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  چكيده
 (hiPSCs) و پرتوان القايي انـساني       (hESCs)ي بنيادي جنيني    ها    شامل سلول  ي بنيادي پرتوان انساني   ها      كشت موفق سلول   جداسازي و 

ي درماني مانند مهندسي بافـت و پزشـكي ترميمـي ايجـاد كـرده               ها     كاربرد برايي جديدي را    ها    پتانسيل و اميد  در شرايط آزمايشگاهي    
هاي ارزشمند نيازمند توليد مقادير زيادي سلول هـدف بـا خـصوصيات كـاملاً                 هاي درماني اين سلول        با اين وجود، اغلب كاربرد     .است

 ي كـشت  هـا     سيـستم  توسـعه  ي ارزشمند آزمايشگاهي مستلزم   ها     كاربردي شدن يافته  از اين رو،    . مشخص، تعريف شده و يكسان است     
كنتـرل  كـاملاً    در مقياس بالا، تحت شرايط       ي مورد نظر را   ها    ادر باشد سلول  با كارايي بالا و قابل اعتمادي است كه ق        پويا، مقياس پذير،    

 توسعه موفق سيستم كشت براي اهداف درماني نيز نيازمند شناسايي و بررسـي      . مشخص و يكسان تكثير كند     شده و خصوصيات كاملاً   
 رده سـلولي، اجـزاي      تـأثير  مانند   توان القايي انساني   و پر  بنيادي جنيني هاي      دقيق عوامل مؤثر بر تكثير، حفظ خودنوزايي و تمايز سلول         

مقالـه حاضـر    . هاي اخير مورد توجه بسياري از محققين قرار گرفته است             محيط كشت، شرايط كشت و سيستم كشت است كه در سال          
هـاي مـذكور در     لدست آمده در زمينه طراحي سيستم كشت براي تكثيـر سـلو   هاي به  هاي مرتبط و دستاورد     مروري بر آخرين پژوهش   

  .هاي پيش رو است  مقياس بالا و چالش
  

  ، تكثير در مقياس بالا، سلول درماني(hiPSCs)ي پرتوان القايي انساني ها  سلول، (hESCs)ي بنيادي جنيني انساني ها  سلول :ها كليد واژه
  

  مقدمه
ي هـا      به عنـوان جـايگزين سـلول       ها    در حال حاضر سلول   
ي دارو هـا     ي آسيب ديده و حامل    ها    تآسيب ديده، نوسازي باف   

 درمـان   براي هاي بنيادي       استفاده از سلول  شده و   رسان استفاده   
 پاركينـسون،   ،هـا       سرطان ويژه  بهي ژنتيكي و اكتسابي     ها    بيماري
ي آسيب ديده و ديابت نيز      ها      بافت هاي قلبي و عروقي،       بيماري

 .]2 و1[ ه اسـت  ي بـه همـراه داشـت      ا ه    نتايج بسيار اميدوار كنند   
 سـلول درمـاني داراي      بـراي ي بنيـادي    هـا      سـلول  كـارگيري  به

ي بنيادي قادرند   ها    سلول. است و چشمگيري     ي بالقوه ها     مزيت
 ها     آن ي القا از طريق خود از طريق تقسيم سلولي تكثير كرده و         

 يها  سلول. اختصاصي متفاوتي را توليد كرد يها  توان سلول  مي
 پيونـد زد و از طريـق        هـا     تـوان بـه انـواع بافـت         بنيادي را مـي   

 سـلول -ي سلولي مختلف مانند بـرهمكنش سـلول       ها    مكانيسم
Intra-cellular interactions،را نيز تحريـك  ها   ديگر انواع سلول 

  توان كـارايي    ي بنيادي مي  ها     با استفاده از سلول    رو،  از اين  .كرد
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يك بافت را از طريق شركت مستقيم سلول در بافـت هـدف يـا               
صورت حامل علايم پيچيده سلولي، حتي بدون شركت مستقيم  به

ايـن خـصوصيات برجـسته باعـث        . ت هدف بازيابي كـرد    در باف 
هاي بنيـادي بـراي سـلول درمـاني از              اند تا استفاده از سلول      ه    شد

 هـاي بنيـادي جنينـي         سلول. ]3[سزايي برخوردار باشد      اهميت به 
هــاي    و ســلولHuman embryonic stem cells (hESCs)انــساني 

، Human induced pluripotent stem (hiPSCs) انيپرتوان القايي انس
هاي بنيـادي بـراي اهـداف سـلول             ترين انواع سلول    از نويدبخش 

 هاي بنيادي جنينـي       سلولپس از اولين جداسازي     . درماني هستند 
هـاي بنيـادي پرتـوان           ميلادي و توليد موفق سلول     1998در سال   

افـت و پزشـكي     القايي انساني، تحول بزرگي در زمينه مهندسي ب       
ترميمي ايجاد و روند تحقيقاتي رو به رشـدي بـراي تمـايز ايـن               

. ]4[هاي تمايزي مختلف آغاز شده اسـت              ها به سمت رده       سلول
هـاي      همچنين، امـروزه مطالعـات روز افزونـي در زمينـه كـاربرد            

ها، شناسايي و رفـع موانـع بيولـوژيكي سـلول               درماني اين سلول  
هـا    هاي جديد تكثير، تمايز، انتقال سلول       درماني و توسعه پروتكل   

 فرآيند توليد سلول و درمان در حال        Monitoringبه بيمار و پايش     
هـاي درمـاني ايـن          د، اغلـب كـاربرد    بـا ايـن وجـو     . انجام اسـت  

هاي ارزشمند نيازمند توليد مقادير زيادي سـلول هـدف بـا               سلول
خصوصيات كاملاً مشخص، تعريف شده و يكسان بوده و مقدار          

هـاي      هاي سـلول درمـاني شـامل بافـت            سلول مورد نياز پروتكل   
 ها ميليون تـا         مهندسي شده و با توجه به كارايي روش انتقال از ده          

به عنوان مثال براي جـايگزيني      . چند ميليارد سلول متفاوت است    
 ميليـارد سـلول   2 الـي  1بافت عضله قلب پس از سكته قلبي بـه          

همچنـين بـراي   . ]5[ نيـاز اسـت    Cardiomyocyteكارديوميوسيت  
هـايي از        كيلـوگرم و ر    70 يك بيمار بـا وزن       1درمان ديابت نوع    

وليـد   تβ سـلول  3/1 × 109وابستگي به انسولين پس از پيوند به       
 ميليارد سلول 10كننده انسولين نياز است و توليد كبد مصنوعي با 

توانـد باعـث بهبـودي        مي) هاي كبد      درصد سلول  10-20(كبدي  
بنـابراين انتقـال    . ]7 و6[يك بيمار داراي عارضه حاد كبدي شود        

هـاي      دسـت آمـده بـه كـاربرد         هاي ارزشمند آزمايشگاهي به         يافته

هــاي كــشت پويــا   هــا و سيــستم  درمــاني مــستلزم توســعه روش
Dynamic پذير    ، مقياسScalable  ،         با كارايي بـالا و قابـل اعتمـادي
هـاي بنيـادي جنينـي تمـايز            ه تكثير و توليد سلول    قادر ب است كه   

