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در حضور و غياب  M2-10B4هاي كيسه زرده با رده سلولي  تأثير كيفي هم كشتي سلول
  يبه ردة اريتروئيد  ها اريتروپويتين بر تمايز آن
 

 3مانييدكتر مسعود سل ، 2طيبه رهبر پور ،1دكتر مژده صالح نيا
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

براي مطالعات  MHCي وابسته به ها ژن آنتيو نداشتن زرده به علت تكثير زياد كيسه  ساز خونهاي بنيادي  سلول
 ،ي بنياديها  با توجه به اثرات مثبت استفاده از سيستم هم كشتي در تمايز سلول .تر هستند مناسب پويتيكهماتو

ي بنيادي كيسه ها براي تمايز سلول به همراه اريتروپويتين  M2-10B4 در اين تحقيق سعي شد از رده سلول
  . ه شودزرده استفاد

 ها  مواد وروش 
، G01)ي مختلف ها  با استفاده از سرنگ و سرسوزن و جدا گرديد هروز 01ي حامله ها  موشاز كيسه زرده 

G32  وG32 ) داراي % 35/1يا تريپسين  و% 0/1و آنزيم كلاژنازEDTA 13/1 %تبديل  منفردي ها  به سلول
براي هم بود با ميتومايسين متوقف شده  ها يتوزي آنكه فعاليت م  M2-10B4ي رده ها سلولاز سپس . شدند

اضافه و  اريتروپويتين U/ml 0 و فاکتور سلول بنيادی ng/ml51حاوي محيط كشت  بهكشتي استفاده شد و 
 ،ها  بعد از گذشت يك هفته رشد و تمايز سلول نگهداري شد CO2درصد  5گراد و فشار  درجه سانتي 22در

  .ميزي بنزيدين صورت گرفتآو رنگ يط نيمه جامدو سنجش كلني در مح بررسي
 ها  يافته

، رشد بهتري اريتروپويتينالبته درمحيط حاوي . ندفتيا خوبي رشد و تكثير  برروي اين رده سلولي به ها  سلول
  .شد  مشاهدهبيشتري يي ردة اريتروئيديا ي بنزيدين مثبت ها  لولوس بود صورت گرفته آننسبت به محيط فاقد

 جه گيري نتي
 ،كار برردن هورمرون اريتروپرويتين    ي استرومايي مغزاستخوان و بهها  توان با انتخاب لايه پشتيبان مثل سلول مي

اوليه يا ثانويه نيازبره انجرا     خون سازيگرچه براي تعيين نوع  ،دست آورده درصد بيشتري رده اريتروئيدي ب
  .تحقيقات تكميلي است

 ي اريتروئيديها  ، سلول ه زرده ، اريتروپويتين ، تمايزي كيسها  سلول  :كليدي كلمات
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 2/48/ 3: تاريخ دريافت 
 22/8/48 :تاريخ پذيرش 
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1- Primitive erythroblasts 

2- Yolk Sac- Hematopoietic Stem Cell (YS-HSC) 
3- Molecular Histocompatibility Complex  

4- National Medical Research Institue 

5- Rouswell Park Memorial Institue 

6- Fetal Bovin Serum 

  مقدمه 
ي هلا   با آغاز اولين ماه زندگي قبل از تولد، اولين سللول     

صلور    خوني در خارج رويان و از مزانشيم كيسة زرده بله 
عمللدتا   هللا  ايللن سلللول. گيرنللد مللي جزايللر خللوني منشللا

هستند كه بزرگ و مگالوبلاستي  1اي ي اوليهها  اريتروبلاست
هلاي خلود را    گيرند و هسلته  ه و داخل عروق شكل ميبود

 . (1) كنند حفظ مي
در  ماكسليمو  ر خوني كيسه زرده اولين بلار توسل   جزاي    

مطالعلا  دقيلب بلا    .  (2) مشلاهده شلدند    1011 اوايل دهه
گونله   استفاده از ميكروسكوپ الكتروني و نوري در چندين

