وکروسکيمک م
د شي ـرسانس تول

يتغل يها روسي
ريو يب براي ترت

  
  
  
  

و افز HOXB4بيان 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
B  :وكتور لنتي و

nusز كلون قطعه 

در اين مط :۱شکل
X-MSCويروسي 

  
بن يها که سلول

که دار يا منطقه
ت اطلاعيدر نها

مورد  فلومكس
فلوسيتومتنجام 

  ها يافته
توليد ويروس و
:بنيادي خونساز

ل توانايبه دل    
در ح يها سلول
تا از  ه شدگرفت

ا يروســيرتروو
Venus را از وکت

داخل وکتـور لن
ــور حاص وکتــ

ينمود يگذار نام
با استفاده از    
يتبيوسيستم،  ُپن
ن مرحله با کمي

ن فلوريز پروتئ
يتر ويها، ت سلول

طور متوسط به 

ب
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 هاي بنيادي  سلول

 ميكروسـكوپ   

  انس داکشن

ساعت از  ۷۲ از 
 شاهد به مراتب 

ب در نمونه ي ترت
 يکه باند يداخل

 شـاهد  و مـون 
 از سـاعت  ۷۲ 
داکت ترانس ي

A

نامه  ، ويژه٩١پاييز 

ساز با نور مرئـي

ساعت از زمان ترا

پس  HOXB4 ي
 آزمون نسبت به 

به  bp ۱۳۰ندازه 
د آغازگرهايده از 

H آزم گـروه  در
 حدود از پس 

HO يها سلول در

bp ۴۰۰  
bp ۱۳۰  

، پمكرر ٣، شماره 

هاي بنيادي خونس

HOX  س ۷۲پس از

يحاو يها روسي و
بود که در نمونه

ن با ايط به بتا اکت
 و شاهد با استفاد

HOXB4 ژن ان ـ

که داد نشان جي
OXB4 ژن انيب 

p

p

٩دوره           

ه مشاهده سلول: 
   كنتراست

XB4-Venusروس 

رانسفکت شده با 
ب يداخل ازگرهاي

مربوط ۶و  ۲ماره 
آزمون يها  نمونه

ي ـب کننده زهينرمال
ينتا. استفاده شد

 ، داکشن ترانس
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ــاي  ـلول    : Aه
فاز

  
خونساز با لنتي وير

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تر يها سلول ه از
آغابا  HOXB4ر 

b ۱۰۰چاهک شم ،
HO  ب دريبه ترت
  .باشد يم ي

 

 قـرار  ي
 اـب آن 
   و يـخل

ن
ا
ت

B 

ــ ــوس در س  ون

هاي بنيادي خ لول

cDN آمد به دست
ريمربوط به تکث ۴

ladde  با اندازهbp

OXB4ر ژن يه تکث

يبوط به شاهد منف

 ـارز مـورد    يابي
HOX هـسيمقا و
داخل دـاهـش وان

ــانس ركر فلورس
 ن زمينه

داکشن سل ن ترانس

RT-P يبر رو NA

bp ۰۰دهنده باند 
erمربوط به  ۱ ره

باند مربوط به ۷و  
مرب ۴  کنند، چاهک

مربوطـه ژن ت 
XB4 ژن انـيب 

bact وــعن هــب

 

ــار ــان م ـاهده بي
كت شده در هما

ارزيابي ميزان :۲ل

PCRانجام آزمون 

د داکشن نشان نس
چاهک شمار. ست

 ۳ شاهد، چاهک 
 b۴۰۰ ک يجاد ميا

پـتيکر تـرانس  ن
يررسـب يراـب 

t ژن از ،ونـآزم

bp ۵۰۰  

  
  
  
  
   

 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
B  :ــ مش

داك ترانس

شکل

  

ا :۳شکل
زمان تران

تر اس يقو
آزمون و
bpحدود 

انيب نظر
.گرفتند

آ روهـگ



 مكاران

A) 

