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  مقاله پژوهشي 

    

  هاي  بند ناف در همكشتي با سلول +CD34هاي بنيادي خونساز  تكثير سلول
 TEPAبنيادي مزانشيمي مغز استخوان در حضور 

 
  ۳، ناهيد نصيري۲، فرهاد ذاكر۱زاده ناصر اميري

  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 
خـوني و   هاي ، روش استانداردي جهت درمان بسياري از بدخيمي)HSCs(هاي بنيادي خونساز سلول استفاده از

هـاي   سـلول  ر منـابع يفراواني نسبت به سـا  يايمزا يدارا ناف، خون بند. شود اختلالات غيرخوني محسوب مي
 از .باشد يآن م هاي بنيادي سلول تعداد محدود ,وندين منبع جهت پيمهم ا يها تياز محدود يکي است و بنيادي

اين  در. استهاي کشت  ها در محيط ن سلوليز ايتكثير بدون تما ،ن مشکليغلبه بر ا يپيشنهادي برا يكارها راه
 UCB-HSCs مغز استخوان جهـت تكثيـر   يميمزانش ياديبن يها به عنوان شلاتور مس و سلول TEPA مطالعه از

  .استفاده شد
  ها روش مواد و

دار بـا   نشان يها يباد يخون بند ناف با استفاده از آنت +CD34 يها سلول. بودكاربردي  مطالعه انجام شده از نوع
Microbead  و ستونMACS ط يمح ـ) ۱: شرايط کشت مختلف شـامل  در چهارها  ن سلوليسپس ا .جدا شدند

 يط دارايمح ـ) ۴ و نيتوکايو سـا  TEPA يط دارايمح) ۳ن يتوکايدر و سايف يط دارايمح) ۲ن يتوکايسا يحاو
ن درصـد  ييتع ,يشمارش سلول زا ،HSCs تكثير به منظور ارزيابي. کشت داده شدند TEPAن و يتوکايسا ,دريف

  . استفاده شدتكثير  ۱۰در روز  يو روش سنجش کلون يتومتريبه روش فلوسا +CD34 يها سلول
  ها يافته

 ـبه ترت(كشت چهارم در شرايط CFU-Cو  هاCD34+,  TNC يها تعداد سلول ميزان چند برابر شدن بيشترين ب  ي
  .شرايط مشاهده شد در مقايسه با ساير) برابر ۹/۱۷۲±  ۷/۴۴و  ۵/۱۱۸ ± ۷۸/۲۱ ,۱۱/۱۱۰ ± ۳/۱۵

  ينتيجه گير
 كننـده مـس   شـلاته  عامـل در حضور  يميمزانش بنيادي يها با سلول HSCs نشان داد که همكشتي يج بررسينتا
)(TEPA، تكثير است ميزان قادر UCB-HSCs ژي اسـترات  بنـابراين، ايـن   .افزايش دهـد  را به طور قابل توجهي 

  .واقع شود مفيد HSCs تكثير براي تواند مي
  TEPA ,يميمزانش ياديبن يها سلول ,خونساز ياديبن يها سلول :ات كليديكلم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ۴/۱۱/۹۱  :تاريخ دريافت 
  ۲۱/۱/۹۲: تاريخ پذيرش 

  
۱- PhD  هماتولوژي و بانك خون ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران  
۲- PhD ـ تهران ـ ايران ايرانمركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي ـ  پيراپزشكيدانشكده  استادي ـ هماتولوژ  
                                                     ۱۴۱۵۵-۶۱۸۳ :ـ صندوق پستي ـ تهران ـ ايران تهران يدانشگاه علوم پزشکي راپزشکيدانشکده پي ـ کارشناس ارشد هماتولوژ: مؤلف مسؤول -۳
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 زاده و همكاران بند ناف در مغز استخوان                                                                       ناصر اميري +CD34هاي بنيادي خونساز  تكثير سلول

 

٣٥٤ 

 

   مقدمه 
ــديپ     ــبن يهــا ســلول ون ــاخ يهــا دهــه يطــ يادي ــه ي ر ب
 ـده اسـت و  يرس ـ ييبـالا  يدرمـان  يها تيموفق کـار   ک راهي
که در  ييها يماريب از ياريبس يبرا يعمل مناسب و يدرمان

-۳(اسـت  ر قابل درمان بودند را به وجـود آورده يگذشته غ
،  (HSCs)خونسـاز  ياديبن يها سلول ياصل يها يژگيو ).۱

ز بـه انـواع   يو تمـا  (selfrenewality)ينوسـاز  پتانسيل خود
  ).۴، ۵(شدبا يم يخون يها مختلف سلول

ــاف      ــد ن ــه دل (UCB)خــون بن ــب ــداد  ي ــودن تع ــالا ب ل ب
ــ ــدگان، دسترس ــ ياهداکنن ــر يراحــت و ش  GVHDوع کمت

