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 مقاله پژوهشي

 
‌هاي‌تكثير‌شده‌خون‌بند‌ناف‌در‌حضور‌تركيبات‌مختلف‌سيتوكايني‌هاي‌سلول‌ويژگي

 
 2مرضيه ابراهيميدكتر ، 5بهاره بيكي

 
 

 هچكيد
‌سابقه‌و‌هدف‌

 هكاي سيسكتا ايمنكي    نقك  هاي متابوليك  و   هاي خوني، نارسايي هاي بنيادي خونساز در درمان بيماري سلول
يادي خونساز در خون بند ناف قابليت پيونكد بكه دكرد بكال  را ندارنكد، لك ا       هاي بن از آن جا كه سلول. موثرند

در . هاي بنيادي خون بند ناف بپردازند اهميت دارد با صرف هزينه كا به تكثير سلول ههايي ك دستيابي به روش
هكاي   ولهاي سكل  و نيز ويژگي( MNC)اي خون بند ناف هسته هاي ت  اين مطالعه، پتانسيل تكثير و تمايز سلول

  .توليد شده در حضور تركيبات مختلف سيتوكايني مورد بررسي قرار گردت
‌ها‌مواد‌وروش

نكوزادان   از خون بند ناف( MNC)اي هسته هاي ت  سلول. اي آزمايشگاهي بود مطالعه انجام شده از نوع مداخله
و ( -anti-HIVو  -HBs Ag-  ،anti-HCV-  ،anti-HBC)سكالا به ظكاهر  ها  با دوره كامل حاملگي كه مادران آن

ليتر محكي    ميلي 2سلول در حجا  1/5×  506جدا شد و در مقادير  داقد ديابت و يا دشار خون بارداري بودند،
و در سكه گكروه    IL-3  ،TPO  ،GM-CSF  ،SCF  ،Flt-3نوع سيتوكاين  1و  FBS% 50حاوي  IMDMكشت 

FSGT3  ،FSGT  وFST هكاي تكثيكر شكده، شكمارش سكلولي،       سلول  به منظور بررسي ويژگي. كشت شدند
مكورد   25و  51، 7، 0هكاي مختلكف و در روزهكاي     هكا در گكروه   زايي آن ها و قدرت كلني ايمنودنوتيپ سلول
براي مقايسه درون گروهي درهر گروه از آزمايش غير پارامتريك  ويلكوكسكون و بكراي     .ارزيابي قرار گردت

  . ويتني استفاده شد تري  منمقايسه بين گروهي از آزمايش غير پارام
‌ها‌يافته

در خون بند ناف  MNCنتايج اين مطالعه نشان داد تمام تركيبات سيتوكايني مورد مطالعه قادر به تحري  تكثير 
هكاي تك  هسكته،     قادر به توليد بيشتر سكلول  TPOو  Flt3L  ،SCFاما تنها تركيب . باشند برابر مي 1به ميزان 
بكه ككار   ها چنين تمام تركيبكات  . گردد روز كشت مي 51طي  -CD34+90+38هاي  لسلوو   +CD34هاي  سلول
 . شوند هاي طولاني مدت مي سازهاي ميلوئيدي در كشت سبب توليد پيش ردته

‌نتيجه‌گيری‌
روش ،  TPOو  Flt3LT  ،SCFخون بند نكاف و سكه تركيكب سكيتوكايني      MNCدر اين مطالعه با استفاده از 

ارايكه  سازي  بدون استفاده از درآيندهاي خال  هاي بنيادي خون بند ناف براي كشت سلولايي  مقرون به صرده
سكازهاي   ، پيش -CD34+90+38هاي بنيادي  ، سلول هاي ت  هسته كه با ادزايش توليد ها زمان سلول شده است

CD34+ سازهاي ميلوئيدي  ، پيشCD34+133+ هاي گرانولوسيتي منوسيتي همراه است و كلوني . 
، دكاكتور محكرك كلنكي    3هكا، اينترككولين ك     هاي بنيادي خونساز، سيتوكاين خون جنيني، سلول :ات‌كليديكلم

 TPO  ،SCFگرانولوسيت ماكروداژي، 
 
 
 

 82/3/28  :تاريخ دريافت 
 78/5/22 :تاريخ پذيرش 

 
 هاي بنيادي رويان شكده علوم زيستي و فناوري سلولشناسي تكويني پژوه هاي بنيادي و زيست گروه سلولـ  كارشناس ارشد بيولوژي تكويني ـ 7
 79395-4444: ستيصندوق پ هاي بنيادي رويان ـ گروه طب ترميمي پژوهشكده علوم زيستي و فناوري سلولايمونولوژي ـ  PhD: ـ مؤلف مسؤول8
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  مقدمه 
 444فرآيندي است كه سـبب توليـد روزانـه     ،خونسازي    

به (. 7)گردد ك فرد متوسط ميبيليون سلول بالغ خوني در ي
در انسـان از   در گردش خونهاي  تمام سلول ،عبارت ديگر

ــلول   ــو كي از سـ ــت كـ ــادي  جمعيـ ــاي بنيـ  (HSC) هـ
(Hematopoietic Stem Cell )ــي  و ــاز پ ــازهاي خونس  س
(HPC) (Hematopoietic Progenitor Cell )گيرند منشاء مي .