ها بـا كـارايي بـالا بـه ميـزان               هاي تمايز يافته از آن        نيافته و سلول  
مناسب براي اهداف درماني، با خـصوصيات كـاملاً مـشخص و            

 Goodهـاي جهـاني سـلول درمـاني       يكسان و تحـت اسـتاندارد  

Manufacturing Practice (GMP) ر دهـه اخيـر   رو د از ايـن .  باشـد
هاي كشت داراي اجـزا و تركيبـات مختلـف،                توسعه انواع محيط  

هـاي مختلـف     هاي كشت و بيوراكتور  هاي كشت، سيستم     پروتكل
ياري از محققـين و      براي اهداف ذكر شده مورد توجه بس       ]8-13[

بـا ايـن    . ]15 و14[ اسـت     هاي تجاري مرتبط قرار گرفتـه         شركت
هـاي چـشمگير        تهـاي بـسيار و پيـشرف          وجود و عليرغم تلاش   

دست آمده، طراحي سيستم كشت مناسب براي اهداف درماني           به
هاي بنيادي پرتوان جنيني بـه دليـل دشـوار بـودن شـرايط                  سلول

 عوامل چند گانه كاملاً توسعه پيدا تأثيركشت، موانع بيولوژيكي و 
بنابراين براي توسعه سيستم كـشت موفـق مناسـب          . نكرده است 

ناسايي و بررسي دقيق عوامـل مـؤثر بـر          اهداف سلول درماني، ش   
و تمـايز ماننـد محـيط       ) Self-renewalحفظ خود نـوزايي     (تكثير  

، ماتريكس خارج سـلولي  Growth factorهاي رشد   كشت، فاكتور
Extracellular matrix  ــلولي و ــين س ــيگنالينگ ب ــات و س ، ارتباط

، غلظت اكسيژن و تنش برشي      pHهاي سيستم كشت مانند         پارامتر
Shear stressهدف از اين مقاله مروري اشـاره بـه   .  ضروري است

هـاي اخيـر،     هـاي مـرتبط انجـام شـده در سـال       آخرين پـژوهش  
دست آمده در زمينه طراحي سيستم كشت تكثيـر           هاي به     دستاورد
  .هاي پيش رو است  هاي مذكور در مقياس بالا و چالش  سلول
  

  خودنوزايي و تكثير
ي زيـادي در زمينـه تعيـين        هـا     فتي اخير پيـشر   ها    در سال 

ي مولكولي خاص كه باعث     ها    شرايط كشت و شناسايي فاكتور    
ي جنيني  ها     در سلول   و تكثير مناسب   حفظ حالت خود نوزايي   

   در حقيقـت تفـاوت و      . حاصـل شـده اسـت      ،شوند پرتوان مي 
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هـاي حيـواني كـه      هاي بنيادي و سلول  چالش اصلي تكثير سلول 
بـراي توليـد سـلول و      ) تا چند هزار ليتـر    (  امروزه در مقياس بالا   

شوند، لزوم حفـظ حالـت        ها به آساني تكثير مي        هاي آن     متابوليت
حالت . هاي بنيادي است      هاي تكثير سلول      خودنوزايي در سيستم  

خود نوزايي مكانيسم و فرآيندي است كه باعث تكثير و تقـسيم            
 ايجاد تمايز   هاي بنيادي جديد بدون       سلول بنيادي و توليد سلول    

در واقع حالت خود نوزايي يك مكانيسم درون سلولي         . شود  مي
است كه از طريق علايم خارج سـلولي كنتـرل شـده و كـاركرد               

بنابراين حفـظ خودنـوزايي،     . كند  سلول در بافت را مشخص مي     
مهمترين عامـل مـؤثر در طراحـي سيـستم كـشت بـراي تكثيـر           

هـا امكـان      ال حاضر تن  در ح . رود  هاي بنيادي به شمار مي        سلول
هـاي بنيـادي جنينـي بـه صـورت              كشت و تكثير موفـق سـلول      

از . طولاني و بدون از دست دادن حالت بنيـادينگي وجـود دارد           
تـرين مـدل      هاي بـا ارزش بـه عنـوان مناسـب             رو اين سلول    اين

هـاي      تحقيقاتي براي درك مكانيسم خودنوزايي علاوه بر كاربرد       
 امروزه بررسي الگـوي كلـي بيـان ژن          .روند  درماني به شمار مي   
هاي بنيـادي       هاي ملكولي خودنوزايي سلول       براي شناسايي مسير  

هـاي مهـم        مختلف و شناسايي، غربالگري و توليد انواع فـاكتور        
هاي بنيادي در حال انجام است          مؤثر در حفظ خودنوزايي سلول    

  .]17 و16[ )1شكل (
  

  
  ثر بر حفظ خودنوزايي و تكثيرؤ عوامل مهم م.1شكل 

  رده سلول  تأثير
بايـست در ابتـدا بـراي         يكي از عوامل بسيار مهم كـه مـي        

ها مدنظر قـرار گيـرد،          طراحي سيستم كشت براي تكثير سلول     
هـاي        انـد كـه رده      ه    ا نـشان داد   ه      بررسي.  رده سلولي است   تأثير

 تـأثير سلولي مختلف پاسخ متفاوتي به سطوح مختلف عوامـل        
ها نشان داده و سيستم كشتي كـه بـراي تكثيـر و                 گذار و تيمار  

تمايز يك رده مشخص سلولي توسعه داده شـده اسـت را بـه              
. هـاد كـرد     توان براي رده سلولي ديگـر پيـشن         طور قطعي نمي  

هـاي بنيـادي        هات بسيار ميـان سـلول       ابهمچنين با وجود تش   
ها نسبت به شرايط        هاي پرتوان القايي، پاسخ آن        جنيني و سلول  

كشت متفاوت بوده و طراحي سيستم كشت بايد بر اساس رده           
  .]15 و13[سلولي هدف انجام پذيرد 

  
 رشـد و ديگـر      يهـا        فاكتور ،محيط كشت  تأثير
   محلولتركيبات

هـاي      هايي از ملكـول         جستجو و شناسايي و ايجاد كتابخانه     
كوچك و عوامـل محلـولي كـه باعـث حفـظ خودنـوزايي در               

شـوند، پيـشنياز      هاي بنيادي جنيني و پرتوان القـايي مـي            سلول
هاي كاملا تعريف شده براي تكثير و           توليد محيط كشت  اصلي  

كـه در مـورد      در اولـين گزارشـي    . هـا اسـت       تمايز اين سـلول   
ي بنيادي جنيني انساني منتشر شد،      ها    جداسازي و كشت سلول   

ي هـا     ي فيبروبلاست جنيني موشي به عنوان سـلول       ها    از سلول 
 در  و حفظ حالت خود نـوزايي پـر تـوان          Feeder تغذيه كننده 