کامـل   يرغم عدم سـازگار  يعل) ميزبان عليه پيوند بيماري(
HLA، ونـد  يمغز اسـتخوان جهـت پ   يبرا ين مناسبيگزيجا
 ـصرف نظـر از ا ). ۶(باشد يخونساز م ياديبن يها سلول ن ي
 HSCsت عمده خـون بنـد نـاف تعـداد کـم      يمحدودا، يمزا

 .است وند به بيماران بزرگساليجهت پ موجود در آن

خـون   +CD34 يادي ـبن يها وند به تعداد سلوليسرعت پ    
ونـد در  يدوز مطلوب جهـت انجـام پ   .دارد يبند ناف بستگ
 ـشـتر  يبزرگسـالان ب   CD34+ cell/kg ۱۰۶  ×۵/۲ يا مسـاو ي

نـاف بـه صـورت مناسـب      بنـد اگر نمونـه خـون   . باشد يم
خواهد بـود کـه    +CD34 سلول ۱۰۷ يدارا ،شود يآور جمع

ــا ــتفاده در  ي ــت اس ــا جه ــداد تنه ــن تع ــافي ــوزاد ک  يک ن
كه امـروزه بسـيار مـورد     كار پيشنهادي راه ).۷-۱۲(باشد يم

 ex vivoهاي  در محيط HSCsتكثير  ،توجه قرار گرفته است
ها در  نيتوکايحضور ساها را در  ن سلوليتوان ا يم .باشد مي
در  HSCsر ي ـر نمـود امـا متاسـفانه تکث   ي ـط کشـت تکث يمح
 in vitro در HSCsرا يمواجه است ز يشگاه با مشکلاتيآزما

بودن خـود را از   يا و چند قوه يخودسازيي ج توانايبه تدر
). ۱۳، ۱۴(ابنـد ي يز م ـيتمـا  يخاص يها دست داده و به رده

از عـدم   يناش ـ in vitroط يشـرا  هـا در  ز سلوليتما احتمالاً
 ـتوسـط ر  in vivoاسـت کـه در    يماتيوجود تنظ ط يز مح ـي

در تعامل بـا   عمدتاً HSCsدر مغز استخوان . شود يم اعمال
 ـ  يا ژهيط ويز محير چ قـرار دارنـد کـه سرنوشـت     يبه نـام ن

خودنوسـازي و   ,(quiescence)ها را از نظر خاموشـي  سلول
اند که تماس  نشان داده رياخ هاي همطالع .کند يم ميز تنظيتما

م يبقا، تنظ يبرا،  HSCsاسترومال و  يها ن سلوليم بيمستق
 ياريدر بس ـ .باشـد  يوند مهم مي، مهاجرت و پيکل سلوليس

بـــا اســـتفاده از  يکيســـتينرژياثـــرات س ،هـــا هاز مطالعـــ
 يهـا  در مشـتق از سـلول  يه فيب و لاينوترک يها نيتوکايسا
گـزارش   HSCsز يتما ر ويدر تکث(MSCs) يميمزانش ياديبن

ر ي ـجهـت تکث  راًياخ که يگريکار د راه). ۱۵-۲۱(شده است
به  in vitro طيخونساز در شرا ياديبن يها ز سلوليبدون تما

 (TEPA)اسـتفاده از شـلاتور مـس    ،کار گرفتـه شـده اسـت   
 SCF  ،TPO از جمله Early acting يها نيتوکايهمراه با سا

ســـاز  شيپـــ يهـــا ســـلول ريـــاد تکثيـــجهـــت ازد FLو 
بنـد   (HSCs)خونسـاز  ياديبن يها و سلول (HPCs)خونساز
 يمس درون سلول يزان بالايكه م جايي از آن. باشد يناف م
ژن يآزاد اکســ يهــا کــاليراد ديــل نقــش آن در توليــبــه دل
ها جهـت حفـظ    کالين راديزان ايک است، کاهش ميتوکس

HSCs است يضرور يعيتروپوئز طبيدر مغز استخوان و ار .
 از جملـــه يســـلول يبـــه اجـــزا يمـــس ســـلولعمـــده 

 تنهـا  اسـت و  متصـل مختلـف   يها ميآنز ن ويسرولوپلاسم
 ـاز آن بـه فـرم    يمقدار کم فـرم  . زه و آزاد وجـود دارد يوني

ت اتصال بـه شـلاتورها را دارد کـه بـه آن     يزه مس قابليوني
Chelatable CU بـدين منظـور در ايـن     ).۲۲-۲۷(نديگو يم

 +CD34 هـاي  بر ميزان تكثير سلولمطالعه تاثير شلاتور مس 
مزانشـيمي مغـز    يادي ـهاي بن با سلول يناف در همکشت بند

در شـرايط مختلـف كشـت     ,دري ـه فيبه عنوان لا ,استخوان
  .بررسي و مقايسه شد

  
   ها روشمواد و 

  : +CD34هاي  جداسازي سلول
ها از خون بند ناف پـس   سلول كاربردي،مطالعه اين در     

هاي تك  ابتدا سلول .نامه جدا شدند تيرضاافت فرم ياز در
نمونه خون بند ناف به كمك  ۵مربوط به  (MNCs)اي هسته