ي و هاي بنيادي خونساز واجد خـوا  خـود نوسـاز    سلول
(. 8)باشـند  رده خوني را دارا مـي  2توانايي تمايز حداقل به 

غنـي از   ،خون بند ناف كه در جفت و بند ناف جريان دارد
هاي بنيادي قابـل پيونـد    سازهاي خونساز اوليه و سلول پي 
باشد كه به عنـوان منبعـي بـراي پيونـدهاي آلوژنيـك و       مي

ه قـرار  هاي بدخيم و غير بدخيم مـورد توج ـ  درمان بيماري
ها در پيونـد بـه    كاربرد اين سلول ،با اين وجود. گرفته است

 ،هـاي آن  بيماران به علت حجم كـم خـون و تعـداد سـلول    
در  (.3، 4)كيلوگرم شده است 84محدود به كودكان با وزن 

هـا در آزمايشـگاه در شـرايكي كـه      تكثير اين سـلول  نتيجه
ني در ها حفظ گردد، از اهداف مهم درمـا  خوا  بنيادي آن

 (. 5، 4)شود نظر گرفته مي
انـد كـه خونسـازي در بـدن توسـط       ها نشان داده مكالعه    

. گـردد  هاي مولكولي و ريز محيط سلولي تنظيم مـي  سيگنال
ها، عمدتاًَ توسط عوامل بيروني  دهي مولكولي بين سلول پيام

هـاي مترشـحه از    هاي اسـترومايي و سـيتوكاين    ون سلول
ــلول ــي  س ــراهم م ــا ف ــو ه ــيتوكاين(. 8)دش ــات  س ــا تركيب ه

گليكوپروتئيني هستند كه بر اساس سلول هدف، غلظـت و  
حضور ساير تركيبات سيتوكايني موجود در محـيط، ارـرات   

 (. 2، 9)كنند ها اعمال مي متفاوتي را بر سلول
توانـد انـوا     ين مياهم  نين علاوه بر آن كه يك سيتوك    

هـاي   ر دهـد، سـلول  ها را تحت تـارير قـرا   متفاوتي از سلول
متفاوت نيز به هنگام تكثيـر و يـا تحريـك توسـط عوامـل      

هـاي   يناتوانـايي توليـد سـيتوك    ،موجود در ريز محيكشـان 
هـاي موجـود در    تواند ارر سيتوكاين متنوعي را دارند كه مي

به عبارت ديگـر ارـرات   . كشت را تقويت و يا تضعيف كند
يك سـيتوكاين   خونسازي بسيار پيچيده بوده و رديابي تارير

هـا در تكثيـر و يـا تمـايز بسـيار       خا  و يا تركيبـي از آن 
 (. 9)باشد مشكل مي

 نو  و  و و  سلولــت نـاب درسـب انتخـن ترتيـه ايـب    
 ،يـابي بـه بهتـرين نتيجـه     تركيب سيتوكاين به منظور دسـت 

هاي موجود در خون  از ميان سلول. رسد ضروري به نظر مي
CD34هـاي   هـا از سـلول   كالعـه بند ناف، در بيشتر م

و يـا   +
CD133

 .(74-73)بــه منظــور تكثيــر اســتفاده شــده اســت +
هـاي ناخـالت تـك     مكالعات كمي وجود دارند كـه سـلول  

 (.74-74)اي را براي تكثير استفاده كرده باشند هسته
ــاكتور رشــد ســلول  از ميــان ســيتوكاين     ــز ف هــاي  هــا ني

 Flt-3 (Fms Relatedو ( SCF( )Stem Cell Factor)بنيـادي 

Tyrosine Kinase 3 )     بيشـترين تـارير را در تكثيـر و ازديـاد
CD34هاي  سلول

CD133و يا  +
دارند، هـم  نـين فـاكتور     +
كـه بـه   ( GM-CSF)ماكروفاژي - محرك كلني گرانولوسيت
كنـد،   هاي سـفيد خـون عمـل مـي     عنوان فاكتور رشد سلول

 ,IL-3) 4و   3ها و از جمله اينترلـوكين   خانواده اينترلوكين

هاي رده لنفوئيدي هسـتند   كه تحريك كننده رشد سلول( 6
كــــه توليــــد و تمــــايز ( TPO)و نيــــز ترومبوپــــويتين

هـاي   كنـد، از جملـه سـيتوكاين    ها را القا مـي  مگاكاريوسيت
سـازهاي   هاي بنيادي خونسـاز و پـي    مؤرر در تكثير سلول

 (. 78-79)خوني هستند
 LIFو  G-CSF ، IL-7  ، IL-4هاي  هم  نين از سيتوكين    

هـاي هماتوپويتيـك اسـتفاده     نيز براي تكثير و تمايز سـلول 
 . (84-88)شود مي
هـاي   هاي گسترده در زمينه تكثير سلول رغم مكالعه علي    

هـاي كمـي در زمينـه بررسـي      بنيادي خون بند ناف، مكالعه
هاي تكثير شده در حضور تركيبـات مختلـف    ويژگي سلول
ها  علاوه بر اين، اكثر مكالعه. رت گرفته استسيتوكايني صو
هاي بنيادي خالت شده از مغز استخوان و يا  بر روي سلول
 . است انجام شدهخون بند ناف 

سازي سبب از دست رفتن بسـياري   از آن جا كه خالت    
تواننـد در   گردد كه مـي  ه خونساز ميـازهاي اوليـس  ـاز پي

هـاي   ي تكثيـر سـلول  توليد ريز محيط سلولي مناسـب بـرا  
هــاي  بنيــادي مــؤرر باشــند، لــذا در ايــن مكالعــه، از ســلول

سازي  اي خون بند ناف بدون انجام مراحل خالت هسته تك
ت ش ـاستفاده گرديد و ارر تركيبات متفاوت سيتوكايني بـر ك 