B) 

 شـاهد  
 ربـوط 
 بـه  وط

 شـت 
 بـه  ـه 
 کـه  ن 

 سـلول 
 بـا  ني

 روعـ ـ
 شـت، 

 کشت 
 يهـا  ل 

شيان فارساني و هم

  

 گروه در خونساز
مر نمودار ها، لول

مربو فلوسيتومتري

CD34+  

کش يهـا  سـلول  
کـ ديرس ـ عدد 
آزمـون گروه در 

س% ۶/۳۵ حـدود 
نيبنـابرا . )۴شکل

 Cشـ انـزم ـ در
کش انيپا روز در
 دوره اتمام از س
سـلول ،شـاهد   
  .داشتند 

خشب مهدي اله        

خي اديبني ها ول
CD3 سل سطح در

PE  .B : فل نمودار
 A   

 شاخص نظر از د

تيجمع شگاه،ي
۸۰۰۰۰۰۰ به ط

 و% ۶/۱۵ شاهد
HOX   ،حبودنـد

ش(داشت وجود 
+CD34 ولـسل ـ 

د +CD34 يها ل
پس +CD34 يا

گـروه در  و بـر 
 اديازد برابر ۷/۴

                      

سلو فلوسيتومتري
+34 مارکر بروز ن

CD با نشاندار E

 نموداري منف پي

شاهد گروه و مون

شيآزما طيمح در 
متوسط طور به ه
ش گروه در نينگ
XB4 اني ـب شيزا

+CD34 خونساز

 هـي ــاول تعداد 
سلو دادـعـت و 
ها سلول آزمون 

براب ۱/۱۱يپينوت
CD34 ۷ حدود
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D 

:A ف نمودار
زانيم نظر از
+34ي آنت به

يزوتيا کنترل

 ن 
 ط 
 ه

  
آزم گروه در ونساز
  

 ها سلول
شده داده
انگيم طور
افز دچار

خ ياديبن
به توجه

تـشـک
گروه در
فن نظر از
+4 ياديبن

CD3                 

C)

  
D)

 
آزمـون گروه در ز
مربـوط نمودار ا،

به مربوط تومتري

خو ياديبن يها ول

 شـاهد  گـروه  

 طيمح در نساز

 ـ صـله   يـزمان
 در. گرفـت  ر

 طـور  بـه  سـاز 
 کـه  داشـت  د 
 ـازد ز  ـا ادي  ني

+34نيادي خونساز 

خونسازي اديبني 
ها سلول سطح در 

D : فلوسيت نمودار

سلو کلوسيتومتري

 از شتريب يوجه

خونسي اديبني ا
C  :  

CD34 فاص دو در
قرا يابيارز ورد
خونس يادي ـبن ي
وجـود خونساز 
روز ۸ از پس.ند

هاي بن زايش سلول

يها سلول تومتري
 +CD34 مارکر ز

PE . D با نشاندار

 C نموداري نف

فل يابيارز :۴شکل

تو قابل طور به 
 

ها سلول کومتري
+CD34 شاخص 

+4 يسـطح  ص

مو کشت هشتم 
يهـا  سـلول  ادي
 ياديبن سلول ۳

بودن% ۸۵ حدود

  
  
  
  

و افز HOXB4بيان 

C :فلوسيت نمودار
بروز زانيم نظر ز
نش +CD34 يآنت به

من پيزوتيا کنترل

ش

روسيو با شده
  ). ۳شکل( بود

   
فلوسيتوم يبررس
 نظر ازي اديزد
شاخص زانيم     
روز و اول روز
يازد در اول روز

۳۰۰۰۰۰ متوسط
ح خلوص يدارا
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  هاي بنيادي خونساز بر اساس  ميزان ازدياد سلول: ۱نمودار 
  و شاهد مونهاي ايمونوفنوتيپي در گروه آز ارزيابي