  اسللتو انسللان انمللاه شللده  پسللتانداران از جمللله مللوش
(2، 8 ،3).  
هلا در جزايلر خلوني     پس از تكوين اولين اريتروبلاست    

ها وارد عروق تازه تشكيل شده بلدن   كيسه زرده، اين سلول
  .(6)شوند  جنين مي
   2كيسله زرده  سلاز  خلون  يهاي بنيلاد  خصوصيا  سلول    

هلاي   ژن آنتي بالا و عده بروز قدر  تكثير : عبار  است از
دو روش (.  3) 3يمهلاي سلازگاري نسل    ژن آنتلي  وابسته به

 YS-HSCاساسي متفلاو  بلراي بررسلي تمايلل تكلويني      
 In vitroهلا در   يكي رشد و تملايز ايلن سللول   : وجود دارد

. In vivo هاي مختلف سلولي در است و ديگري تكوين رده
عامل ايملاد  هاي بنيادي به حيوانا  ميزبان  انتقال اين سلول

بله تملايز بله     شرايطي كه منملر . باشد ميي ساز خون نقص
شود بلراي هلر ردس سللولي متفلاو       ميمختلف  هاي سلول
 . (8) است

 در مغز استخوان به شلد  بله فلاكتور رشلد      اريتروپوئز    
نه تنهلا تكثيلر و     EPO. وابسته است ( EPO)اريتروپويتين 
هلاي قطعلي را تيريل      سلازهاي اريتروسليت   تمايز پلي  

سلازهاي اريتروئيلدي نانويله را نيلز      پي  يكند بلكه بقا مي
     .(0)كند  كنترل مي

در اريتروپلوئز كيسله زرده هنلوز     EPOهرحال نقل    به    
مطالعا  اوليه نشلان  . صور  قابل بيث باقي مانده است به

هاي مرحلة گاسترولاسيون ملوش   داده است زماني كه جنين
انلري روي سلنتز    EPOشوند، اضافه كلردن   كشت داده مي

دهلد كله اريتروپلوئز     اين نتايج نشان مي. وگلوبين نداردهم
 . (11) بستگي ندارد EPOاوليه به 

 EPOهمچنين مطالعا  ديگر نشان داد كه اضافه كلردن      
هلاي ملوش    هاي زرده جدا شلده از جنلين   خارجي به كيسه

هللاي  جنينللي باعللث افللزاي  تعللداد سلللول  2/3-2/8روز 
هاي گلوبين روياني  نسخه اريتروئيدي اوليه و افزاي  تممع

هلاي   دهلد كله سللول    ها نشلان ملي   اين يافته .(11) شود مي
 EPOدهنلد و   پاسلخ ملي   EPOاريتروئيدي كيسله زرده بله   

عنللوان يلل  فللاكتور حيللاتي بللراي مراحللل اوليلله بلللو   بلله
 . كند هاي اوليه عمل مي اريتروبلاست

 YS-HSCهاي  با توجه به امكان كشت و تكثير سلول    
هاي سلولي  ها به انواع رده كه تمايز آن و اين In vitroدر 

هاي درگير در  گيرد، مطالعه مكانيسم خوني صور  مي
ي ساز خونها راهي براي شناخت بهتر  تكوين و تمايز آن

  .(7، 4) سازد فراهم مي
 

 ها مواد و روش
از نللژاد  هللاي حامللله دسللت آوردن مللوش همنظللور بلل بلله    

NMRI
ملد  يل     ي  به به صور  ي  بههاي ماده  ، موش8

بلراي تعيلين   . هلاي نلر قلرار گرفتنلد     شب در كنلار ملوش  
هاي ماده از نظر وجود پلاك  حاملگي، صبح روز بعد موش
هللاي داراي پلللاك واژينللال،  واژن بررسللي شللدند و مللوش

در نظلر  ( روز صلفر حلاملگي  )هلاي حاملله    عنوان موش به
جلايي   جابله هاي حامله در روز دهم بلا   موش. گرفته شدند