هاي حاصل از نظر فنوتيپ  ها و نيز ويژگي سلول اين سلول
 . فتزايي مورد بررسي قرار گر و خوا  كلون
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  هاروش مواد و 
 . بوداي آزمايشگاهي  مداخله مكالعه انجام شده از نو     
اي خـون بنـد    هاي تك هسـته  جداسازي و كشت سلول -1

 : ناف
 سـالم  بـه اـاهر    خون گيري از بند ناف نوزادان مادران    
(HBs Ag-  ،anti-HCV-  ،anti-HBC-  وanti-HIV-)  بـــا

هـاي خـونگيري    كيسـه توسـط  ( n =4)دوره كامل حـاملگي 
صـورت  ( شـركت بعثـت  ) CPDAحاوي ماده ضـد انعقـاد   

هـاي قرمـز، خـون كامـل بـا       به منظور حذف گلبول. گرفت
 5بـه   HESليتـر   ميلـي  7استارچ به نسـبت    هيدروكسي اتيل

ليتر خون مخلوط گرديد و مخلوط حاصـل بـه مـدت     ميلي
هاي تك  سپس سلول. يك ساعت در دماي اتاق انكوبه شد

بـا اسـتفاده از شـيب    ( UCB-MNC)اي خون بند نـاف  هسته
 (. 88)جدا گرديد (آلمان)غلظت لنفودكس

 هاي سلول سازهاي هاي بنيادي و پي  از آن جا كه سلول    
واجد انوا  متفاوتي از رسپتورها بوده و هم  نـين   سازخون

هاي متفاوت با يكديگر و با رسپتورهاي  ميانكن  سيتوكاين
نماينـد،   ايي و يا بازدارندگي اعمال مـي افز سلولي اررات هم

هاي خونساز براي رسيدن به يك  لذا فرمولاسيون سيتوكاين
 . تكثير مكلوب ضروري است

هـاي   سـيتوكاين كـه در تكثيـر سـلول     5در اين مكالعـه      
 Flt3Lو  SCF شـامل  سازهاي خوني مؤررنـد   بنيادي و پي 

ضروري بوده  ها هاي بنيادي و نيز تكثير آن براي بقاي سلول
كـه از عوامـل    IL-3گردد،  سازها مي و مانع آپوپتوز در پي 

كـه يـك فـاكتور رشـد      GM-CSFمؤرر خونسـازي اسـت،   
سازهاي ماكروفـاژي،   الكيف است و سبب تكثير پي  وسيع

كـه   TPOشـود و   گرانولوسيت، دندريتيك و اريتروئيدي مي
ورد م ها است هاي قوي در تمايز مگاكاريوسيت از سيتوكاين

 (. 83-84)استفاده قرار گرفتند
، Flt3L  ،(ng/ml 744 )SCF( ng/ml 744)هاي سيتوكاين    
(ng/ml 54 )GM-CSF  ،(ng/ml74 )IL-3  و(ng/ml 54 )

TPO  ــركت ــا، ) R&Dاز شـ ــداري  (Systemsآمريكـ خريـ
اي خون بند  هسته هاي تك ليتر از سلول ميلي 8ميزان . گرديد
 آمريكــا،) IMDM يط كشــتدر محــ( ml 744  ×5/7/)نــاف
 78هـاي   در پليت( جيبكو آلمان،) FBS %74حاوي ( سيگما
 FSG3Tسـيتوكايني،   5ايـي و در سـه گـروه متفـاوت      خانه

و  Flt3L  ،SCF  ،GM-CSF  ،IL-3هــاي  حــاوي ســتيوكاين
TPO  ــروه ــيتوكايني،  4، گ ــامل  FS3Tس   ، Flt3L  ،SCFش
IL3  وTPO  سيتوكايني،  3و گروهFST  شاملFlt3L  ،SCF 
 . (78)روز كشت شدند 87به مدت  TPOو 
توسـط لام نئوبـار    87و  74، 8، 4ها در روزهـاي   سلول    

هـا، فنوتيـپ و    شمارش شدند و درصد زنـده بـودن سـلول   
. زايي در هر گروه مورد ارزيابي قـرار گرفـت   خاصيت كلون
روز تعويض شد و پس از رسيدن بـه   8ها هر  محيط سلول
هاي جديد پاساژ داده  ها در  اهك سلول ،بانباشتگي مناس

 . شدند
 
ايـي تكثيـر    هـاي تـك هسـته    ـ بررسي ايمنوفنوتيپ سلول8

 : شده
هـاي بنيـادي خونسـاز و سـاير      براي تعيين درصد سلول    
هاي ضـد   بادي هاي تمايز يافته، از فلوسايتومتري و آنتي رده

ــي  ــدي  شــاخت پ ، ( بيوســاينس) CD38ســازهاي لنفوئي
بكتـــون ) CD133ســـازهاي ميلوئيـــدي  ي شـــاخت پـــ

 CD90  ،CD34هـاي بنيـادي    و شاخت سـلول ( ديكينسون
. اســتفاده شــد PE-Cy5و  FlTC  ،PEكونژوگــه بــا ( داكــو)

برداشــته و بــا ســلول از هـر گــروه   5×  744بـدين منظــور  
 C 4دقيقـه در دمـاي    45هاي مورد نظر به مدت  بادي آنتي

ا اســتفاده از دســتگاه آميــزي بــ نتــاير رنــ . انكوبــه شــدند
بــه صــورت دو ( :PAS III پارتــك آلمــان،)فلوســايتومتري

 . رنگي و سه رنگي آناليز شدند
 
 : زايي ـ سنج  قدرت كلني3

 8سـلول در   8×  744 ،براي تعيين قدرت تشكيل كلوني    
( MethoCult GF H4434كانـادا،  )ليتر محيط نيمه جامد ميلي