هاي بنيادي خونساز بر اساس  ميزان ازدياد سلول: ۱نمودار 
  هاي ايمونوفنوتيپي در گروه آزمون و شاهد ارزيابي

هاي بنيادي خونساز بر اساس  ميزان ازدياد سلول: ۱نمودار 
  هاي ايمونوفنوتيپي در گروه آزمون و شاهد ارزيابي

  
-Student’s t آزمون با کنترل و آزمون گروه نيب يها تفاوت

test دارامعن تفاوت دهنده نشان که گرفتند قرار يبررس مورد 
  . )=p  ۰۵/۰()۱نمودار(بود گروه دو نيب

  
  بحث
نـاف و   خونسـاز بنـد   ياديبن يها بالا به سلول يدسترس    
ها  آن ،ها ن سلوليا يار بالايبس يکيولوژيت بين ظرفيچن هم

و  ي، ژن درمانيسلول درمان يبرا يار مهميرا به اهداف بس
گذشـته   هـاي  همطالع. ل کرده استيوند مغز استخوان تبديپ

ــا يحــاک ــالا يياز توان ــا يب ــرل  درون يفاکتوره زاد در کنت
خونسـاز از جملـه     يادي ـبن يهـا  سـلول  يديکل يها تيفعال
. باشـد  يم ـ يز سـلول ين تمـا يچن و هم يريت خود تکثيفعال

در  دهند يکه نشان م وجود دارند ها گزارش از ياديز شمار
بــه  HOXهموبــاکس  يهــا ژن ،زاد درون يان فاکتورهــايــم

 ـ   يديعنوان عوامل کل ت ي ـن فعاليدر جهت کنتـرل تعـادل ب
 يخـاص در ط ـ  يهـا  ز بـه رده يو تعهد به تما يريخود تکث

 يسازها شيخونساز و پ ياديبن يها سلول در يم سلوليتقس
 بـه مـا  توجـه   HOX يهـا  ن ژنيدر ب. کنند يعمل م ،يخون

HOXB4 زاد شـناخته   ن عامـل درون يبـاً بهتـر  يبه عنوان تقر
 يادي ـبن يهـا  سلول يريت خود تکثيارتقادهنده فعالو شده 

توانـد   يم ـ،  HOXB4ک ي ـان اکتوپيب. معطوف شد ،خونساز
ع يســر يريــت خــود تکثيــر و فعاليــتکث يمنجــر بــه القــا

شـگاه  يط آزمايدر شـرا  يخونسـاز موش ـ  يادي ـبن يها سلول
 ـز ايدر تما يکه تداخل نيبدون ا ،شود جـاد  يهـا ا  ن سـلول ي
  ).۸، ۱۳، ۱۶(دينما

در ،  HOXB4انجـام شـده در مـورد     هـاي  هشتر مطالعيب    
ش ياثـر افـزا   وخونساز موش بوده اسـت   ياديبن يها سلول

بافت  يبازساز ييوند و توانايزان پيم يبر رو HOXB4 نايب
 ـمـورد ارز  ياديبن يها ن سلوليخونساز توسط ا قـرار   يابي

بـر آن بـود    ين مطالعه سـع يدر ا ).۱۳، ۱۶-۱۸(گرفته است
بـا اسـتفاده از    HOXB4ان ي ـش بيافـزا  يريکه بـا بـه کـارگ   

را در  يريــت خــود تکثيــفعال ،يروســيو يلنتــ يوکتورهــا
 ـم و از ايينـاف القـا نمـا    خونساز بنـد  ياديبن يها سلول ن ي
خونسـاز بنـد    يادي ـبن يهـا  ت سلوليش جمعيق با افزايطر

 ـبـه دنبـال    ،شـگاه يط آزمايها در مح آن اديناف و ازد افتن ي
غلبـه بـر مشـکل تعـداد محـدود       يمناسـب بـرا   يکرديرو