سپس پوست حيوان كاملا  با الكل . مهرس گردني كشته شدند
وسيله وسايل جراحلي پوسلت شلكم و     تميز شده و به% 31

هاي داخل شكم نمايلان   پرده صفاق برش داده شد تا ارگان
هاي رحمي جدا شده و  با قيچي و پنس استريل، شاخ. شود

ت حاوي ميلي  كشل  متر،  سانتي 11بار مصرف  به پليت ي 
RPMI
FBSگلاو  سلره جنلين   درصد  2داراي ( سيگما) 2

6

استفاده از استريوميكروسكوپ  با. انتقال داده شدند (سيگما
 هلاي شلامل كيسله زرده از ديگلر     ين، جنلين يبا قلدر  پلا  

 هاي  سپس كيسه. هاي خارج جنيني و رحم جدا شدند بافت
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1- Modified Eagle medium 
2- Dulbecco's Modified Minimal Essential Medium 

3- Phosphate Buffer Solution 

4- Feeder 

5- Stem Cell Factor 

 RPMIبلار در ميلي     7-2 و ها جلدا شلدند   زرده از جنين
هلاي زرده بله    كيسله و  شسته شلدند  FBSدرصد  2حاوي 

MEMپليت حاوي ميي  
منتقلل   FBSدرصلد   21داراي  1

 .شدند

 هاي كيسه زرده روش جداسازي سلول
صلور  مكلانيكي    هاي زرده بله  كار ابتدا كيسه براي اين    
DMEMدر ميي   وسيله پنس به

سپس . قطعه قطعه شدند 2
 G23از آن  و بعد G27و G10شمارس  هاي سرسوزن توس 

 .آسپيره شدند
درصلد   1/1تكله شلده در آنلزيم     هلاي زردس تكله   كيسه    

سلاعت در   به مد  يل   FBSدرصد  21كلاژناز به همراه 
هاي  گراد انكوبه شدند كه با اين كار سلول درجه سانتي 73

 .دست آمدند هزرده ب  ت  كيسه
 22/1از تريپسين  ه،هاي كيسه زرد براي جداسازي سلول    
بعد . استفاده شد DMEMدر  EDTAدرصد  12/1 و صددر

سلانتريفوژ  دور  211دقيقله در   11ملد    ها بله  از آن سلول
هلا در   سلپس سللول  . شدند و مايع رويي دور ريختله شلد  

سوسپانسلليه  FBSدرصللد  21داراي  DMEMميللي  تللازه 
صلور  گرفلت و تعلداد     ها شمارش سلولي از آنو  شدند

 .دست آمد هه بي زندس كيسه زردها  كل سلول

 هرراي كيسرره زرده برررروي رده سررلولي  كشررت سررلول
M2-10B4 

هاي اسلترومايي مشلتب از    ، سلولM2-10B4رده سلولي     
انتقللال ژن توسلل    بللامغزاسللتخوان مللوش هسللتند كلله   

 وانلد   هلا رراحلي شلده    داخل اين سللول  ها به رتروويروس
هلاي   سللول  .توانند فاكتورهاي اختصاصي را توليد كننلد  مي

M2-10B4 ،IL-3  وG-CSF كننللد كلله قادرنللد  توليللد مللي
را بدون كلاه    ساز خونهاي  نگهداري و تمايز اوليه سلول

همچنين اين رده سلولي . افزاي  دهند ها قدر  تكثيري آن
هلاي رلولاني    اوليه را در كشلت  ساز خونهاي  تمايز سلول

از بانل  سللولي    هلا  ايلن سللول   .(12)دنكن مد  تنظيم مي
 .اند هپاستور ايران تهيه شدانستيتو 
 DMEMميلي   ميللي ليتلر    1هزار سلول در  71تعداد     