تعــداد . ه گرديــداي اضــاف خانــه 4بــه هــر  اهــك پليــت 
، گرانولوســـيت ـ   ( CFU-E)هـــاي اريتروئيـــدي كلـــوني

و اريتروئيـد ـ گرانولوسـيت ـ      ( CFU – GM)ماكروفـاژي 
روز كشـت، توسـط    74پـس از  ( CFUـ   Mix)ماكروفـاژي 

نوري معكوس در هـر گـروه مـورد بررسـي       ميكروسكوپ
به منظور بررسي محتويات سلولي در هـر  (. 88)قرار گرفتند

ــا ا ــوري، تعــدادي از   ســتفاده از ميكروســكوپكلــوني، ب ن
آميـزي   رايت ـ گيمسا رن    ها برداشته و توسط رن  كلوني
 . شدند
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 : ها ـ آناليز داده4
براي مقايسه درون گروهي بين روزهاي مختلف در هـر      

 Wilcoxon Signed Ranksگروه از آزماي  غير پارامتريـك  
ارامتريـك  و براي مقايسـه بـين گروهـي از آزمـاي  غيـر پ     

Mann-Whithney  45/4استفاده شد و p<     به عنـوان سـك
 . داري در نظر گرفته شد معني

 
 يافته ها

ــب  -7 ــداد   TPOو  Flt3L  ،SCFتركي ــزاي  تع ــبب اف س
CD34هـاي   دار و سـلول  هـاي هسـته   سلول

روز  87طـي   +
 :گردد كشت مي

و نتـاير شـمارش سـلولي در    مشاهدات ميكروسكوپي     
ها طـي   از سلول% 4/88 ±% 72/3شان داد كه ها ن همه گروه

(. >p 45/4)رونــد ســه روز ابتــدايي كشــت، از دســت مــي
اي  هاي باقيمانده در كشت، كـروي بـوده و از انـدازه    سلول

هـايي بـه    هـا سـلول   كو ك برخوردار بودند و در ميـان آن 
(. B 7شـكل  )شـد  شكل نيز ديـده مـي   اشكال برگي و يا بي

برابـر   59/4 ± 4/4وز، سـبب  ر 74افزاي  زمان كشت بـه  
ها نسـبت   دار در همه گروه هاي هسته شدن تعداد كل سلول

تعـداد  (. A 7شـكل  ()>p 43/4)به روز سوم كشت گرديـد 
CD34هـاي   سلول

برابـر در   8/4 ± 49/7نيـز بـه ترتيـب     +

ــروه  ــروه   FSG3T   ،74/7 ± 98/8گ ــر در گ و   FS3Tبراب
ــه FSTبرابـــر در گـــروه  52/4 ± 84/7  3روز  نســـبت بـ

 87افزاي  زمان كشت به (. ها نشان داده نشدند داده)گرديد
افزاي   FSTها تنها در گروه  روز نشان داد كه تعداد سلول

ــد مــي ،  FS3Tو  FSG3Tهــاي  و در گــروه( =p 484/4)ياب
 87و  74روز هـا در   داري بين تعـداد سـلول   اختلاف معني

 هـاي  بررسـي تعـداد سـلول   (. A 7شـكل  )مشاهده نگرديد
CD34

ها در  نيز در اين زمان نشان داد كه تعداد اين سلول +
  FS3Tبرابـــر، در گـــروه  FSG3T   ،42/4 ± 37/4گـــروه 

برابــر  FST  74/4 ± 79/7 برابــر و در گــروه 92/4 ± 37/4
داري بـين   گـردد و اخـتلاف معنـي    مـي  74نسبت بـه روز  

 . (>p 47/4)گردد ها مشاهده مي گروه
ــي مورف      ــين بررس ــم  ن ــلول ه ــوژي س ــط   ول ــا توس ه

ميكروسكوپ نوري دو نو  سلول را طي كشت نشـان داد،  
گروهي كه با تشكيل اجتماعـات سـلولي و كلـوني تكثيـر     

و گروه ديگري كه به صورت منفـرد  ( C 7شكل )شدند مي
تعـداد  (. D 7شـكل  )شدند و بدون تشكيل كلوني تكثير مي

روز  87ها با افزاي  زمـان كشـت بـه     ها و اندازه آن كلوني
تكثيـري در   يهـا  هـم  نـين تعـداد كلـوني    . افزاي  يافت

هـا   داده)بـود  FSTبي  از گروه  FS3Tو  FSG3Tهاي  گروه
 (. اند نشان داده نشده

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

پس از ای  های تک هسته موردولوژی سلول(. A)طی روزهای متفاوت کشت FSTو  FSG3T, FS3Tهای  گروه در ها ش تعداد سلوليادزا: 1شکل 
کشكت در گكروه    41ر شكونده منفكرد در روز   يهای تکث و سلولFS3T (C )در گروه  کشت 41 ر شونده در روزيتکث های کلونی ،(B)روز کشت 3

FST(D). ريی تصويبزرگنماB  ،X11 ر يو تصاوC  وD ،X01 باشد مي.                 F=Flt3L, S=SCF, G=GM-CSF, 3=IL-3, T=TPO 
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دی يلوئيم سازهای شييو پ (CD34+90-38+()B)دیيلنفوئ سازهای شيپ ،(CD34+90+38-()A)ادی خونسازيهای بن لسلو درصد: 0شکل 
(CD34+133+) (C )نی متفاوتيتوکايبات سيدر حضور ترک. 
 F=Flt3L, S=SCF, G=GM-CSF, 3=IL-3, T=TPO 
 