 .ميخون بند ناف باش يدر واحدها ياديبن يها سلول

 يکيبه عنوان  +CD34ياز شاخص سطح ين بررسيدر ا    
ان يخونساز ب ياديبن يها که در سطح سلول ييها لکولواز م
 يهـا  يابيلذا از ارز. شدها استفاده  آن يابيرد يبرا ،شود يم

 ـه بودن ياول يابيک جهت ارزفلوسيتومتري يپيفنوت ا نبـودن  ي
و  آنتـون چـاك   يهـا  يبررس ـ. بـرده شـد  ها بهره  ل ن سلويا

ط يدر مح ـ HOXB4ان ينشان داد که ب ۲۰۰۱همکارانش در 
خونساز مـوش بـه    ياديبن يها مانع رفتن سلول ،شگاهيآزما

هـا را کـاهش    ن سلوليز ايزان تمايشود و م يز ميسمت تما
کـه   يگـر يد يدر بررس ـ ۲۰۰۲ن در سـال  يچن هم. دهد يم

ان ي ـش بيهمکارانش انجام شـد، افـزا   وآنتون چاك  توسط
HOXB4 ـ  خونساز ياديبن يها در سلول  آن  يمـوش و در پ
 ـموجب ازد ،شگاهيط آزمايها در مح ن سلوليکشت ا  ۴۰اد ي
ها  روز کشت آن ۱۴ يخونساز در ط ياديبن يها سلول برابر

و اشـميت ولـف    ،۲۰۰۵در سـال  . شگاه شديط آزمايدر مح
خونسـاز   يادي ـبن يهـا  ز سـلول يزان تمايهمکاران کاهش م

ان يــش بيجداگانــه بــه دنبــال افــزا يا مــوش را در مطالعــه
HOXB4 ط يدر محــ ياديــبن يهــا در طــول کشــت ســلول

   ).۱۹(شگاه گزارش کردنديآزما
خونسـاز بـا    ياديبن يها سلول يبر روحاضر در مطالعه     
 يبرابر ۱/۱۱ش حدود يبند ناف، در گروه آزمون افزا ءمنشا

گـروه شـاهد کـه تنهـا     بـه  نسبت  +CD34 يها تعداد سلول
ــزا ۷/۴حــدود  ــر اف ــه روز اول نشــان  يبراب ش را نســبت ب

زان ي ـاز کاهش م يک سو حاکيدادند، مشاهده شد که از  يم
خونساز بند ناف در گـروه آزمـون    ياديبن يها ز سلوليتما
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 خشيان فارساني و همكارانب مهدي اله                                                                   +CD34هاي بنيادي خونساز  و افزايش سلول HOXB4بيان 
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زان ي ـش ميگر با افزايد يشاهد بود و از سو نسبت به گروه
داشـت، کـه بـا     يها همراه ن سلوليا يريت خود تکثيفعال

و همکارانشـان در   اشميت ولف و آنتون چاك يها گزارش
عـلاوه  ه ب .دارد يخوان هم يخونساز موش ياديبن يها سلول

 يهـا  افتـه يهماهنگ با  ين بررسيشواهد به دست آمده در ا
ش ير افـزا ياز تاث ي، به شکل واضحيموش يها در مدل يقبل
خونسـاز بـا منشـاء بنـد      ياديبن يها بر سلول HOXB4ان يب

  . ت دارديناف حکا
 ـبـه عنـوان    Venusن مطالعه در نظـر گـرفتن   يدر ا     ک ي

، ما را قادر سـاخت   HOXB4مارکر فلورسانت در کنار ژن 
در  HOXB4کـه ژن   را ييهـا  زان رشـد سـلول  يتا رفتار و م

شـگاه مـورد   يط آزمايدر مح ،شد يان ميش بيدچار افزا ها آن
% ۵۰ها در ابتدا کشت بـا   ين بررسيدر ا. ميقرار بده يابيرد