سـپس  . جـدا شـد  ) kg/L ۰۰۱/۰ ± ۰۷۷/۱سيگما، (فايكول
ــا آنتــ ن ســلوليــا ــا ذرات CD34 يهــا ب  کونژوگــه شــده ب

انکوبــه گرديــده و در ) ميلتنــي بيوتــكآمريكــا، (ميكروبيــد
 ،)ميلتني بيوتك آمريكا،( MACS ت با استفاده از روشينها

عبـور   با دو بـار  هاMNCموجود در بين  +CD34هاي  سلول
ت جهـت  يدر نها. ندها جدا شد از ساير سلول LSاز ستون 

ز يآنـال  ،شـده  جدا +CD34 يها درجه خلوص سلول يابيارز
 CD34 آنتـي  يهـا  يبـاد  يبـا اسـتفاده از آنت ـ   يتومتريفلوسا
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ميـانگين  . انجـام شـد   CD38 و آنتـي  )بيوسـاينس  آمريكا،(
  ).۲۸(بود %۶۲حدود  +CD34هاي  متوسط سلول

  
  :هاي بنيادي مزانشيمي ل جداسازي و کشت سلو

    MSCs   از نمونه آسپيره مغز استخوان اهداکنندگان سـالم
هـا   آن نامـه از  تيرضا(شد ين جداسازيدر ضد انعقاد هپار

 وسيلهه اي مغز استخوان ب هاي تك هسته سلول ).گرفته شد
ــگراد ــايكوليان شــي  ± kg/L ۰۰۱/۰ســيگما، (ب غلظــت ف
 DMEM شستشـو در محـيط   جدا شـده و پـس از  ) ۰۷۷/۱

کشـت   FBS% ۱۰ حـاوي ،  Low glucose) آمريكا، سيگما(
هـاي غيـر    سلول ،ساعت انكوباسيون ۴۸ پس از .داده شدند

  .  ط خارج گرديدنديض محيچسبنده با تعو
مزانشيمي از محـيط  هاي چسبنده  پاساژ، سلول ۳پس از     

ــد   ــت بودن ــل برداش ــفنوت .قاب ــتفاده از   MSCsپ ي ــا اس ب
 CD45 آنتـي ) ، دانمارك، داكو Copenhagen( هاي بادي آنتي

 ،CD37  ،CD166  ،CD105  ،CD90  وCD34  توســـــــط
 ۱*  ۱۰۴ سـپس  .قـرار گرفـت   يابيفلوسايتومتري مورد ارز

، دانمـارك   Roskilde(خانه ۶ يها تيدر پل يميسلول مزانش
سـطح   يدگياز پوش ـ %۸۰کشت داده شدند تا بـه  ) Nuncو 
هـا بـا    سـلول  شـتر، ير بياز تکث يريبه منظور جلوگ. دنديرس
  ).۱۹(مار شدنديت Cن يسيتومايم
  

  :هاي بنيادي مزانشيمي بررسي پتانسيل تمايزي سلول
هـا بـه    ز آنيهـا، تمـا   ن سلوليد ايين به منظور تايچن هم    

 يحـاو  يزيط تمايبا استفاده از مح يوبلاستئسمت رده است
mM ۱۰ آمريكا، كميكون(دگزامتازون (، M ۱/۰ ک يآسکورب
  mol ۱ و) آمريكـا، سـيگما  ( DMEM-Low glucose،  دياس
در  .انجــام شــد) كميكــون آمريكــا،(ســرول دو فســفاتيگل
 آميزي اختصاصي رنگاستئوبلاست با دو  يها ت سلولينها
آمريكـا،  (و آلکـالن فسـفاتاز  ) آمريكـا، سـيگما  (ن رديزاريآل

  ).۲۹(د قرار گرفتندـييورد تاـم )سيگما
  

  :MTT بررسي 
    MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl 

tetrazolium bromide) يهـا  ت سـلول ياست که فعال يروش 
ــده را از طر ــزن ــق دهي ــدريم يدروژنازهاي ــورد  ييايتوکن م

، اثـرات   MTTبـا اسـتفاده از روش    .دهـد  يقرار م يابيارز
 يبـر رو  )آمريكـا، سـيگما  ( TEPA يک احتماليتوتوکسيسا

MSCs روز انكوباسـيون تعيـين    ۳پس از  ،در محيط كشت
بـر روي   يا خانـه  ۹۶ت ي ـپل يها ک از چاهکيدر هر . شد

MSCs  ،مختلف  يها رقتTEPA هر رقـت بـه   (اضافه شد
 ۳۷ يهـا در دمـا   تي ـسـپس پل  ).تکرار شد ييتا ۳صورت 

 پـس از . انكوبـه شـدند   CO2 %۵ و فشـار گراد  درجه سانتي
گرديـده   يخال ها کاملاً ط کشتيمح ،ونياتمام زمان انکوباس