 سبب توليد TPOو  Flt3L  ،SCFـ سه تركيب سيتوكايني 8

CD34)هاي بنيادي خونساز اوليه مقادير زياد سلول
+
90

+
38

-

 . شود ايي خون بند ناف مي هاي تك هسته در كشت سلول( 
سـازهاي   هاي بنيادي و پـي   سلولبراي بررسي درصد     

آناليز سه  ،در هر گروه( رده ميلوئيدي و لنفوئيدي)خونساز
ه بـه  هاي كونژوگ ـ بادي رنگي و دو رنگي با استفاده از آنتي

FlTC  ،PE  وPE-Cy5    توسط دستگاه فلوسـيتومتري انجـام
CD34هـاي   به اين ترتيب سلول. گرفت

+
90

+
38

بـه عنـوان    -
CD34هـاي   هاي بنيادي خونساز اوليه، سلول سلول

+
90

-
38

+ 
CD34هـاي   ساز رده لنفوئيدي و سلول به عنوان پي 

+
133

+ 
شـكل  )سازهاي ميلوئيدي در نظر گرفته شـد  به عنوان پي 

CD34هاي  مقايسه نسبت سلول. (8
+
90

+
38

CD34بـه   -
+
90

-

38
و  FSTنشان داد كه ايـن نسـبت بـه ترتيـب در گـروه       +

FSG3T  بي  از گروهFS3T 24/8,  85/5به ترتيـب  )است 
هاي  مقايسه نسبت سلول(. >p 47/4و  >p 447/4()45/4و 

CD34
+
90

+
38

CD34به  -
+
133

نيز نشان داد كه  74در روز  +
بــي  از دو گــروه ديگــر    FSTروه ايــن نســبت در گـ ـ 

و  FSG3Tدر گـروه   FSG3T ،  24/4در گـروه   25/4)است
ــروه  74/4 ــبت رده  (. >FST()48/4 pدر گـ ــي نسـ بررسـ

و  FSG3Tميلوئيدي به لنفوئيدي نيـز نشـان داد كـه گـروه     
بـه  )بيشترين تمايز را بـه سـمت رده ميلوئيـدي    FSTسپس 

بيشـترين   FS3Tو گـروه  ( >p 45/4()85/7و   82/3ترتيب 
درصد . اند داشته( =p 43/4)تمايز را به سمت رده لنفوئيدي

NK(CD16هاي  سلول
+
/56

CD3)هـاي   و سـلول ( +
+
) T   نيـز

روز كشت، كاه  نشان دادند كـه   87ها طي  در تمام گروه
 NKهــاي  بيشــتر از ســلول Tهــاي  ايــن كــاه  در ســلول

ــلول    ــد سـ ــوو درصـ ــد و در عـ ــاهده شـ ــاي  مشـ هـ
CD14)ماكروفاژي/منوسيتي

داري را نشـان   افزاي  معنـي ( +
كشت مشـاهده گرديـد    87داد كه ماكزيمم افزاي  در روز 

(45/4 p<()اند ها نشان داده نشده داده.) 
 
-Flt3L  ،SCF  ،GMهاي  ـ تركيبات متفاوت از سيتوكاين3

CSF  ،IL-3  وTPO  اي  هـاي تــك هســته  در كشـت ســلول
تي ـ  هـاي گرانولوسـي   خون بند نـاف سـبب توليـد كلـوني    

 :گردد مي( CFU-GM)ماكروفاژي
توان ايجاد كلوني در روزهاي مختلف به منظور بررسي     

سـنج  كلـوني بـر روي محـيط نيمـه      كشت، از آزماي  
ها در هر كلوني برداشته  جامد استفاده شد، هم  نين سلول

ــ   ــط رن ــد و توس ــي      ش ــا بررس ــت ـ گيمس ــزي راي آمي
ها  در تمام گروه( CFC)ها تعداد كل كلوني. (3شكل )گرديد

 ، اما در (>p 45/4)داري نشان نداد اوت معنيــتف 8ا روز ـت
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-تي، کلكونی گرانولوسك  CFU-E] [(A)دیيك تروئيی از کلونی ارينما. روز 11مه جامد به مدت ي  نيل کلونی در محيی تشکبسنجش توانا: 3شکل
هكای مختلكف در    سكه گكروه  يو مقا( Hو  B ،E)ها در هكر کلكونی   زی سلوليآم ، رنگ(G)[CFU-Mix]و کلونی مختل ( D) [CFU-GM]تيمونوس
 (.Iو  C،F)تی و مختل يمونوس - تیيدی، گرانولوسيتروئيهای ار ل کلونیيکشت از نظر توان تشک 14و 4،41، 0های  زمان
 F=Flt3L, S=SCF, G=GM-CSF, 3=IL-3, T=TPO 

 
كيل شده در هاي تش مدت، تعداد كلونيهاي طولاني  كشت
تعـداد آن  ()=p 43/4)بي  از دو گروه ديگر بود FSTگروه 

ــب  74در روز  ــه ترتي ــروه  22ب ــروه  FST  ،54در گ در گ
FS3T  در گــروه  44وFSG3T  بــه ترتيــب   87و در روز
-CFUاين اختلاف ناشي از افزاي  تعـداد  (. بود 4و  55/9

GM  در گروهFST هـا  به عبارت ديگر در تمام گـروه . بود، 
مشـاهده   8پـس از روز   CFU-Mixو  CFU-Eتوان تشكيل 

ها با اسـتفاده از   آميزي سلول رن (. C, F, I 3شكل )نگرديد
 3 شـكل )رن  رايت گيمسا نيز تاييد كننده نو  كلوني بـود 

B, E, H .) 
   