اي  خانله  78در هلر چاهل  پليلت     FBSدرصد  11داراي 

 بسليار ايلن رده سللولي خاصليت چسلبندگي     . ريخته شد
سپس پليلت  . چسبند بالايي دارند و سريعا  به كف پليت مي

 CO2درصلد   2گراد و فشلار   درجه سانتي 73در انكوباتور 
تعويض ميي  با توجه به تغيير رنل  ميلي    . قرار گرفت
  . گرفت صور  مي

 Cميتومايسلين   از هلا  فعاليلت ميتلوزي آن  براي توقلف      
ميلي  رويلي   بدين رريب كه پلس از تخليله   : شداستفاده 
از ميتومايسلين   g/ml11غلظت  ،لايه چسبنده، به ها سلول

C ( كه درPBS
در ( يه شده اسلت تهو از شركت سيگما   3

پس س . اضافه گشت FBSدرصد  2داراي  DMEMميي  
درجله   73سلاعت در انكوبلاتور    2-7هلا بله ملد      پليت
بلار شستشلو مملددا      7گراد قرار داده شدند بعلد از   سانتي
هاي پليت با ميي  كامل تعويض شد تا لايله مغلذي    خانه

هلاي   براي انتقلال سللول   8پشتيبانو  دست آيد هغير فعال ب
 .شدآماده  ها كيسه زرده، برروي آن

 
 هرراي كيسرره زرده برررروي رده سررلولي   انتقررال سررلول

M2-10B4 
هزار سلول كيسله زرده در هلر    111براي اين كار تعداد     
بله هلر    FBSدرصلد   21داراي  DMEMميلي   ليتلر   ميلي

 M2-10B4چاه  پليت حاوي رده سلولي غيرفعلال شلده   
 . اضافه شد

SCF)اكتور سلول بنيادي ف  ng/ml21سپس     
و  (سيگما 2

U/ml1 EPO (سيگما )   به آن اضافه گشلت و در انكوبلاتور
. نگهداري شلد  CO2درصد  2گراد و فشار  درجه سانتي 73

بعد  .نيز گذاشته شد EPOهمراه كار ي  گروه كنترل بدون 
 هلا بررسلي شلدند    از گذشت ي  هفته رشد و تمايز سلول

آميزي بنزيلدين بلرروي    ن و از روسنم  كلني انماه شد 
ي تشكيل شلده بلراي بررسلي تملايز     ها پليت حاوي سلول
 پشلتيبان هلاي كيسله زرده بلرروي ايلن      اريتروئيدي سللول 

از نظر  و فاقد آن با هم EPOاستفاده شد و دو گروه داراي 
 مقايسه شدند كيفي
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 :روش انجا  سنجش كلني
، FBSدرصلد   71ميي  سنم  كلني از مخلوط كردن     
دسلت   هبل % 1درصد آگلار   71و DMEMدرصد ميي   81
هلاي   شامل مخلوط سلول DMEMدرصد ميي   81 . آمد

 ميلللي  كشلللت تعريلللف شلللده  درصلللد11 ملللوردنظر،
(Condition medium)  اينترللوكين   ريه و فاكتورهاي رشلد

7 (IL-3: سلليگما )  بلله مقللدارng/ml81 ،SCF مقللدار  بلله
ng/ml21 و U/ml1 EPO بود . 
با هم مخلوط شده و بله چاهل      ين مواد كاملا سپس ا    
 1حمم نهايي هلر چاهل    . اي منتقل شدند خانه 28پليت 
 . بودليتر  ميلي

گلراد و   درجه سلانتي  73روز در انكوباتور  3 پليت به مد 
  .قرار داده شد CO2درصد  8فشار 

 رنگ آميزي بنزيدين برروي كلني
هلاي   وي كلنلي دقيقله بلرر   12رن  بنزيدين را به مد      

ايلن ملد  بلدون شستشلوي      درون پليت ريخته و پلس از 
درصلد آ    21درصلد متلانول،    21رن ، ميللول حلاوي   