 يهـا  شروع شد، سـلول  -Venus %۵۰و  +Venus يها سلول
روس ترانس داکـت شـده   يکه با و +Venusخونساز  ياديبن

ط کشت که يموجود در مح يها ر سلولينسبت به سا ،بودند
را در رشـد داشـتند    يشتريت بيبودند، مز Venusان يفاقد ب
بـر   HOXB4ن يندوژن پـروتئ آانگر اثرات ين موضوع بيکه ا
دهد که  يگر نشان ميد يانيباشد و به ب يها م ن سلوليا يرو
کـه   يمجاور يها بر سلول ،ک سلولين در ين پروتئيان ايب

ت يرا مزينخواهد داشت، ز يريکنند تاث يان نمين را بيپروتئ
هـا نشـده بـود امـا      روس وارد آنيکه و ييها رشد در سلول
 ـد ،بودنـد  +Venus يها همراه با سلول در گـروه  . ده نشـد ي
 ين اثريچن ،کردند يان ميب ييرا به تنها GFPشاهد که فقط 
 ـبـا ا . مشاهده نشد بـا   ايـن تحقيـق،   يهـا  افتـه ين وجـود  ي

در تضـاد  و همکـارانش  آن  به دست آمده توسـط  يها افتهي
تـرانس داکـت    يهـا  ن سـلول يب يتفاوت در مطالعه آن،. بود

ــا و ــده ب ــش ــا روسي ــاو يه ــلول HOXB4 يح ــا و س  يه
کـه احتمـالاً بـه     ،مشاهده نشـد  ،داکت نشده فاقد ژن ترانس

  ).۲۰(بوده است HOXB4ان يب يار بالايل سطوح بسيدل
  از در ـخونس يادـيبن يها اد سلوليازد ،ها ين بررسيدر ا    

اثـر   يسـم محتمـل بـرا   يمکان. ع بوديکاملاً سرگروه آزمون 
HOXB4 خونســاز  يهــا ت ســلوليــاد جمعيــازد يبــر رو

CD34+ يادي ـبن يهـا  سـلول  يده ـ پاسـخ  دليـل تواند به  يم 
 ـن ايچن ـ هم. رشد خونساز باشد يخونساز به فاکتورها ن ي

 يده ـ ، پاسـخ  HOXB4ان يش بياحتمال وجود دارد که افزا

 يهـا  م کننـده يمهارکننـده و تنظ ـ ها را در برابر عوامل  سلول
 . کاهش دهد يمنف

بـا اسـتفاده از    انجام شـده، که تاکنون  هايي هشتر مطالعيب    
ــوده يروســيرتــرو و يوکتورهــا ــا يانــد کــه در مقا ب ســه ب
 يهـا  در ترانسفکت کـردن سـلول   يروسيو يلنت يوکتورها

 ،هستند يها در حالت خفتگ از آن يخونساز که بخش ياديبن
کـه در کـار بـا     ياز مشـکلات  يک ـي .دارنـد  يکمتـر  ييکارا

 يـي زا تر و عفونـت يت ،وجود دارد يروسيرترو و يوکتورها
ــا ــيينســبتاً پ ــابرا. )۲۱(باشــد ين م از  در ايــن مطالعــهن يبن
ــا ــ يوکتوره ــيو يلنت ــرا يروس ــل   يب ــه داخ ــال ژن ب انتق

 يترهـا يکـه هـم ت   شـد خونساز اسـتفاده   ياديبن يها سلول
 يـي زا عفونـت  يين توانـا يچن ـ و هـم  داد يبه دست م ييبالا
 .داشت ييبالا

  
  گيري نتيجه

ــازد يکــه در طــ يار جــدياز مشــکلات بســ يکــي     اد ي
شـگاه اتفـاق   يط آزمايخونسـاز در مح ـ  يادي ـبن يهـا  سلول