 بحث
هـايي   يـافتن راه  ،همـاتولوژي  محققـان هاي اخيـر   تلاش    

را با دستكاري در  هاي بنيادي خونساز است كه بتوان سلول
محيط كشت به تعداد زياد و با حفظ تمامي خصوصياتشـان  

به عنوان يك سلول بنيادي خونساز تكثير كرد تـا بتـوان آن   
ها  مكالعه. را در كلينيك و ژن درماني مورد استفاده قرار داد

هاي بنيادي خـون بنـد    اند كه پتانسيل تكثير سلول نشان داده
ريـز  . و بيرونـي وابسـته اسـت   ناف به فاكتورهـاي درونـي   

هـاي همـراه و    هاي استرومايي، سـلول  محيط سلولي، سلول
ها از جمله عوامل بيروني هسـتند كـه در تكثيـر و     سيتوكين

از آن (. 82، 89)هاي بنيادي نق  مهمي دارنـد  ازدياد سلول
هـاي خـالت در كابردهـاي بـاليني      جا كه استفاده از سلول

هـاي خـالت    مختلف سلولامروزه از انوا   ،ضروري است
CD34+  وCD133+ اند و  كه از منابع مختلف به دست آمده

هـاي   هـاي متفـاوت بـراي تكثيـر سـلول      مخلوط سيتوكاين
 (. 34، 37)كنند خونساز استفاده مي

منجـر بـه تهـي شـدن و تخليـه       ،هـا  سازي سلول خالت    
سـازي   نيـز تهـي   ، -CD34هـاي   هاي همـراه و سـلول   سلول
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ــر در  ت از فاكتورهــاي تغذيــههــاي كشــ سيســتم اي و تغيي
گـردد كـه در بازسـازي جمعيـت      محيط مـي   pHلاكتات و 

هـاي طـولاني مـدت و افـزاي       هاي خوني در كشت سلول
سازهاي اوليه و نيز تمـايز سـلولي    سازي پي  پتانسيل كلون

هـاي تـك    لذا در مكالعه از سلول(. 38، 33)ضروري هستند
سـازي   جـام مراحـل خـالت   اي خون بند ناف بدون ان هسته

هـاي   بـراي تكثيـر در حضور تركيبات متفـاوت سـيتوكاين  
IL-3  ،GM-CSF  ،FLT3L  ،SCF  وTPO اســتفاده گرديــد .

ها كـه تعيـين    از آن جا كه انتخاب مخلوط مناسب ستوكاين
اي  باشند، ارر تعيـين كننـده   ها نيز مي كننده ريز محيط سلول

، لذا در اين مكالعه ارر هاي بنيادي دارند در سرنوشت سلول
هاي متفاوت سيتوكايني بر جمعيـت ناخـالت تـك     مخلوط
اي خون بند ناف مورد ارزيابي قرار گرفت تا بـه ايـن    هسته

هـاي متفـاوت در    ـ آيا سيتوكاين7سؤالات پاسخ داده شود، 
اي خـون بنـد نـاف     هاي تـك هسـته   تعيين سرنوشت سلول

ثيــر بهينــه ـــ  ــه تركيــب ســيتوكايني ســبب تك8مؤررنــد  
اي بــا حفــظ خــوا  بنيــادينگي  هــاي تــك هســته ســلول

هاي تكثيـر شـده در حضـور تركيبـات      ـ سلول3گردد   مي
متفاوت سيتوكايني  ه ويژگي دارند و به كـدام رده خـوني   

 يابند  تمايز مي
بـه سـؤالات فـوق سـه تركيـب سـيتوكايني       براي پاسخ     

،  Flt3Lسـيتوكاين   5شـامل   FSG3Tگـروه  : انتخاب گرديد
SCF  ،GM-CSF  ،IL-3  وTPO  گروه ،FS3T   شامل  هـار

شـامل   FSTو گروه  TPOو  Flt3L  ،SCF  ،IL-3سيتوكاين 
هـا   غلظـت سـيتوكاين  .  TPOو  Flt3L  ،SCFسه سيتوكاين 
از % 24تـا  %84كـاه   . ها مشابه انتخاب شد در تمام گروه

روز ابتـدايي كشـت حـاكي از آن     3طـي   ،جمعيت سـلولي 
هـاي تمـايز    ها توانايي حفـظ سـلول   اين سيتوكايناست كه 

سازهاي متعهـد را ندارنـد، امـا تمـام تركيبـات       يافته و پي 
هـاي باقيمانـده    سيتوكايني انتخاب شده قادر به تكثير سلول

از سـوي  . باشـند  مي 87در كشت و حفظ اين تكثير تا روز 
هاي سلولي كه به صورت منفرد و يا  حضور جمعيت ،ديگر

توانـد نشـانگر    نماينـد نيـز مـي    كلوني تكثير مـي  به صورت
هـا   حركت به سمت تمايز يا حفظ خوا  بنيادينگي سلول

هـا بـه    به عبارت ديگر در هفته اول كشت كه سـلول . باشد
كه در روز  FSTشوند و يا در گروه  صورت منفرد تكثير مي

هاي منفرد به مقادير زيـاد در كشـت مشـاهده     نيز سلول 74
ــود مـــي ــي ،شـ ــيل  ت مـ ــود پتانسـ ــت وجـ ــه علـ ــد بـ وانـ
در عـوو  . هـا باشـد   در ايـن سـلول  ( Proliferation)تكثيـر 

هاي طولاني مدت  ها در كشت افزاي  تعداد و اندازه كلوني
توانـد ناشـي از    مي FS3Tو يا  FSG3Tو خصوصاًَ در گروه 