ي بنيادي انساني جداشده از بلاستوسيست استفاده شد ها   سلول
 Human ي تغذيـه كننـده فيبروبلاسـت انـساني    ها  سلول. ]18[

fibroblast feeder   گـاه،  هـاي پوسـت ختنـه     مانند فيبروبلاسـت 
جنيني انساني   ي بنيادي ها    ي توليد شده از سلول    ها    فيبروبلاست

ديه كننـده   ي تغ ها    از ديگر سلول  ها      و مشتقات توليد شده از آن     
د نـوزايي را در      هـستند كـه قادرنـد خـو        و مشتقات متعـددي   

بـا وجـود اينكـه      . ]19[ ي بنيادي جنيني حمايت كنند    ها    سلول
 در سـطح آزمايـشگاهي بـسيار        هـا     استفاده از اين نـوع سـلول      
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 ثر است، متغير بودن كيفيت و تركيب هر محـيط    ؤاقتصادي و م  
 با توجـه بـه شـرايط متفـاوت          رحله و دفعات توليدي   در هر م  

 Xenogenic or سـازي و امكـان انتقـال عوامـل خـارجي      آماده

infectious agents بـه  هـا     اين محـيط عمده و عفوني از معايب 
 بـا   ي تعريف شـده   ها       استفاده از محيط   رو  ايناز  . رود شمار مي 

  و تكثيـر  كشت برايDefined, humanized media  انسانيمنشاء
 )Scalable culture system( پـذير  ي كشت مقيـاس ها   در سيستم

ــد ــسيار اي ــسياري از محققــين و  ل ا ه  ب ــورد توجــه ب ــوده و م ب
به اين منظـور تحقيقـات      . هاي تجاري قرار گرفته است        شركت
براي بررسي عوامل مؤثر بر مكانيسم خـود نـوزايي     ي  ا  ه    گسترد

كـشت كـه در        محـيط    شناسايي اجـزا و تركيبـات     در سلول و    
و   شـده  ي دارد انجـام   مـؤثر حفظ خود نوزايي و تمايز نقـش        

هاي محلول پروتئينـي و         هاي رشد مختلفي مانند فاكتور        فاكتور
هاي مـؤثر    ليپيدي به صورت تركيبي و انفرادي به عنوان فاكتور 

  . اند ه  هاد شد پيشن
فيبروبلاستي   كه استفاده از فاكتور رشداند ه  ها نشان داد   بررسي

ــا   در محــيط)(Basic fibroblast growth factor bFGFســاده  ي ه
بـه   Conditioned medium)( مغذي شدهي ها   و محيط تعريف شده

ي بنيـادي جنينـي     هـا      سـلول  خوبي باعث حفظ خود نوزايي در     
 ،اما پايداري كم ايـن فـاكتور رشـد        . ]21 و20[شود   انساني مي 

پـذير محـدود كـرده و     ي مقيـاس هـا    را در سيستم استفاده از آن  
در مـؤثر   استفاده براي افزايش ميزان پايداري  براي آنمهندسي  
 TGFβ. ]22[پـذير ضـروري اسـت     ي كشت مقيـاس ها  سيستم

(Transforming growth factor beta) ، Activin A و ،Nodal و 
(Insulin-like growth factors) IGFs   ي رشـد  هـا    ديگـر فـاكتور

 در مكانيسم خود نوزايي به اثبـات        ها     كه نقش آن   استي  مؤثر
 نيـز هـر دو مكانيـسم        Wntدر مورد ليگاند    . ]23[رسيده است   

ي مـزودرم در    هـا     حفظ خود نوزايي و تمايز به سـمت سـلول         
ي مختلـف گـزارش شـده اسـت     هـا   ليگاندحضور  و  ها    غلظت

 و مغـذي شـده  ي ها   همچنين آناليز شيميايي محيط. ]25و 24[
  حفـظ يي كه باعثها  نشان داده است كه فاكتور مغذي شدهغير

بـسيار غنـي     مغذي شده يط  شود در مح    خود نوزايي سلول مي   
 Activin A ،IGF1 كه اند ه  دكر گزارش مطالعات مشابهي. هستند

 ـ  ي است  رشد هاي     فاكتور TGF-β1و   ي هـا     وسـيله سـلول    ه كه ب
، Human Fetal cells)( ي جنيني انسانيها  تغديه كننده مانند سلول

ي فيبروبلاست موشـي    ها    و سلول  Neonatal)( نوزادي  ها    سلول
 در حـال حاضـر،     خوشـبختانه    .]26[شـود     ح مي به محيط ترش  

ــاكتور  ــسترده ف ــظ    شناســايي و بررســي گ ــؤثر در حف ــاي م ه
 هـاي     كـشت محـيط   خودنوزايي منجر به توليد تعداد معدودي       

 در سـطح تجـاري شـده اسـت كـه            انساني كاملا تعريف شده   
به عنوان . هايي كه تاكنون ذكر شد است   حاوي بعضي از ليگاند   
 TGFβ1 ،Lithium  كــه حــاويmTeSRمثــال محــيط كــشت 

chloride LiCl، γ-Aminobutyric acid GABA، bFGF و اســـيد 
ي هـاي بنيـاد       پيپكوليك است قـادر اسـت خودنـوزايي سـلول         

هاي پرتوان القايي انساني را به مـدت طـولاني              جنيني و سلول  
 نيز محيط تجاري ديگـري اسـت        StemProمحيط  . تضمين كند 

 IGF1 ،bFGF ،Activin Aكه به اين منظور توليد شده و حاوي 
Heregulin 1β  HRG1β 27[يگر تركيبات مؤثر است د و[.  

هاي فسفاته      هاي ليپيدي، كارايي اسفنگوليپيد       از ميان ملكول  
Sphingosine-1-phosphate)(        نيز بر خودنوزايي و جلـوگيري از 

همچنـين  . ]29 و28[خودي به اثبات رسيده است        تمايز خودبه 
هـا      استفاده از آلبومين و مواد مصنوعي به عنـوان حامـل ليپيـد            

هاي تعريف شـده          براي اتصال به سطح سلول در محيط كشت       
براي حفظ خود نوزايي بررسي شده و نتـايج خـوبي حاصـل             

طور كلـي، بـا ايـن وجـود شناسـايي             به. ]31 و30[شده است   
ها و افزايش       هاي رشد مؤثر، اثبات كارايي آن         بسياري از فاكتور  

كـرد  روزافزون دانش محققـين در ايـن زمينـه، مكانيـسم عمل           
هـا      هاي معرفي شـده در حفـظ حالـت پرتـواني سـلول                فاكتور

هاي بنيادي بالغين تا حدود زيادي ناشناخته مانده            ويژه سلول   به
ها مطالعه و تلاش بـراي كـشت موفـق              به عنوان مثال سال   . است
. هاي مغز استخوان انساني تا حدي زيادي ناكام بوده اسـت              سلول
  الاتوؤ ســپاســخگويي بــه ايــنرو دانــشمندان در حــال  از ايــن
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  :هستند
تواننـد بـراي يكـسال و         هاي بنيادي جنيني مـي        چرا سلول 