درصد به آن اضافه شلد   71آ  اكسيژنه ليتر  ميلي 1 مقطر و
بعلد از ايلن زملان    . داشلته شلد    دقيقله نگله   21ملد    و به
 درهلاي اريتروئيلدي    عنوان كلني اي يا آبي به هاي قهوه كلني
 .گرفته شدند نظر
 

 ها يافته
هاي كيسه زرده برروي لايه پشتيبان  بررسي كشت سلول 

  M2-10B4ردة سلولي 
نيللز بللراي بررسللي تمللايز  M2-10B4از لايلله پشللتيبان     
بلرروي   EPOردس اريتروئيدي و انر  ي كيسه زرده بهها سلول

هلاي كيسله زرده    كار سلول براي اين. اين تمايز استفاده شد
غيرفعلال شلده در حرلور     M2-10B4ردس سللولي   برروي

كشللت داده  U/ml1 EPOغلظللت  فاكتورهللاي مناسللب و 
 . نيز كشت داده شد EPOشدند، همچنين ي  گروه فاقد 

در هفتمين روز كشت اين دو گروه با هم مقايسه شدند     
ها برروي ايلن رده سللولي بله خلوبي      و ديده شد كه سلول

، EPOالبته در ميي  حلاوي  . ندياب كنند و تكثير مي رشد مي
 . صور  گرفته بودرشد بهتري  EPOنسبت به ميي  فاقد 

هلاي رشلد كلرده بلرروي ايلن لايله پشلتيبان،         از سلول    
هلاي بنزيلدين مثبلت     و سلول تهيه شدآميزي بنزيدين  رن 

هاي كيسله زرده   مشاهده شدند كه نشان دهندس تمايز سلول
 . به ردس اريتروئيدي است

هاي كيسه زرده انتقال داده شده  ، نمايي از سلول1كل ش    
 . دهد را نشان مي  M2-10B4 برروي لايه پشتيبان 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي كيسه زرده انتقال داده شده برروي  نمايي از سلول:  0شكل 
 ×311بزرگنمايي اوليه  با( روز صفر) M2-10B4 لايه پشتيبان

 
كيسلله زرده، هللاي  اي از رشللد سلللول مقايسلله 2شللكل     

و در غيلا    EPOبرروي اين لايه پشتيبان در ميي  حاوي 
 . دهد كشت نشان مي 7آن را در روز 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
هاي كيسه زرده كشت داده شده برروي لايه  مقايسه سلول :3شكل

سمت )و در غياب ( سمت راست)در حضور  M2-10B4پشتيبان 
 ×011روز چهار  با بزرگنمايي اوليه  EPO( چپ
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هاي كيسه  نمايي از رشد سلول 8و 7 هاي همچنين شكل    

ترتيب در حرلور و غيلا     زرده برروي اين لايه پشتيبان به
EPO دهد كله بله وضلو      را در روز هفتم كشت نشان مي

 EPOهلا در ميلي  حلاوي     شود رشد ايلن سللول   ديده مي
 .انلد  خيلي بهتر صور  گرفته است و كلني نيز تشكيل داده

نماي تيلره   ،علت وجود هموگلوبين هاريتروئيدي بهاي  كلني
گونه كه از تصاوير نيز مشخص  همان. متمايل به قرمز دارند

نيلز   هلا  ي كلنها تين تعداد سلوليدر حرور اريتروپو ،است
ميزي بنزيدين نيز مشخص شده آدر رن  . بيشتر شده است
 (.2شكل )ها بنزيدين مثبت هستند  كه اين كلن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي كيسه زرده برروي لايه پشرتيبان   نمايي از رشد سلول : 2 شكل
M2-10B4  در غيابEPO (روز هفتم ) 011با بزرگنمايي اوليه× 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
هاي كيسه زرده برروي لايره پشرتيبان    نمايي از رشد سلول : 4كلش

M2-10B4  در حضورEPO (روز هفتم ) 011با بزرگنمايي اوليه× 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي برداشته شده از  رروي سلولآميزي بنزيدين ب رنگ : 5شكل
 ×0111با بزرگنمايي اوليه  2هاي محيط نيمه جامد در روز نيكل
 