و ورود بــه ( Proliferation)دســت رفــتن قــدرت تكثيــراز 
( Expansion)زاي  پتانسيل تزايـد مرحله تمايز باشد كه با اف

نو  كشت بـه هنگـام    8  نيز،شيان  در مكالعه . همراه است
مشـاهده شـد كـه شـامل      +CD34هاي خالت  تكثير سلول

، گرد و نيمه شـفاف بـود كـه طـي     ههاي منفرد پراكند سلول
 هاي مختلف هاي سلولي در اندازه مجموعه ،هفته دوم كشت

ي يهـا  ت مخصو  سـلول دادند، اين نو  كش تشكيل مي را
هايي بـا ميـزان    و مجموعه سلول -CD34+CD38با شاخت 

هـاي   هـاي پراكنـده كـه مجموعـه     كم و يا حتي فاقد سـلول 
از دســته  ودادنــد  تشــكيل مــي را (كلــوني)ســلولي بــزر 
CD34+CD38+  هم راستا با نتاير ايمنوفنوتيـپ در   وبودند

ها و يا  ههنگامي كه اين مجموع. (34)وارد شدنداين مكالعه 
هاي منفرد پراكنده رنـ  شـد، مشـخت گرديـد كـه       سلول
هـاي اوليـه هسـتند،     هاي پراكنده بيشتر حاوي بلاست سلول

هاي  سلوله هاي سلولي، بيشتر دست در حالي كه در مجموعه
در ايـن مكالعـه مشـخت    (. 34)متعهد دودماني ديـده شـد  

توانـايي   ،سـيتوكايني مـورد مكالعـه   تركيب  3گرديد كه هر 
اي خونسـاز را   هاي تك هسـته  فزاي  تكثير و ازدياد سلولا

هــاي  هــا بيشــينه تكثيــر ســلول دارا بــوده و در تمــام گــروه
برابر اسـت كـه بـه علـت      5و به ميزان  74دار تا روز  هسته

در حقيقـت  . باشـد  هاي افزوده شده به محيط مـي  سيتوكاين
SCF  وFlt3L هاي عمل كننـده اوليـه    كه از جمله سيتوكاين

هـاي   سازي، ورود سلول هاي پي  سلول يستند، سبب بقاه
و تقسيم سلولي شـده و نيـز مـانع آپوپتـوز      Sبنيادي به فاز 

،  GM-CSFهـم  نـين   (. 35)شـوند  ساز مي هاي پي  سلول
TPO  وIL-3 هاي پر توان ارر گذاشته و  انساني نيز بر سلول
ــاز   آن ــا را از ف ــي  G0ه ــارم م ــر    خ ــبب تكثي ــد و س كنن

رغم افـزاي    علي(. 34)شوند ي متعهد خوني ميسازها پي 
هــا، تفــاوت  دار در همــه گــروه هــاي هســته تعــداد ســلول

هـاي   ها از نظـر افـزاي  تعـداد سـلول     داري بين گروه معني
CD34 به اين ترتيب كه دو تركيب . مشاهده گرديدFSG3T 
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در روز  CD34هـاي   برابري سلول 5/4سبب افزاي   FSTو 
و عـدم كـاه     87ها تـا روز   سلولحفظ تكثير . شدند 74

تواند به نو  تركيب سيتوكايني انتخاب شـده   ها مي تعداد آن
هاي كمكي در محـيط كشـت بـه علـت      و نيز حضور سلول

در سـال   كوهلر در مكالعه. ها باشد سازي سلول عدم خالت
،  SCFخون بند ناف در حضـور   +CD34هاي  ، سلول7999

FLt3L  وIL-3   ــراه ــه همـ و در  EPOو  GMCSF  ،IL-6بـ
هاي تك  محيط عاري از سرم كشت شدند و ميانگين سلول

برابـر   CD34+ 89هـاي   برابر و سلول 8/4اي به ميزان  هسته
در  GMCSFو  SCF  ،FLT3Lغلظـت   .(38)افزاي  يافـت 
نيـز كـه   يانـ   در مكالعه . برابر مكالعه ما بود 3اين مكالعه 

هـاي   نحاوي سـيتوكاي  IMDMدر محيط  MNCهاي  سلول
TPO  ،Flt3L  ،SCF  وIL-3  ــد ــده بودن ــت ش ــداد  ،كش تع
 ± 7و در روز هشـتم،   2/5 ± 8/4هـا در روز ششـم،    سلول

آن در روز  CD34هـاي   برابر گرديد در حالي كه سلول 9/4
برابر و در روز هشتم، صفر برابر شـده   77/4 ± 79/4  ششم،
 FSTتنهـا تركيـب    ،از ميان سه تركيب مورد نظـر (. 38)بود

ها و نيز خوا  بنيـادينگي   سبب حفظ خوا  تكثير سلول
شده بود و از توان تشكيل كلـوني بيشـتري    87ها تا روز  آن

هــم  نــين تعــداد بيشــتري از . برخــوردار بــود 87تــا روز 
CD34هاي  سلول

+
90

+
38

توليد نمود، كـه بـه    74را تا روز  -
هـاي تمـايزي رده    ينارسد بـه دليـل فقـدان سـيتوك     نظر مي
 GM-CSFدر حقيقـت  . باشـد ( IL-3  ،GM-CSF)دي ميلوئي

هاي سفيد خـون عمـل كـرده و     به عنوان فاكتور رشد سلول
IL-3 هاي بنيادي خونسـاز   نيز مسؤول تكثير و ازدياد سلول

هـا   هاي ميلوئيدي مانند ماكروفاژهـا و ماسـت سـل    و سلول
و همكـاران    يامـاگو ي  اي كه توسط در مكالعه(. 9)است