  حتي بيشتر در آزمايشگاه كشت داده شوند؟ 
هـاي زنـده تكثيـر و           هـايي در انـدام        و اينكه كه چه فاكتور    

  كند؟  حفظ خودنوزايي را به طور عادي تنظيم مي
 محققـين در  توانـد بـه   دستيابي به پاسخ اين سؤوالات مـي      

هاي بنيادي جنيني و غيرجنيني در شرايط           تر سلول   كشت موفق 
آزمايشگاهي، اسـتاندارد كـردن روش كـشت و بهينـه سـازي             
تركيب محيط كشت تعريف شـده بـراي حفـظ خـود نـوزايي          

  .كمك شاياني نمايد
  

   ماده زمينه برون سلوليتأثير
يكي از عوامل مهم ديگر مؤثر بـر تكثيـر و خـود نـوزايي               

مـاده  (هاي بنيادي جنيني، لزوم وجود يك بستر مناسب             لولس
هـا را       خودي سـلول    است كه تمايز خودبه   ) زمينه برون سلولي  

. ]32[بــه حــداقل رســانده و تكثيــر مناســب را تــضمين كنــد 
غشاي اسـتخراج    ( Matrigelهاي تغذيه كننده و ماتريژل          سلول

هـاي متـداول        مـاتريس ) ارسينوماي موشي هاي ك     شده از سلول  
پيچيـده بـودن،    . هاي بنيادي جنينـي هـستند         براي كشت سلول  

توليـد  ( Xeogenicنامشخص بودن كامـل تركيـب و زئوژنيـك        
 بودن و متغيـر     )هاي متفاوت سلولي يا جانوري        ها    شده از گونه  

ها از مهمتـرين معايـب اسـتفاده از               بودن كيفيت اين ماتريكس   
هاي     ماده زمينه جداسازي شده از سلول     . رود   به شمار مي   ها    آن

هـاي فيبروبلاسـت     هاي مزانشيمي و سـلول   انساني مانند سلول 
تواننـد بـه عنـوان جـايگزين بـراي كـشت              گاه مي   پوست ختنه 

با . ]31 و19[هاي بنيادي جنيني مورد استفاده قرار گيرند          سلول
اين وجود استفاده از يـك مـاده زمينـه خـارج سـلولي كـاملا                

 Biomaterialستفاده از زيست مواد     مشخص و تعريف شده يا ا     
هـاي بنيـادي      براي يك محيط كشت انساني براي تكثير سـلول        

هـاي اخيـر مـواد زمينـه            در سال . جنيني انساني ضروري است   
 متعددي به عنـوان سوبـستراي   Defined matricesتعريف شده 

هـاي بنيـادي جنينـي معرفـي            مناسب براي خودنوزايي سـلول    
، ويتـرونكتين   TGFβ1تين انـساني بـه همـراه        فيبـرونك . اند  ه    شد

 بـه همـراه هپـارين،    1، كلاژن نوع Human vitronectinانساني 
 و آلبومين اتصال يافته بـا اولئيـك         bFGFانسولين، ترانسفرين،   

ــوع   ــلاژن ن ــيد، ك ــين و   5اس ــرونكتين، لامين ــراه ويت ــه هم  ب
ــيط   ــرونكتين در مح ــينmTeSRفيب  Laminin-511 511-، لامين

اي از ايـن مـواد زمينـه            هاي تثبيت شده نمونـه        ، پپتيد نوتركيب
با اين وجود مقايـسه كـارايي ايـن مـواد           . ]37-33 و20[است  
با ماتريژل در سرم انساني يا جنيني گاوي نـشان داد كـه             زمينه  

، 5 و   1ها تركيب كـلاژن نـوع       كارايي ماتريژل بالاتر بوده و تن     
 تيمـار شـده و      MEFفيبرونكتين و لامينـين در محـيط كـشت          

 توانست تا مدت زيادي خودنوزايي را       StemProمحيط تجاري   
براين مواد زمينه سـنتتيك ماننـد         علاوه. ]38 و27[حمايت كند   
ــدروژل ــاي   هي ــروه ه ــري داراي گ ــراي      پليم ــدي ب ــاي پپتي   ه

هــاي ســنتتيك بــر پايــه متــاكريلات   چــسبيدن ســلول، پليمــر
Methacrylate-based polymers  و كپسولاسيون در هيالورونيـك 

اسيد و آلژينات نيز به دليل هزينه پايين و تكرارپـذيري بـراي             
 انـد   ه    هـاد شـد     استفاده به عنوان مواد زمينه برون سلولي پيـشن        

با توجه به روند مطالعات انجام شده اخير، شناسايي  . ]39-41[
هاي فعال مواد زمينه توليد شده بـر پايـه انـساني، توليـد                ه    گرو

 مواد كـاملاً    مواد زمينه نوتركيب بر پايه انساني و توليد زيست        
هاي كارآمد مورد استفاده جهت توليد          تعريف شده، تكنولوژي  

  .مواد زمينه در آينده خواهند بود
  

  ارتباطات بين سلولي تأثير
ارتباطات بين سلولي نيز از عوامل بسيار مهـم و مـؤثر بـر              

هاي بنيادي جنيني و طراحي سيـستم كـشت       خودنوزايي سلول 
هـاي بنيـادي        چـسبنده سـلول   ماهيـت   . رود  موفق به شمار مي   

ها به چسبيدن به يكـديگر بـراي            جنيني و وابستگي اين سلول    
ــظ    ــت حف ــلولي و در نهاي ــم س ــال علاي ــؤثر و انتق ــاط م ارتب
خودنوزايي يكي از مهمترين مشكلات و عواملي است كـه در           

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 225د درماني   رهاي بنيادي و كارب سلول

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 8, Autumn 2010 & Winter 2011 

225

طـوركلي    بـه . سزايي دارد   تكثير موفق در سيستم كشت نقش به      
هـاي    صورت كلوني در بستر اني بههاي بنيادي جنيني انس     سلول

كـه كـشت      شـوند در حـالي      مسطح به خـوبي كـشت داده مـي        
. شـود  ها به صورت سه بعدي باعث افـزايش تمـايز مـي              سلول

هـاي كـشت        براساس محـصول مـورد انتظـار از سـلول روش          
گيرد به عنوان مثال بـه صـورت          متفاوتي مورد استفاده قرار مي    

، تجمـع   )سـاز پـانكراس     ي پيش ها    سلول (Monolayerتك لايه   
يا در داربست ) Cardiomyocyteهاي عضله قلبي   سلول(سلولي  

Scaffold) اما طراحي سيستم كـشت     ). هاي مغز استخوان      سلول
اي باشـد     هاي بنيادي جنيني بايستي به گونـه          براي تكثير سلول  

كه علاوه بر فراهم نمودن مؤثر ارتباطات بـين سـلولي، امكـان      
رايط سه بعدي و ديناميك را براي سهولت تكثير و          تكثير در ش  