اضـافه   MTTد و محلول يط کشت جديبه هر چاهک مح و
هـا   ط کشت چاهکيمح ،ونيپس از اتمام زمان انکوباس .شد
 DMSO فورمـازان در  يه شده و با حل کردن بلورهـا يتخل

هـا در طـول    نمونـه  ي، جذب نـور )متيل سولفوكسايد  دي(
  ).۳۰(در قرائت شدير الايزانانومتر با  ۵۷۰موج 

  
  :گيري يون مس اندازه

 يري ـگ گذشته انـدازه  هاي هطبق مطالع يزان مس سلوليم    
 ـگرد يآور ها جمـع  سلول .شد شستشـو داده   PBSده و بـا  ي

وژ يفيسـانتر  يفـر سلول در لوله اپندورف متال  ۱۰۶. شدند
ــگرد ــپل. دي ــا  يت ســلولي ــ  ب ــتريد نياس ــراي ــور  ک اولت پي

)Netherlands   ،Deventer  ،Mallinckrodt Baker B.V (M 
هـا   نمونـه  .رسانده شـد  mL / cell۱۰۱۰  *۱به غلظت ۰۳/۰
 ژاپـن، (ک ابزربشـن کـوره  ي ـت شده و سپس بـا اتم يکيسون

  نــانومتر ۷/۳۲۴ بــا طــول مــوج) G ۶۷۰ model، شــيمادزو
  ).۲۳(شدند يريگ اندازه

  
 :مختلف شرايطدر  +CD34هاي  کشت سلول

با  يط کشت مختلفيشده در شرا جدا +CD34 يها سلول    
ــدت  cell/mL ۱۰۴  *۱غلظــت  ــه م روز کشــت داده  ۱۰ب

  :بودند از ط کشت عبارتين شرايا .شدند
تنهـا   جدا شـده  +CD34 يها شرايط كشت اول که سلول) ۱

 Stem Cell؛ ب شـامل ي ـنوترک يهـا  نيتوکايحضـور سـا  در 

Factor (SCF)  ،FLt3-Ligand (FL) وThrombopoietin 

(TPO)  با غلظت ng/mL۱۰۰ جهت هـر   .کشت داده شدند
ها بـا مشخصـات ذکـر     نيتوکاين سايط کشت از هميشرا ۴

  .استفاده شد )Stemspan(ط کشت فاقد سرميشده و مح
  جدا شده در  +CD34 يها که سلول ت دومـط كشـشراي) ۲
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در و در حضــور يــه فيــبــه عنــوان لا MSCsبــا  يهمکشــت
بـه   MSCs دنيرس ـ پـس از  .ها کشت داده شدند نيتوکايسا
 تركيـب  حـاوي  Stemspan محيط سطح، يدگياز پوش% ۸۰

جدا شده، بـر   +CD34 سلول ۱۰۴فوق به همراه  سايتوكايني
 .شدندمزانشيمي کشت داده  هاي سلول دريه فيلا يرو

جـدا شـده در    +CD34 يها شرايط كشت سوم که سلول) ۳
  .کشت داده شدند µM۱۰TEPA ها و  نيتوکايحضور سا

 +CD34 يهـا  ط چهارم که سـلول يها در مح کشت سلول) ۴
 ـبه عنوان لا MSCsبا  يجدا شده در همکشت در و در ي ـه في

  . کشت داده شدند  µM۱۰TEPAها و  نيتوکايحضور سا
 گراد سانتي درجه ۳۷ها در انكوباتور  کشتط يمح يتمام    
 ـ  كشت يتمام .انكوبه شدند CO2 %۵ و صـورت سـه   ه هـا ب

 ۱۰و  ۷ , ۳ يط در روزهـا يض مح ـيتعو تايي انجام شده و
ر، تعـداد  يقبل از آغاز کشت و پس از تکث .صورت پذيرفت

هـا بـا    دار شـمارش گرديـده و سـلول    هسـته  يها کل سلول
قــرار  يابيــمــورد ارز CD34 جهــت مــارکر يتومتريفلوســا
  .گرفتند

  
  : (CFU assay)سنجش كلوني

جـدا شـده از بنـد     +CD34 يها سلول از سلول ۱ × ۱۰۳    
  كشـت  شـرايط هاي پس از تكثير در  ن سلوليچن ناف و هم

استم سل ( methocult H4435، با محيط ۱۰مختلف در روز 
ــوژي ــوط شــده و درون پليــت) تكنول ــاي مخل  ۲mm ۳۵ ه

 ـ   .ريخته شدند)  Nuncدانمارك، ( صـورت  ه ايـن مرحلـه ب
 ۳۷ روز در دمـاي  ۱۴ها به مـدت   تيدوتايي انجام شد و پل

پس از اين مدت  .انکوبه شدند CO2 %۵ و گراد درجه سانتي
) نيكـون  ژاپـن، (نـورت يها به وسيله ميكروسـكوپ ا  كلوني