 بحث
در تمللايز و هللم كشللتي   EPOمللا بللراي بررسللي انللر     

از كشللت  ،ي كيسلله زرده بلله رده اريتروئيللدي هللا سلللول
در   M2-10B4 ي كيسه زرده بر روي لايه پشلتيبان ها سلول

اين رده سلولي بلراي   .استفاده كرديم EPOيا  حرور و غ
ي رولاني مد  ها اوليه در كشت ساز خوني ها تمايز سلول

ي ها كشتي سلول بعد از ي  هفته هم .(12)كار رفته است  هب
هلا در حرلور و    كيسه زرده با اين لايه پشلتيبان، از سللول  

سللپس و  ، سللنم  كلنللي صللور  گرفللت  EPOغيللا  
و مشاهده شد كه در حرلور    ماه شدانآميزي بنزيدين  رن 
EPO د باش مي بيشتري بنزيدين مثبت ها سلول كلن و تعداد 

در افلزاي  تملايز اريتروئيلدي     EPOدهنده تلثنير   كه نشان
 .ي كيسه زرده استها سلول
ي كيسله زرده  هلا  اي بلين سللول   نيز مقايسه  8و7 شكل    
  و در به ترتيب در غيا را كشتي شده با اين رده سلولي هم

رشد بسليار   EPOدهد كه درحرور  نشان مي EPOحرور 
گيلريم كله    مي  ها نتيمه با اين يافته. گردد بهتري مشاهده مي

EPO ي كيسله زرده بله رده   هلا  نق  مهمي در تمايز سلول
 . دارداريتروئيدي 

تنظليم  در تيقيقا  مشخص شلده كله اريتروپلويتين    
يله اتصلال بلا   كننده اصلي اريتروپوئز قطعي است كه به وس

ي هلا  كند و رسپتور آن روي سللول  رسپتور خود فعاليت مي
نله تنهلا    EPO(. 18،17) شلود  ساز اريتروئيدي بيان مي پي 
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1- Reverse Transcriptase 
2- decidual 

ي قطعللي را هلا  سلازهاي اريتروسلليت  تكثيلر و تملايز پللي   
 هلا  كنلد و باعلث افلزاي  تعلداد اريتروسليت      تيري  ملي 

طعلي  سازهاي اريتروئيدي ق بلكه بقا و حيا  پي   شود، مي
يلا در   EPOاخلتلال هدفمنلد در    .(0) كنلد  را نيز كنترل مي

رسپتور آن منمر به توقف كامل اريتروپوئز كبلد جنينلي يلا    
اگرچلله ،  شللود جنينللي مللي 12تللا  17مللرگ در روزهللاي 

در توليد اريتروپوئز قطعي نق  اصلي را  EPOدهي  سيگنال
كيسله  )كند، اما نق  آن در اريتروپوئز اوليله جنلين    ايفا مي
كمتر شناخته شده است و نظرا  متفلاوتي در ملورد   ( زرده

 .(12، 16) تثنير آن بر اريتروپوئز اوليه وجود دارد
ي قرملز اوليله،   ها در تمايز سلول EPOمطابب با نق  

در اوللين مراحلل تشلكيل     EPOور هاي ژنلي رسلپت   نسخه
مطالعلا   . جزاير خوني كيسله زرده در ملوش وجلود دارد   

رسلللپتور  mRNAمشلللخص كلللرده اسلللت كللله تمملللع 
هلاي سللولي ملزودره كيسله زرده در      اريتروپويتين در توده
شود، يعني قبل از  جنيني شروع مي 2/3حال تكوين در روز 
تشلخيص   هنوز از لياظ ظاهري قابل ها اينكه اريتروبلاست

در جزايللر  EPOرسللپتور  mRNAهمچنللين . (11) باشللند
 2/8روز )خللوني كيسلله زرده در اولللين مراحللل سللوميتي  