هـاي بنيـادي     بـرخلاف سـلول  . حفظ خودنوزايي فراهم سـازد    
صورت سلول انفرادي است،      جنيني موشي كه قادر به تكثير به      

هاي بنيادي جنيني و پرتوان القايي انـساني بـه صـورت                سلول
ــرادي و دســته ــه خــوبي رشــد نكــرده و     انف هــاي كوچــك ب

. خـودي هـستند   هاي بزرگ نيز در معرض تمايز خودبـه       كلوني
هـاي    هـا، از روش   معمولاً بـراي حفـظ خودنـوزايي در سـلول       

هـا در       بـراي نگهـداري سـلول     ) آنزيمـي (مكانيكي يا شيميايي    
تيمـار مكـانيكي و پاسـاژ دادن        . شود  اندازه مناسب استفاده مي   

 توليـد   گير و مشكل بوده و تيمار آنزيمي نيز باعث          بسيار وقت 
ــوني ــوزومي در بعــضي     كل ــداري كروم ــاهمگن و ناپاي هــاي ن

انـد كـه      ه    هاي اخيـر نـشان داد           بررسي. شود  هاي سلولي مي        رده
 به محيط Rho-associated kinase ROCKافزودن ممانعت كننده 

كشت و شوك حرارتي و جستجوي منابع مختلف آنزيمي كـه           
انـد باعـث زنـده      تو  كنـد، مـي     آسيب كمتري به سلول وارد مي     

هاي سلولي ناهمگن و افزايش           هاي منفرد در توده       ماندن سلول 
ــستم شــود  ــواختي سي هــا   اســتفاده از ريــز چاهــك. ]13[يكن

Microwellهاي مـاتريژلي     و ريز الگوMatrigel-printed regions 
ــي از راه ــز يك ــايز      ني ــوگيري از تم ــايز و جل ــرل س ــاي كنت ه

قياس تكثير آزمايشگاهي و كوچك     ها در م      خودي سلول   خودبه

  . ]43 و42[است 
انـد كـه انـدازه كلـوني          ه    ها نشان داد        براين، بررسي   علاوه

. مـايزي كلـوني نيـز مـؤثر اسـت         سلول بنيـادي بـر مـسير ت       
 سلولي شبه جنيني توليد شده از        كه در مورد اجسام     طوري  به

تر تمايز بـه سـمت رده سـلولي عـصبي و              هاي بزرگ       كلوني
هاي اندودرم ديـده    هاي كوچك تمايز به سمت سلول     ني  كلو
ها يكي از عومل    ني رو كنترل كردن اندازه كلو از اين. شود مي

 Downstreamر طراحـي فرآينـد پـايين دسـتي     بسيار مهـم د 

processing   رود  هاي تمايزي بـه شـمار مـي            به منظور كاربرد .
هـاي سـلولي          همچنين در طول رشد نيز افزايش اندازه توده       

باعث كاهش انتشار مواد مغـذي و اكـسيژن بـه درون تـوده              
هــا و تمــايز   شـده و باعــث كنــدي رشــد، نــاهمگني ســلول 

بنابراين ارايه مكانيسم مؤثر بـراي      .  شد خودي خواهد   خودبه
هاي سـلولي در حـين كـشت يـا توسـعه                  كنترل اندازه توده  

هاي سلولي كه قادر به رشد و تكثير انفرادي باشند بـه                لاين
ها در مقيـاس        طراحي موفق سيستم كشت براي تكثير سلول      

  .بالا كمك شاياني خواهد نمود
  

  تنش اكسيژن
هاي مهم مؤثر در تكثيـر و           مترغلظت اكسيژن يكي از پار    

مطالعـات در حالـت كـشت      . هاي بنيـادي اسـت        تمايز سلول 
هاي اكـسيژن پـايين باعـث           اند كه غلظت    ه    استاتيك نشان داد  

به عنـوان مثـال رشـد       . شود  كاهش تمايز و افزايش تكثير مي     
 5 تـا    2هاي بنيادي موشي و انساني در غلظت اكسيژن             سلول

 گـزارش شـده و تمـايز        20اكـسيژن   درصد بيشتر از غلظت     
 الي  3هاي بنيادي جنيني انساني نيز در غلظت اكسيژن             سلول

 و44[ درصد كاهش پيـدا كـرده اسـت    20 درصد نسبت به  5
هاي بنيادي مزانشيمي نيز كاهش غلظت          در مورد سلول  . ]45

 درصد در ابتدا باعث افـزايش زمـان فـاز           2اكسيژن تا سطح    
تأخيري رشد و سـپس باعـث افـزايش رشـد در مقايـسه بـا               

ها نشان        همچنين بررسي . ]46[ درصد شد    20غلظت اكسيژن   
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ژن باعث كاهش اثر اكسيداتيو     اند كه كاهش غلظت اكسي      ه    داد
سـازي غلظـت اكـسيژن در توسـعه           آن بر سلول شده و بهينه     

ــت    ــروري اس ــايز ض ــشت و تم ــل ك . ]48 و47, 44[پروتك
هاي مهم و مؤثر در طراحـي سيـستم             بنابراين يكي از پارامتر   

كشت در مقياس بالا، بررسـي و شناسـايي غلظـت اكـسيژن             
استفاده . بهينه براي تكثير يا كاربرد تمايزي مورد انتظار است        

هـا يـا        ه بـراي تومـور    هاي رياضي انتشار اكـسيژن ك ـ         از مدل 
تواند براي  اند نيز مي ه  هاي سلولي كروي توسعه داده شد       توده

هاي بنيادي جنيني       تعيين ميزان اكسيژن بهينه در كشت سلول      
  .]49[نيز مفيد باشد 

  
هـاي      هاي مكانيكي در اثر نيـرو         همزدن و تنش  

  برشي
هاي بنيادي جنيني و پرتوان القايي          در حال حاضر سلول   

 و بدون كنترل    Staticدر شرايط آزمايشگاهي به صورت پايا       
. شـود   ام مي  انج pHهاي رشد مانند غلظت اكسيژن و           پارامتر

ها در مقياس بالا افزايش حجم كـشت            اما لازمه تكثير سلول   
است كه اين افزايش مقياس باعث ناهمگني شرايط كشت و          

دسـت آمـده خواهـد        هاي به     هايت غيريكنواختي سلول    در ن 
بنابراين براي دستيابي به تكثير و حتي تمـايز مناسـب،           . شد

 قادر به ايجاد  كهDynamicهاي كشت پويايي      طراحي سيستم 
هاي رشـد و كـشت          شرايط رشد همگن، كنترل دقيق پارامتر     

هاي بنيادي جنيني و پرتوان القـايي انـساني             سه بعدي سلول  
 Perfusionهمــزدن يــا ايجــاد جريــان . باشــند، ضروريــست

هايي است كه نقش اصلي را در فراهم نمودن شرايط              فرآيند
 تمـايز و عـدم      ها، عدم     همگن براي حفظ خودنوزايي سلول    