  ).۳۱، ۳۲(شمارش و بررسي شدند
  

  :آناليز فلوسايتومتري
 كشت شرايطو بعد از تكثير در ) روز صفر(ها قبل سلول    

 يهــا بــادي آنتــي برداشــته شــده و بــا ۱۰مختلــف در روز 
و  FITC-CD34 آنتـي  )داكو، دانمارك ،گكوپنها(نوكلونالوم

PE-CD38 بـادي   از آنتـي  .شـدند  يزي ـآم رنگIgG  موشـي 
 ـ) اگ، دانمـارك، داكـو  ـكوپنه(  كنتـرل  ايزوتايـپ  عنـوان ه ب

وســــيله دســــتگاه ه در نهايــــت بــــ. اســــتفاده شــــد

-CD38هـاي   درصـد سـلول  ) پارتـك  آلمان،(فلوسايتومتري

CD34+ ۳۳(ارزيابي شد.(  
 

  :آناليز آماري
 يافـزار آمـار  بـا اسـتفاده از نـرم    يل آماريه و تحليتجز    
۱۶SPSS  هـاي مختلـف    جهـت مقايسـه گـروه   . انجام شـد

 >p ۰۵/۰ .استفاده گرديـد  ANOVAسلولي و آناليز نتايج از 
  .دار در نظر گرفته شدابه عنوان معن

  
  ها يافته

  :يميمزانش ياديبن يها د سلولييتا
ــنوفنوتاوميا     ــپ اي ــلولي ــال  ن س ــتفاده از آن ــا اس ــا ب ز يه

 CD90  ،CD105  ،CD166 انيب .شد يابيارز يتومتريفلوسا
بـود، در   %۹۴و  %۸/۹۸،  %۹۳ ، %۸/۹۶ب ي ـبه ترت CD37و 
. بـود  %۸/۳و  %۸/۲ب يبه ترت CD45و  CD34ان يکه ب يحال

سـرول فسـفات،   يبا دگزامتـازون، گل  MSCsک يپس از تحر
ــکورب ــيآس ــ،  FBS %۱۰ د ويک اس ــايپتانس ــا يزيل تم ن ي

 ۱۷در روز  MSCs .شـد  يابيها ارز ها به استئوبلاست سلول
ان آلکالن فسفاتاز و يش بيک را با افزايز استئوژنيکشت، تما

  .نشان دادند يم خارج سلوليکس کلسيل ماتريتشک
  

 : MTTسنجش 

گونه اثـر   چيه µM ۱۰ TEPA ن سنجش نشان داد کهيا    
ــر رو يمشخصـــ ــتکث يبـ ــلوليـ ــو ح ير سـ  MSCsات يـ

  ).۱نمودار(ندارد
  

  :بر ميزان مس TEPAاثر 
در  TEPAش از افـــزودن يپـــ يغلظـــت مـــس ســـلول    

. بـود سـلول   ۱۰۷در  ng ۷ ک ابزربشـن ي ـبا اتم يريگ اندازه
زان مـس  ي ـم ،ط کشت اضافه شديبه مح TEPAکه  يهنگام
ج ين نتايا. كاهش يافتسلول  ۱۰۷نانو گرم در  ۴ به يسلول

تـوان بـا افـزودن     يرا م يزان مس سلوليدهند که م ينشان م
TEPA ط کشت کاهش داديبه مح.  

  
  :ارزيابي تکثير در شرايط کشت مختلف

 ش مس جهتـو کاه MSCsرات ـن اثييـور تعـه منظـب    
  وضعيتخونساز، چهار  ياديبن يها ر سلوليتکث ت ازيحما
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،  CD34ربيـانگ :  FL1 .روز تكثير در شرايط كشـت مختلـف   ۱۰هاي بنيادي خونساز قبل و پس از  در سلول CD38و  CD34آناليز بيان :  ۲ شكل
FL2 : بيانگر CD38 . A۲ : زمان صفر(قبل از كشت( B۲ : شرايط كشت اول. C۲ : شرايط كشت دوم. D۲ :    شـرايط كشـت سـوم E۲ : شـرايط 

 .كشت چهارم

  
ر ي ـتکث يبر رو MSCsدر اين شرايط اثر  ؛ط کشت دوميشرا

TNCs ياـه ـ ، سلول CD34+  وCFU-C ـ يرژــ ـنيدر س  ا ـب
زان چنـد  ي ـن ميانگيم .ها مورد مطالعه قرار گرفت نيتوکايسا

و  ۵/۵۸ ± ۴/۱۱،  ۶۲ ± ۲/۱۵ بي ـهـا بـه ترت   برابر شدن آن
      .بود ۶/۷۸ ± ۶/۱۸

 اثـر کـاهش مـس بـر     يابيبه منظور ارز: ط کشت سوميشرا
ن يانگيم .مار شدنديت TEPAها با  ، سلولير سلوليميزان تکث