 .(11، 17)وجود دارد ( جنيني
اندوژن بستگي بله   EPOاگرچه ممكن است كه سنتز 

وللي   ،داشلته باشلد   11در روز جنينلي  ظهور كبلد و كليله   
دتلر از  توانلد زو  ملادري ملي   EPOمداركي وجود دارد كله  
RT-PCRتوسلل   EPO .(14) جفللت عبللور كنللد

در روز  1
 يهلا  هلاي ملوش و هلم در بافلت     هم در جنلين  ،2/8-2/6

ولللي هنللوز . (10) مللادري ديللده شللده اسللت 2دسلليدوايي
را  هلا  ي جنيني اين سيتوكاينها مشخص نشده كه آيا سلول

كله از ملادر بله     كنند يا اين قبل از تكامل كبد جنيني بيان مي
 . ل شده استجنين منتق
، رسپتور اريتروپويتينو ها گسيختگي ژن موارد ازهمدر

ي اوليله در گلردش   ها برابر در تعداد اريتروبلاست 21تا  2
هللاي  شللود و جنللين جنينللي كللاه  ايمللاد مللي 2/11روز 

جنينلي   2/17موتاسيون يافته به علت آنملي شلديد در روز   
نقل    EPOدهي  دهد كه سيگنال نشان ميامر اين  .ميرند مي

ايللن و در مممللوع عملكللردي در اريتروپللوئز اوليلله دارد  
ي اريتروئيلدي كيسله   هلا  د كه سلولبيانگر اين هستنها  يافته

بله عنلوان فلاكتور     EPOدهنلد و   پاسلخ ملي   EPOزرده به 
ي اوليه عملل  ها حياتي براي مراحل اوليه بلو  اريتروبلاست

 .(16،8، 21، 21) كند مي
براي بررسي تكثير  در بخ  ديگري از تيقيب حاضر

در  هلا  ي كيسله زرده، كشلت مسلتقيم آن   هلا  و تمايز سلول
غيا  لايه پشتيبان انماه شد ولي به علت مشكلاتي كله در  

به صور  مستقيم وجود داشت، كشلت   ها كشت اين سلول
تواند  آميز نبود كه علت اين امر مي بدين شكل موفقيت ها آن

 : مربوط به دلايل زير باشد
 ي مذكورها كه جداسازي سلول چرا ،كنيكياشكالا  ت  -1

 . تقريبا  غيرممكن بود ها بدون آسيب رساندن به آن
كله بله عللت خاصليت      هلا  خصوصيا  خلود سللول    -2

بله صلور  معللب در     ها ، اين سلولها غيرچسبندگي آن
. شلد  ماندند و ارتبارا  بين سلولي انماه نمي ميي  مي

خو  از هم يي كه ها ي مرده و سلولها در نتيمه سلول
ي كيسله  هلا  جدا نشده بودند باعث مرگ ديگلر سللول  
 . شدند مي ها زرده در چند روز اول كشت مستقيم آن

از  ها همچنين در بيشتر تيقيقا  براي كشت اين سلول    
به همين دليل . هاي پشتيبان مناسب استفاده كرده بودند لايه

  .هاي پشتيبان استفاده شد بر روي لايه ها از كشت آن
از  1081و همكلاران  در سلال    دنل  اكدر اين رابطله      
ي كيسه زرده بر روي لايه پشتيبان حاصل ها كشتي سلول هم

ي هلا  از كبد اوليه استفاده كردند و مشاهده كردند كه سللول 
ي اريتروئيلديي  هلا  ، سللول پشلتيبان كيسه زرده بر روي اين 
 .(22)هاي بالغين را داشتند  ايماد كردند كه گلوبين

تي شللك و همكللاران  از هللم لللو نيللز 1002در سللال 
روزه  11كيسله زرده جنلين    سلاز  خلون ي بنيلادي  هلا  سلول