ها در سيستم كشت تكثيـر          وجود گراديان غلظت مواد و گاز     
صـورت    هـا بـه       كـه سـلول     براين، هنگـامي    علاوه. كند  ايفا مي 

هـا       يا با اسـتفاده از ريـز حامـل         Aggregateتجمعات سلولي   
Micro-carrier   شوند، استفاده از همزدن بـراي         كشت داده مي

اما همزدن مـستمر   . ستها ضروري ا      معلق نگه داشتن سلول   

هاي كشت پويـا و مقيـاس پـذير             يا ايجاد جريان در سيستم    
هـا        باعث اعمال تنش برشي و نيـروي مكـانيكي بـه سـلول            

 تـأثير بـا وجـود اينكـه اطلاعـات كمـي در مـورد              . شود  مي
هاي مكانيكي بر خودنوزايي و تكثير سلول وجود دارد،             نيرو

توانـد    هاي توليـد شـده مـي          واند كه نير    ه    ها نشان داد        بررسي
تنش برشي ناشي   . ]51 و50[خودي شود     باعث تمايز خودبه  

توانـد باعـث تغييـر        ياز ايجاد جريان در سيـستم كـشت م ـ        
هــاي تمــايز نيافتــه و افــزايش طــول و   مورفولــوژي ســلول

رو در نظر گرفتن اين عامـل         از اين . ها شود     گستردگي سلول 
هاي بنيـادي       مهم در طراحي سيستم كشت براي تكثير سلول       

ها نـشان       بررسي. سزايي برخوردار است    جنيني از اهميت به   
توانـد باعـث تغييـر        مـي هـاي برشـي كـه           اند كـه تـنش      ه    داد

مورفولوژي يا مرگ سلول شود بسيار وابسته به رده سلولي          
طـور كلـي      بـه . مورد استفاده و كـاربرد مـورد انتظـار اسـت          

اي انجام شود كه حداقل       ه  طراحي سيستم كشت بايد به گون     
اضـافه كـردن بعـضي      . ها اعمال شود      نيروي برشي به سلول   

، سلولز Pluronic polyolsها    ال مواد مانند سرم، پلورونيك پلي
و دكستران كه از طريق افزايش ويـسكوزيته محـيط كـشت            

شـود، بـه    باعث كاهش حساسسيت سلول به تنش برشي مي       
عنوان روشي مؤثر در كشت به صـورت سـه بعـدي و پويـا        

  .]53, 52[توصيه شده است 
  

و تمايز    براي تكثير  ي كشت ها    طراحي سيستم 
 و پرتـوان القـايي در       ي بنيـادي جنينـي    ها    سلول

  مقياس بالا و مشكلات آن
طور كه پيش از ايـن اشـاره شـد، كـاربردي شـدن                همان

هاي بنيادي جنيني انساني و پرتـوان القـايي             استفاده از سلول  
زيادي سـلول   براي اهداف سلول درماني نيازمند توليد تعداد        

همچنين ميزان مورد نياز سـلول بـه اسـتراتژي انتقـال            . است
ها درون      سلول به بيمار و قابليت زنده ماندن و كارايي سلول         

بنابراين با توجه هدف و كاربرد مورد . بدن بيمار بستگي دارد
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بايست سيستم كشتي توسعه داده شود كه قادر باشـد            نظر مي 
مشخصات كيفي و فيزولـوژيكي     ميزان سلول مورد نياز را با       

. كاملا تعريف شده و مشخص براي هدف خاص توليد كنـد          
هـاي بنيـادي     پذير بـراي سـلول    طراحي سيستم كشت مقياس   

ها و شرايط       جنيني انساني به دليل ماهيت چسبنده اين سلول       
كشت كه قبلاً نيز ذكر شد بسيار پيچيـده اسـت و مـشكلات              

ها به صورت چسبنده   گر سلولبه عنوان مثال ا. فرارواني دارد
ها از بستردر مقيـاس         كشت داده شوند تكثير و جداسازي آن      

هـاي متـداول        بالا بسيار دشوار بـوده و جداسـازي بـه روش          
مكانيكي، شيميايي و آنزيمي نيز باعث آثار مخرب بر سـلول           

ــه  ــايز خودب ــد  و تم ــد ش ــودي خواه ــن. خ ــشت  از اي رو ك
نيني و پرتوان القـايي روي      هاي بنيادي ج      سوسپانسيون سلول 

 به دليل   Aggregateهاي سلولي         صورت توده   ها و به      ريز حامل 
پذيري مناسب بسيار مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت              مقياس

ها نيز شـامل        با اين وجود، كشت روي ريز حامل      . ]55 و54[
هايي است كـه        ها و نياز به ريزحامل        مشكلات برداشت سول  

. هـا را فـراهم كنـد          تكثير و حفظ خودنوزايي مناسب سـلول      
در حالــت سوسپانــسيون نيــز بــا هــاي ســلولي    كــشت تــوده

هـاي رشـد،        محدوديت انتشار و نفوذ مـواد مغـذي، فـاكتور         
هـاي محلـول        هاي جانبي توليد شده و انتقـال گـاز            متابوليت

در عـين حـال بـا       . هاي سلولي مواجه خواهد بود          درون توده 
هـاي سـلولي،          افزايش ميزان همزدن در محيط، تخريب توده      

نتيجـه تخريـب فيزيكـي و مـرگ         افزايش تنش برشـي و در       
. ]56[شـود      مـشاهده مـي    Apoptosisريزي شده سلولي      برنامه

ناهمگني محيط كشت ناشي از گراديان مواد مغذي و غلظت          
هـاي      هـاي كـشت سـلول         اكسيژن از ديگر مشكلات سيـستم     

 ـ    چسبنده و تا حدي سيستم     سيون اسـت  هـاي كـشت سوسپان
خــودي  توانــد باعــث تمــايز خودبــه ايــن پديــده مــي. ]57[

هـاي ناخواسـته يـا          هاي بنيادي جنيني به انـواع سـلول           سلول
بنابراين سيستم كشت بايد به     . هاي غيرعادي شود        كاريوتايپ

اي طراحي شود كه علاوه بر ايجاد محيط كـشت كـاملاً              گونه
 برشي كه آثار زيانباري بر سلول دارد را نيز          هاي    همگن، نيرو 
هاي كشت مقياس پـذير         بنابراين طراحي سيستم  . كاهش دهد 

هاي بنيادي جنينـي انـساني بـسيار            براي تكثير و تمايز سلول    
طور كـه پـيش از        همان. هاي حيواني است      تر از سلول    پيچيده

هـاي بنيـادي        اين ذكر شد، حفظ حالت خودنوزايي در سلول       
هـاي      يني كه لازمه تكثير است، وابسته به حـضور فـاكتور          جن

قيمت   هاي خارج سلولي است كه بسيار گران            رشد و ماتريس  
هاي     ايجاد جريان در محيط كشت يا استفاده از فاكتور        . است

تواند باعث كاهش هزينه      رشد نوتركيب با پايداري بيشتر مي     
ممكـن اسـت    شود، اما در مقياس بالاي كشت اين تدابير نيز          