-CFUو  +CD34 يهـا  ، سلول TNCsزان چند برابر شدن يم

C ــه ترت ــب  ۹۴/۵۸ ± ۴/۱۵و  ۴۵/۴۴ ± ۷/۸،  ۵۲ ± ۸/۸ بي
  .ودب

 ينرژيدر س ـ MSCs ياثر همکشـت : ط کشت چهارميشرا    
 يابيمورد ارز HSCsر يتکث يبر رو TEPAها و  نيتوکايبا سا

،  TNCsروز کشــت، تعــداد   ۱۰پــس از  .قــرار گرفــت 
ط به طـور قابـل   ين شرايدر ا CFU-Cو  +CD34 يها سلول

زان چند برابـر  ين ميانگيم .)>p ۰۵/۰(افتيش يافزا يتوجه
ــا ، ســلولTNCsشــدن  ــه ترت CFU-Cو  +CD34 يه ــب  بي

  .بود ۹/۱۷۲ ± ۷/۴۴و  ۱۱/۱۱۰ ± ۳/۱۵،  ۵/۱۱۸ ± ۸۷/۲۱
سـه  يگر مقايکديکشت مختلف به موازات هم با شرايط     

در روز دهـم   CFU-Cو  CD34+ cells  ،TNCs تعداد .شدند
 و نمودار ۱شکل (و مقايسه قرار گرفت يابيکشت مورد ارز

۲( .  
  
  :ريپس از تکث يتومتريز فلوسايآنال
توسـط   CD38و  CD34 يان مارکرهـا ي ـن مطالعه بيدر ا    

ــارز يتومتريفلوســا  ،ط کشــت چهــارميدر شــرا .شــد يابي
% p<  ،۸۶/۴ ۰۵/۰(تـر  ييپ ابتـدا يبا فنوت يشتريب يها سلول

± ۷/۳۹ (%CD34+CD38- ت ـط کشيسه شراا ـه بـسيدر مقا  
  ).۲شکل (افت شديگر يد

D E 

A             B                                                   C 
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  بحث
جهــت  يد بخشــيــکــار ام راه ex vivoدر  HSCsر يــتکث    

در  ).۳۴-۳۶(باشـــد يمـــ يو درمـــان يقـــاتياهـــداف تحق
 يهـا  ر سـلول ي ـگذشته تلاش شده است تـا تکث  هاي همطالع

CD34+ ۱۷، ۳۷(شـود  بهينـه  ،ط کشـت يدر شرا.( HSCs  را
ر ي ـهـا تکث  نيتوکايکشت همراه با سـا  يها طيتوان در مح يم

در  ).۱۴(باشـد  يز م ـير همراه با تماين نوع از تکثينمود اما ا
 ـمختلف نشان داده شـده اسـت کـه لا    هاي همطالع در ي ـه في

 ـاسترومال قادر است از طر رشـد و   يق ترشـح فاکتورهـا  ي
cell-to-cell contact  ،ر يــاز تکثHSCs ۳۹( ت کنــديــحما ،

در  TEPAز نقـش  ين ها همطالع يبرخ گر دريد ياز سو ).۳۸
ــزا ــش تکثياف ــا ي ــاهش تم ــلولير و ک ــا ز س ــبن يه  يادي

ن يبه هم ).۲۲-۲۵(شده است يک بند ناف بررسيهماتوپوئت
به  MSCs زمان م تا اثرات همين مطالعه بر آن شديل در ايدل

 ـه فيدر و شلاتور مس جهت کاهش غلظـت  يعنوان لا ون ي
بنيادي خونساز بنـد نـاف   هاي  ر سلوليزان تکثيرا بر م مس
در حضـور   +CD34 يها به دنبال کشت سلول .ميکن يبررس
زان ي ـن ميانگي ـم ،)ط کشت اوليشرا(ييها به تنها نيتوکايسا

ش يافـزا  CFU-Cو  CD34+cells  ،TNCs چند برابـر شـدن  
 ـامـا ا ) برابر ۵/۴۵و  ۷/۱۸، ۴۸ب درحدود يبه ترت(افتي ن ي

 .قابل توجـه نبـود   ط کشتير شرايسه با سايش در مقايافزا
 ).۴۰-۴۲(مطابقت داشت يقبل هاي همطالعنتايج ج با ين نتايا

خون بنـد   HSCsر يتکث يبر رو MSCsد نقش ييبه منظور تا
 ـلا يجـدا شـده، بـر رو    +CD34 يهـا  ناف، سلول در ي ـه في

ها کشـت   نيتوکايدر حضور سا يميمزانش ياديبن يها سلول
ر يــــزان تکثيــــم ).ط کشــــت دوميشــــرا(داده شــــدند

TNCs,CD34+cells  وCFU-C شــتر از يط بين شــرايــدر ا
 ـج ايسـه نتـا  يمقا .کشـت اول بـود   شـرايط در  ريتکث ن دو ي
 MSCsدهـد کـه در طـول کشـت،      ط کشت نشان مـي يشرا

 ييحالت ابتدا در HSCsو حفظ  TNCsر يش تکثيباعث افزا
از  يانـواع  MSCsکـه   انـد  نشـان داده  هـا  همطالع ـ .شوند يم