 ـمـدت ازد  يهـا در ط ـ  ن سلولياز دست رفتن ا ،افتد يم اد ي
به  حاضر،بر اساس مطالعه . شگاه استيط آزمايها در مح آن

 يريتکث ت خوديش فعاليتواند با افزا يم HOXB4 يريکارگ
 يد بـرا ي ـار مفيبس يابزار ،ياديبن يها ز سلوليو کاهش تما

خونسـاز   يادي ـبن يهـا  از ازدسـت رفـتن سـلول    يريجلوگ
کـه   حـال آن . شگاه باشـد ياد در آزمايط ازديبندناف در شرا

 ،در داخل بـدن  يوانيح يها انجام شده در مدل هاي همطالع
هـا   سـلول  يختگيو افسار گس يمياز بروز بدخ يمورد چيه

   .)۸، ۱۶، ۲۲(اند را گزارش نکرده
تواند با غلبه بـر مشـکل تعـداد     ين روش مين رو اياز ا    

خون بند نـاف،   يخونساز واحدها ياديبن يها اندک سلول
ــ ــارگه در ب ــا يريک ــع ســلولي ــا ارزش در يبســ ين منب ار ب
و  ياستخوان، سـلول درمـان  وند مغز يل پياز قب ييکردهايرو

  .ت باشديار با اهميبس يژن درمان
 
  تشكر و قدرداني 

ي گــروه همــاتولوژي انامــه دكتــر ايــن تحقيــق از پايــان    
مركـز تحقيقـات مؤسسـه     و با حمايت مالي استخراج شده

عالي آموزشي و پژوهشـي طـب انتقـال خـون وابسـته بـه       
مدرس به انجام تربيت سازمان انتقال خون ايران و دانشگاه 



  
  
  
  
                       هاي بنيادي نامه سلول ، ويژه٩١، پاييز مكرر ٣، شماره ٩دوره                  
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بيمارستان شريعتي كه  وليننويسندگان از مسؤ. رسيده است
، هـاي خـون بنـد نـاف را در اختيـار مـا قـرار دادنـد         نمونه

از هـم چنـين   . آورند صميمانه تشكر و قدرداني به عمل مي

كـه  ) آزمايشـگاه نـور   فلوسـيتومتري بخش (آقاي عسگريان
د، تشـكر و  اي در انجام اين تحقيق داشتن همكاري صميمانه

   . نماييم قدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 
Nowadays, cord blood hematopoietic stem cells (HSCs) are well known as a very valuable 
source of cells for cell therapy purposes. But unfortunately, the insufficient number of them is 
a limiting factor for their employment in adult bone marrow transplantation. Cord blood HSCs 
expansion is an approach for alleviating this problem. It has been shown by several studies 
during in vivo investigations in mouse models that HOXB4 is one of the most effective tools 
for inducing HSCs self-renewal and thus HSCs expansion.  In this study, we tried to enhance 
self-renewal of cord blood HSCs by HOXB4 overexpression during ex vivo expansion period.  
 
Materials and Methods 
In this fundamental-applied research, HSCs were transducted by lentiviral vectors containing 
HOXB4.  HSCs were then cultured in IMDM medium containing 10% FBS and early acting 
cytokines (Flt3L, SCF, Tpo) for 8 days. Thereafter, we evaluated HOXB4 expression by RT-
PCR. The CD34+ subpopulation were also examined by flow cytometry.   
 
Results 
We detected a high level of HOXB4 gene expression in HOXB4 transducted HSCs relative to 
the control. We observed that HOXB4 over-expression dramatically increases CD34+ 
subpopulation of HSCs. The increase in the number of CD34+ HSCs is an indicator of HSCs 
self-renewal during ex vivo expansion period. 
 
Conclusions 
All in all, in this survey we observed that HOXB4 overexpression markedly increases CD34+ 
HSCs during ex vivo expansion period.  This approach can be very effective for overcoming 
the limited number of cord blood HSCs for cell therapy purposes.   
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