ناپايداري ژنتيكي و تغييرات در كاريوتايـپ       . اقتصادي نباشد 
ها در مقياس بالا        ها از ديگر مشكلات كشت اين سلول          سلول

هـا در       تواند باعث ايجاد حالت سـرطاني سـلول         است كه مي  
بنابراين در مورد كشت در مقياس بالا به .  شودin vivoمحيط 

هـا از اهميـت         يپ سـلول  منظور اهداف درماني حفظ كاريوتا    
 حالـت تمـايزي     Monitoringپايش  . سزايي برخوردار است    به

هـاي    ها نيز يكي از عوامل بسيار مهم در توسعه سيستم         سلول
هـاي بنيـادي جنينـي انـساني            پذير براي سـلول     كشت مقياس 

توانـد   با توجـه بـه اينكـه هـيچ فرآينـد تمـايزي نمـي             . است
 كنـد، پـايش حالـت تمـايزي         هاي كاملاً همگني توليد       سلول
سازي   ها و اتخاذ تدابير انتخابي براي جداسازي خالص             سلول
. ها در حين فرآيند افزايش مقياس بسيار ضروري است            سلول
هاي تمايزي طراحي شده بايد قادر باشد تـا جمعيتـي               فرآيند

خالص از يك سلول، همراه با خصوصيات دلخواه و فاقد هر 
ــلول ــه س ــاي  گون ــاي تم ــد ه ــد كن ــه تولي ــتفاده از . ز نيافت اس

 و غربـالگري از  Fluorescent reporterهاي فلورسان   گزارشگر
هـاي پـايش        طريق مقاومت به آنتي بيوتيـك مهمتـرين روش        

رود كه پايداري ژن گزارشگر يكي  ها به شمار مي  تمايز سلول
هاي   گونه سيستم از عوامل بسيار مهم است كه در طراحي اين
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 منطبق بودن سيستم  . ]58[ايست مد نظر قرار گيرد      ب  پايش مي 
هاي بنيادي جنيني در مقياس بالا با سيستم كيفي   كشت سلول

 نيز يكي موارد    GMPو استاندارد تمرين روش مطلوب توليد       
بايست در طراحـي سيـستم كـشت بـراي            مهمي است كه مي   

طراحي و توسعه سيستم و     . اهداف درماني مد نظر قرار گيرد     
شـد   باGMPهـاي       هاي كشتي كه مطـابق بـا اسـتاندارد            فرآيند

هـاي      نيازمند استفاده از لوازم و تجهيزات استريل مانند اتـاق         
بـراين اسـتفاده از مـشتقات و     علاوه.  استClean roomsتميز 

محـصولات حيـواني ماننــد فيبروبلاسـت جنينـي موشــي در     
 GMP كشت سلول انساني بـراي اهـداف درمـاني بـا اصـول            

 تغذيه هاي  مغايرت داشته و لزوماً بايد از محيط كشت، سلول   
هاي خارج سلولي براي جداسازي، كشت و           كننده و ماتريس  

تكثير در مقياس بـالا اسـتفاده شـود كـه عـاري از مـشتقات                
هاي كشت در   همچنين علاوه بر طراحي فرآيند. حيواني باشد

، جداسـازي   GMPمقياس بالا تحت اصول و رعايت قـوانين         
ز براي  ني GMPهاي بنيادي جنيني انساني تحت شرايط           سلول

هاي با درجه باليني در آينده ضروري   استفاده به منظور فرآيند
  .است

هاي اخيـر در        هاي بنيادي جنيني، پيشرفت       بر سلول   علاوه
هــاي ســلولي پرتــوان القــايي نيــز توســعه    مــورد توليــد رده

هاي درماني براي هر بيمار خاص را نيز فراهم سـاخته               روش
هـاي كـشت مقيـاس پـذير            و در آينده نزديك توسعه سيستم     

ها بـراي اهـداف درمـاني نيـز             براي تكثير و تمايز اين سلول     
هاي   با توجه به شباهت سلول. ]60, 59[بسيار ضروري است 

هاي بنيادي پرتوان القـايي اسـتفاده از            بنيادي جنيني و سلول   
هاي جنيني بـراي        هاي كشت طراحي شده براي سلول         سيستم

امـا باتوجـه    . پذير است   هاي پرتوان القايي امكان       كشت سلول 
هاي پرتوان القايي ايـن شـرايط بـراي             لماهيت متفاوت سلو  

هاي پرتوان القايي بهينه نبوده و براي طراحي و توسعه              سلول
هـا نيـز بايـد          پذير، رفتار اين سلول     هاي كشت مقياس      سيستم

هاي بنيادي در مورد تمامي عواملي كه در مـورد              مانند سلول 
  .هاي بنيادي جنيني ذكر شد، بررسي شود  سلول
  

ــستم ــا  سي ــشتيه ــراي   ك ــورد اســتفاده ب  م
 پذير مقياسدر  سازي شرايط كشت و تكثير بهينه

  
 High-throughput cellular هـاي    هاي كشت و آرايه  سيستم

microarray platforms  ريز سيال Microfluidic 

هـاي بنيـادي        هاي درمـاني سـلول        با وجود اينكه كاربرد   
قيـاس بـالا    نيازمند توليد تعداد زيادي سـلول و كـشت در م          

سازي شرايط كشت در تكثيـر و تمـايز پـيش از              است، بهينه 
. پــذير ضــروري اســت   هــاي مقيــاس   طراحــي سيــستم 

هاي بهينه   هاي ريزسيال مهمترين ابزار انجام آزمون  بيوراكتور
سازي شرايط كشت و كنترل بسيار دقيـق شـرايط كـشت و             

 Micro-environmentهمچنين فراهم كردن مناسب ريز محيط       
هاي مهندسـي بافـت بـه شـمار             ها براي بعضي كاربرد       سلول
  ). 1شكل (رود  مي

  

  

  
  ]62 و61[ ي ريز سيالها   كشت آرايهي ها  سيستم .2شكل 

  
ها در انـدازه        هاي اخير در زمينه طراحي بيوراكتور         پيشرفت
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هـا امكـان     ميكرو و نانو به همراه پيشرفت تكنولـوژي سنـسور       
هاي بيوراكتور براي كشت سلول، كنترل و پـايش               ساخت آرايه 
, 8[هاي سلولي را فراهم سـاخته اسـت              و فرآيند  همزمان رشد 

در هاي فراواني       ها داراي كاربرد      هاي ميكروبيوراكتور       آرايه. ]50
، مهندسي بافـت و  Drug discoveryهاي جديد   جستجوي دارو

هاي بنيادي و سرطان شناسـي اسـت            تحقيقات در زمينه سلول   
بـر    ريـزمحيط  تـأثير امكان مطالعه دقيق تكثير، تمـايز و        . ]11[

هاي سلولي در سطح گسترده و مصرف بسيار كم محيط              فرآيند
قيمـت محـيط      هاي رشد و ديگر تركيبات گـران          كشت، فاكتور 