ــ ــا گناليس ــدهايل(ه ــبندگ يگان ــايچس ــا و  نيتوکاي، س ه
ــروتئ ــا نيپ ــاتر يه ــلول يم ــارج س ــا)يکس خ  ي، فاکتوره
ر، يم تکثيرا جهت تنظ يده گناليس يها و مولکول يسيرونو
 يشــگاهيط آزمايدر بــدن و در شــرا HSCs يز و بقــايتمــا
  نيم بياس مستقـرسد تم يـر مـه نظـب). ۴۳(کنند يم مـفراه

HSCs  وMSCs  ،حفـظ   يمهم برا يامرstemness   بـوده و
پ، مهـاجرت و  ي ـعملکـرد، فنوت  يقابل توجه بر رو يريتاث

-۴۶(دارد يشـگاه يط آزمايدر شرا HSCs يان ژنيل بيپروفا
۴۴ ،۱۹.(  
 Non adherent HSCs و همکاران نشان دادند کـه آلاكل     

 adherent HSCsبـا   يـي زا يپ و کلونياز نظر عملکرد، فنوت
 يون سـلول يدادند کـه فراکس ـ ها نشان  آن .باشند يمتفاوت م

 ـباشد، از ا يتر م ييابتدا يها سلول از چسبنده متشکل ن رو ي
MSCs يبــر رو ياثــرات قابــل تــوجه   يدارا HSCs  در

 يتـر دارا  ييابتـدا  HSCs .باشند يم يشگاهيآزما يها ستميس
ط کشـت  يدر شـرا  ).۴۷(باشـند  يم MSCs به يشتريل بيتما
 يافته و مارکر سطحيز يه تماياول يها از سلول ياريبس ،اول

CD34 ـاز ا .دهند يخود را از دست م  جهـت   MSCsن رو ي
  .باشند يم يضرور HSCsر يتکث
م ياز جملـه تنظ ـ  يسـلول  يندهاياز فرآ ياريمس در بس    
 يز سـلول ير و تمـا ي ـو تکث هـا  نيها، عملکرد پـروتئ  ان ژنيب

 ـبا ا .باشد يل ميدخ د ي ـل نقـش آن در تول ي ـن حـال بـه دل  ي
 ،يش مـس سـلول  يافـزا  و (ROSs)ژنيفعـال اکس ـ  يها گونه
 +CD34 يهـا  که سـلول  يطيدر شرا ).۴۸(باشد يک ميتوکس

) ط کشـت سـوم  يشـرا ( TEPAهـا و   نيتوکايدر حضور سا
ــزا  ــد اف ــده بودن ــش ميکشــت داده ش ــزان تکثي ،  TNCs ري

CD34+cells  وCFU-C ۴۵/۴۴،  ۵۲ب ي ـبه ترت(مشاهده شد 
شـتر  يط بين شـرا ير در ايهر چند ميزان تکث ).برابر ۹۴/۵۸و 

ط دوم ير در شـرا ي ـط کشت اول بود اما کمتر از تکثياز شرا
 cell-to-cellابيــاز غ ير ناشــيــکــاهش تکث احتمــالاً .بــود

contact مترشــحه از  يهــا نيتوکايو ســاMSCs باشــد مــي. 
به صورت (زير و تمايتکث يندهايآمشخص شده است که فر

رنـد امـا در   يگ يقرار مزان مس ير ميهر دو تحت تاث) متقابل
 ـز در اولوير، تمـا يسه با تکثيمقا پلـد و  ). ۲۳(ت قـرار دارد ي

 يهـا  ر سلوليتکث يرا بر رو TEPA ١٠ µMاثراتهمكاران 
CD34+  ،ن مطالعه يدر اول ).٢٣-۲۵(ندرد بررسي قرار دادوم

ــال  در ــ، ا٢٠٠١سـ ــرات يـ ــروه اثـ ــس و TEPAن گـ ، مـ
ر يــو تکث يزان مــس ســلوليــم ين را بــر رويسرولوپلاســم

کـه در   ييهـا  کشـت  در .کردند يابيارز  +CD34 يها سلول
 تعـداد  ،انجـام شـده بودنـد    TEPAهـا و   نيتوکايحضور سا

زان مـس  ي ـشتر و ميب CFU-Cو  CD34+  ،TNCs هاي سلول
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کـه تنهـا در    ييهـا  سه بـا کشـت  يکمتر بود و در مقا يسلول
ر در يها انجام شـده بودنـد بـا تـاخ     نيتوکايحضور همان سا

تيمـار شـده بـا     يهـا  که کشت يز همراه بودند، در حاليتما
 ـج مـا بـا ا  ينتـا ). ۲۳(را نشان دادنـد  يج بالعکسيمس نتا ن ي

گر يد يا در مطالعهپلد و همكاران  .ج نيز مطابقت داشتينتا
و  +CD34 يهـا  ر سـلول ي ـبـر تکث  TEPAاثر  ۲۰۰۴در سال 