مشلتب از كيسله   )ي اندوتليال ها موش با لايه پشتيبان سلول
اشعه ديده اسلتفاده كردنلد و نشلان دادنلد كله ايلن       ( زرده
تواننلد بيشلتر از    روز مي 8ي كيسه زرده در عرض ها سلول
 .(27) ير يابندبرابر تكث 211

و همكللاران  نيللز از  نللي ف 1002همچنللين در سللال 
CD34 ساز خوني بنيادي ها كشتي سلول سيستم هم

كيسله   +
CD34ي انلدوتليال  ها زرده با سلول

 مشلتب از كيسله زرده   +
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 استفاده كردند و تمايز رده اريتروئيدي و ميلوئيدي را نشلان 
 . (28) دادند
و همكلاران    اوربلاخ  و 1006و همكاران  در سال  لو    

ي هللا نيللز نشللان دادنللد كلله تمللايز سلللول  1003در سللال 
و ميلوئيلدي   B ،Tي هلا  سازخوني كيسه زرده به سلول پي 
كشتي با رده سلولي اندوتليالي مشلتب از كيسله زرده    در هم
  يابللد افللزاي  مللي  برابللر In vitro  ،111و  In vivoدر 
سللولي انلدوتليالي   گزارش كردند كله رده   ها آن. (27، 22)

توانايي فلراهم كلردن ريلزميي      ،C166كيسه زرده  مشتب از
. ساز اوليله را دارنلد   ي پي ها مناسب براي تكثير اين سلول
 اسللترومايي ي پشللتيبانهللا همچنللين دانشللمندان از سلللول

 
 
 
 

بللراي تمللايز  ( S17معمللولا  رده سلللولي  )مغزاسللتخوان  
اسلتفاده   IL-7ر در حرو Bي كيسه زرده به سلول ها سلول
 .(26، 23) كردند
 

 نتيجه گيري 
توان با انتخا  ي  لايه  نتايج تيقيب حاضر نشان داد كه مي

ي استرومايي مغلز اسلتخوان و   ها پشتيبان مناسب مثل سلول
درصلد بيشلتري رده    ،كلار بلردن هورملون اريتروپلويتين     هب

گرچلله بللراي تعيللين نللوع    .دسللت آورد هاريتروئيللدي بلل 
ليه يا نانويه نيازبه انماه تيقيقا  تكميللي بلا   هماتوپويتز او

 .يي در سطح مولكولي استها كارگيري تكني  هب
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Abstract 

 
Background and Objectives 

The embryonic yolk sac cells have two unique characteristics: high proliferative capacity and 

lack of MHC associated antigen. According to the positive effects of co-culturing system on 

the differentiation of stem cells, in this study we evaluate the effect of M2-10B4 stromal cell 

line and erythropoietin (EPO) on the differentiation of embryonic yolk sac cells to erythroid 

cells. 

 

 Materials and Methods

The yolk sacs were dissected from 10-day mice and their cells were separated using syring 

needles and enzyme digestions (0.1% collagenase/20 fetal calf serum (FBS) or 0.25% trypsin – 

0.02% EDTA at 37C). The M2-10B4 stromal cells were cultured in the DMEM medium and 

mitotically inactivated using mitomycin C. These cells were co-cultured with yolk stem cells in 

the medium containing stem cell factor (50 ng/ml); EPO (1U/ml) and the colony assay of these 

cells (510
4
 cells/ml) have been done in the presence of interleukin-3 (40 ng/ml), stem cell 

factor (50 ng/ml) and EPO (1U/ml) in semisolid medium. After 7 days, benzidine staining on 

the colonies was carried out and positive benzidine colonies were considered as erythroid 

colonies. 

 

Results 

The colony assay showed that in the presence of EPO the growth of erythroid colonies were 

better than the other group and they had more benzidine colonies and cells. 

 

Conclusions 

By using the stromal feeder layer such as bone marrow stromal cells and erythropoietin the 

differentiation and proliferation of YSC was improved; however, further studies are needed. 
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