و همكـاران  در سـال   موتـو   فـوجي نيـز  و  8444در سال 
CD34هاي  بر روي سلول 8448

صورت گرفـت، تركيـب    +
FLt3L  ،SCF  وTPO  تركيب در تكثيـر  به عنوان مؤررترين
هاي بنيادي خونساز معرفي گرديـد و نتـاير مشـابهي     سلول

نيـز كـه از    يـائو  در مكالعـه (. 78، 84، 88، 32)حاصل شـد 
CD34هاي  سلول

،  TPO  ،IL-3د، تركيـب  استفاده شده بو +
SCF  وFlt3L  تـرين تركيـب سـيتوكايني در     به عنوان قـوي

در . گـزارش شـد   FBS% 74حـاوي   IMDMمحيط كشـت  
ــر ،  GM-CSFمكالعــه فــوق گــزارش شــد كــه افــزاي    ار

ــر ســلول  ــر تكثي ــده ب ــاي  بازدارن ــر  CD34ه ــا تكثي دارد ام
 راسـتا بـا ايـن    همنتاير آن (. 9)كند سازها را تقويت مي پي 

ارـر بازدارنـده بـر روي     GM-CSFمكالعه بود كه نشـان داد  
در بســياري از . نمايــد مــيســازهاي خونســاز اعمــال  پــي 

ترين ارر را در  مهم IL-3و  FLt3L  ،SCFمقالات نيز تركيب 
اعمال نمودند كه مشابه يافته ما بـر   CD34هاي  تكثير سلول

 . (39، 44)اي خون بند ناف بود هاي تك هسته سلول
هاي تمـايز يافتـه و    درصد بيان شاخت سلولهم  نين     

هاي كشت شـده، نشـان داد كـه     زايي سلول خاصيت كلوني
سـاز در محـيط كشـت بيشـتر      اي خون هاي تك هسته سلول

 (.47)تمايل به سمت رده ميلوئيدي دارند تا لنفوئيدي
 

 گيري نتيجه
اي بـراي كشـت    روش مقرون به صـرفه  ،در اين مكالعه    

هاي بنيادي خون بند ناف بدون استفاده از فرآيندهاي  سلول
سازي و از منبع ارزان قيمت خـون بنـد نـاف ارايـه      خالت

 TPOو  SCF  ،Flt3Lگرديد و مشـخت شـد كـه حضـور     
خـون بنـد نـاف كـافي      اي هسته  تكهاي  براي كشت سلول

CD34ي تـك هسـته   ها بوده و سبب افزاي  تعداد سلول
+ ،

CD34هاي بنيادي  سلول
+
90

+
38

سازهاي ميلوئيـدي   ، پي   -
CD34

+
133

 74هاي گرانولوسيتي ـ منوسيتي طـي    و كلوني +
ــي  ــت م ــدايي كش ــتفاده در    روز ابت ــت اس ــه قابلي ــردد ك گ

 . هستند اهاي تمايزي را دار مكالعه
 

 تشكر و قدرداني
وســيله از زحمــات آقايــان دكتــر ورــوق معاونــت  بــدين    

روند مدير گروه بخـ   پشتيباني پژوهشكده رويان، دكتر بها
هـاي بنيـادي و دكتـر شـاهوردي معاونـت پژوهشـي        سلول

پژوهشكده رويان كه زمينه انجام ايـن پـروژه را در بخـ     
تحقيقات پژوهشكده رويان فراهم آوردند كمـال تشـكر را   

هم  نين از آقاي احسان جـان زمـين كارشـناس    . نماييم مي
رابي و بخ  فلوسيتومتري پژوهشكده رويان، آقاي دكتر ض

كاركنان بانك خون بند ناف رويان كه در اجراي پـروژه مـا   
بخشــي از ايــن طــر  بــا . را يــاري نمودنــد، سپاســگزاريم

حمايت مـالي مركـز امـور زنـان و خـانواده نهـاد رياسـت        
     .  جمهوري به انجام رسيده است
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Abstract 
Background and Objectives 

Hematopoietic stem cells (HSCs) transplantation has been used for treating hematological 

disorders, immunodeficiencies, metabolic disorders and auto immune disease. In clinical 

application, the number of HSCs infused proved to be the major prognostic factor for 

engraftment and survival; however, cord blood transplantation is limited in adults cause of 

their low number of cells. Consequently, we evaluated the potential of cell expansion and 

differentiation of cord blood cells in presence of different combination of cytokines.   

 

Materials and Methods 

In this interventional experimental study, umblical cord blood mononuclear cells (UCB MNC) 

were taken from apparently healthy mothers without any historical sign of diabetes during their 

pregnancy. We quantified and characterized an ex vivo expansion capacity of umbilical cord 

blood mononuclear cells (UCB MNC) in IMDM supplemented with 10% fetal bovine serum 

and various combination of SCF, TPO, Flt-3, GM-CSF and IL-3 as FSG3 T,  FS3T, and FST 

for 3 weeks. Immunophenotyping and colony forming assay were performed at day 0, 7, 14 

and 21 to characterize expanded cells in different groups.  

 

Results 

Total cell number was multiplied 5 times by all groups after 14 days of culture and the group    

with three cytokines of SCF, TPO, Flt-3 was shown to produce the highest percentage of 

hematopoitic stem cells and myeloid precursor cells among all groups during 2 weeks. 

 

Conclusions 

In this study, we showed an economical method for the expansion of umbilical cord blood 

stem cells with usage of UCB MNC and combination of SCF, TPO, and Flt-3. 
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