 يرا بررس SCID يها ها به موش وند آنيل پين پتانسيچن هم
ش يموجـب افـزا   TEPAها نشـان داد کـه    آن جينتا .نمودند

 ـوند را تقويپ ييرو توانا نيده و از ايها گرد سلول ريتکث ت ي
نامشـخص   TEPAسم عملکـرد  يهر چند مکان ).۲۴(کند يم

هاي  زان راديكاليم TEPAاست اما نشان داده شده است که 
) CCO(دازياکس ـ Cتوکروم يت سيو فعال (ROS)آزاد اكسيژن

را  ،هسـتند  يدر مغز استخوان ضرور HSCsحفظ  يکه برا
 ـبـه عـلاوه در ا  ). ۴۹، ۵۰(دهد يکاهش م  ين مطالعـه بـرا  ي

بـه   BM-MSCs با يدر همکشت +CD34 يها ن بار سلولياول
ــوان لا ــعن ــه في  TEPAهــا و  نيتوکايدر و در حضــور ســاي

زان ي ـن ميانگي ـم. کشـت داده شـدند  ) ط کشت چهارميشرا(
ــدن   ــر ش ــد براب ــدر ا CFU-Cو  TNCs,CD34+cellsچن ن ي

 .بود ۹/۱۷۲و  ۱۱/۱۱۰، ۵/۱۱۸ب يط به ترتيشرا

ط کشـت مختلـف   يدر شـرا  HSCs يپينوفنـوت وميز ايآنال    
ــرا  ــه در ش ــان داد ک ــارم ينش ــت چه ــلول ،ط کش ــاي  س ه

CD34+CD38− ر ينسبت به سا را يز کمترير بهتر و تمايتکث
مطالعـه نشـان داد   ن يدر واقع ا .باشند يط کشت دارا ميشرا

در  TEPAبا اسـتفاده از   يزان مس درون سلوليکه کاهش م
 يبهتـر  ييرا با کارا +CD34 يها قادر است سلول يهمکشت
 ـر نماي ـط تکثير شـرا يسه با سـا يدر مقا  يب ـيکـاربرد ترک  .دي
MSCs  وTEPA ـکـار جد  تواند راه يم  ش يجهـت افـزا   يدي

 ـا شـتر، يبقـات  يکه با تحق نيد به ايام .باشد HSCsر يتکث ن ي
  .د واقع شوديوند بهتر مفيو پ HSCsر يتکث يبرا ياستراتژ

      
  گيري نتيجه

 با توجه به نتايج به دست آمده از اين مطالعـه، اثـر هـم       
 ـبـه عنـوان لا   هاي بنيادي مزانشـيمي  زمان سلول در و ي ـه في

هـاي بنيـادي    ون مس جهت افزايش تعـداد سـلول  يکاهش 
هــا در شــرايط  زايــي آن كلــونيخونســاز و حفــظ پتانســيل 

   .باشد ثر ميؤم آزمايشگاهي
  

  تشكر و قدرداني
ــان       ــل پاي ــق حاص ــن تحقي ــد   اي ــي ارش ــه كارشناس نام

مؤسســه عــالي در مركــز تحقيقــات همــاتولوژي اســت و 
و بـا حمايـت   آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون تهـران  

مؤسسه عالي آموزشـي  مالي دانشگاه علوم پزشكي تهران و 
  .به انجام رسيده استو پژوهشي طب انتقال خون تهران 
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Abstract 
Background and Objectives 
Hematopoietic stem cells (HSCs) have become a standard protocol for the treatment of many 
hematologic malignancies and non-malignant disorders. Umbilical cord blood, as a source of 
HSCs, has many advantages compared to other sources. One major drawback in using this 
source in transplantation is the low HSC dose available. Ex vivo expansion of HSCs is a 
solution to overcome this limitation  . In this study, we used TEPA, as a Cu chelator, and human 

bone marrow MSCs to investigate the expansion rate of UCB-HSCs. 
 
Materials and Methods 
CB-HSCs were isolated using miniMACS magnetic separation system. We cultured the 
enriched CD34+ cells in various conditions. Culture condition A, supplemented only with 
recombinant cytokines; culture condition B, supplemented with BM-MSCs as a cell feeder 
layer and recombinant cytokines; culture condition C, supplemented with recombinant 
cytokines and TEPA; culture condition D, supplemented with recombinant cytokines, BM-
MSCs as a cell feeder layer and TEPA. In order to evaluate the HSC expansion, we performed 
cell count, the analysis of CD34+ expression by flow cytometery, and CFU assay on day 10 
after culture. 
 
Results 
The most fold increase rate in CD34+ cell, TNCs and CFU-C was observed in the culture 
condition D (110.11 ± 15.3, 118.5 ± 21 and 172.9 ± 44.7, respectively) compared to other 
conditions. 
 
Conclusions   
The results showed that co-culture of HSCs with BM-MSCs in the presence of copper 
chelating agent (TEPA) could dramatically increase the expansion rate of UCB-HSCs. 
Therefore, this strategy could be useful for HSC expansion. 
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