  .ها است  ياي استفاده از اين بيوراكتوركشت از مهمترين مزا
  

 هاي كـشت سوسپانـسيون سـلول ديـواره چرخـان              سيستم
Rotary cell culture systems (RCC systems)  

هـا توسـط سـازمان هـوا و فـضاي ايـلات            اين بيوراكتور 
ها طراحـي شـده و مقيـاس             براي كشت سلول   NASAمتحده  

محـيط كـاملاً    . سـت هاي ريزسـيال بزرگتـر ا         ها از سيستم      آن
هاي برشي كه باعث صدمه به   همگن كشت و عدم توليد نيرو

شمار   ها به     شود، از مزاياي مهم اين بيوراكتور       ها مي     اين سلول 
هـا      همچنين امكان كشت سه بعدي سلول     ). 2شكل  (رود    مي

به صورت معلق در محيط وجود داشته و همـزدن از طريـق             
سيـستم  . شـود    انجـام مـي    Microgravityمكانيسم ريز گرانش    

هـا از طريـق غـشاي نفوذپـذير             انتقال گاز در اين بيوراكتـور     
ها چـسبنده را        سيليكوني و با كارايي بالا انجام شده و سلول        

ــي ــز م ــز حامــل   ني ــه اســتفاده از ري ــاز ب ــدون ني ــوان ب ــا    ت ه
Microcarriersكشت داد  .  

اجسام سلولي جنيني انـساني و اجـسام سـلولي تمـايز            
آميـزي در   طور موفقيـت  هاي بنيادي جنيني به  ه از سلول يافت

به دليـل الـزام كـشت       . اند  ه    ها كشت داده شد       اين بيوراكتور 
اي شدن    ه    اجسام سلولي جنيني در حالت سوسپانسيون، تود      

Aggregation      هـاي كـشت         مانع بزرگي براي توسعه سيـستم
  . ]63[پذير براي تمايز اين اجسام سلولي است  مقياس

  

 

  
 و  غيرمـداوم صـورت    يواره چرخان به  ي كشت سلولي د   ها     سيستم .3شكل  
 )آمريكا Syntheconساخت شركت (مداوم 

  
هـاي كـشت        انـد كـه كـارايي سيـستم         ه    ها نشان داد        بررسي

 از Slow turning lateral vessel (STLV)چرخـان بـا دور كنـد    
  كــشت اســتاتيك بــالاتر بــوده و توليــد اجــسام ســلولي       

  پـذير    امكـان هـاي نكـروز شـده             جنيني كوچـك بـدون هـسته      
ــت ــالي. اس ــستم  درح ــه، سي ــد    ك ــا دور تن ــشي ب ــاي چرخ   ه

High aspect rotating vessel (HARV) باعــث ايجــاد حالــت 
هاي       ها و نكروز گسترده درون توده         اي شديد، مرگ سلول     ه    تود

همچنين امكان ايجـاد جريـان در       . ]64[شود    سلولي جنيني مي  
هـاي سـلولي چرخـان بـراي             سيـستم  Perfusionمحفظه كشت   

هـاي      ها و خارج كردن متابوليـت         رساندن مواد مغذي به سلول    
لولي مضر وجود داشته كه اين عمل باعث يكنواختي بيـشتر           س

. ]65[شود    در سيستم كشت و كاهش مصرف محيط كشت مي        
هاي بنيـادي جنينـي بـه           در تحقيقي كه براي بهبود تمايز سلول      

رده تمايزي عصبي انجام شد، مشخص شده كه ايجاد جريـان           
و دياليز محيط كشت باعث يكنواختي بيشتر سيـستم و بهبـود            

در . شود  هاي كشت استاتيك مي       كارايي تمايز نسبت به سيستم    
ذكر شده، مقيـاس كـشت در       عين حال با وجود تمامي مزاياي       
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ها از نظر حجم و اندازه محفظه كـشت محـدود               اين بيوراكتور 
بوده و براي كشت سلول بـه منظـور بعـضي اهـداف درمـاني               

  . مناسب نيست
  

ــزن  ــشت همـ ــازن كـ ــشت  دار مخـ ــراي كـ  بـ
  سوسپانسيون

 و Stirred-tank bioreactors دار ي مخزني همزنها  بيوراكتور
ي كـشت  هـا   مهمترين سيستم Spinner flasksها   اسپينر فلاسك

ي كشت  ها    طور گسترده در توسعه سيستم     ه كه ب  استدار   همزن
 استفاده از   رو  ايناز  . ه است     كار گرفته شد   هي حيواني ب  ها    سلول

ي كـشت مقيـاس     هـا      توسعه سيستم  براي ها    اين نوع بيوراكتور  
ار ي بنيادي جنيني انساني بسيار مـورد توجـه قـر   ها  پذير سلول 
نـد كـه    ا  ه     نـشان داد   ها     بررسي .]68-66[ )3شكل   (گرفته است 

توانـد باعـث بهبـود تكثيـر،           مـي  هـا     كشت در اسپينر فلاسـك    
ي ها    ه سلول ي سلولي و حفظ قابليت تمايز ب      ها      يكنواختي توده 

 خانـه شـود   6ي هـا    ساز مغز استخوان در مقايسه با پليـت   پيش
دار مختلف،  ي كشت همزنها  قايسه سيستمهمچنين در م . ]69[

سيستم كشت چرخان و سيستم كشت استاتيك مشخص شـد          
ي هـا      سلولي جنيني در سيستم    اجسام و ميزان     رشد كه سرعت 

ــزن ــت  هم ــشتر اس ــلاوه. دار بي ــراين ع ــپينر  ،ب ــتفاده از اس  اس
 Glass Ball Impeller يها  يي كه مجهز به همزن شيشها  فلاسك

(GBI) spinner flask ي بنيادي جنيني انساني ها   تمايز سلول،بود
   .]70[ افزايش داد ها   تيسووميه سمت كارديرا ب

ي هـا     ند كه كشت سوسپانسيون سلول    ا  ه     نشان داد  ها     بررسي
ي پلـي اسـتايرن در      هـا     زحامـل بنيادي جنيني بـا اسـتفاده از ري       

امكـان  . ]71[امكان پذير است    مغذي شده    MEFمحيط كشت   
كنترل شـده از ديگـر      پذيري و محيط كاملاً       اتوماسيون، مقياس 

 كـه امكـان مطالعـه       اسـت دار   ي كشت همزن  ها    مزاياي سيستم 
. سـازد   مي  فراهم ها     عوامل مختلف بر رشد و تمايز سلول       تأثير

ي هـا       به عنوان مثال در بررسي اثر غلظت اكسيژن بر رشد توده          
سلولي جنيني كشت داده شـده در اسـپينر فلاسـك مـشخص             

غلظت اكسيژن كـاهش    ( Hypoxic يپوكسيكها        شده كه شرايط  
ي مزودرمي و   ها    رنشانگرشد سلول افزايش يافته و بيان       ) يافته

تواند استراتژي خوبي    دهد كه اين روش مي      قلبي را افزايش مي   
  .]72 و66[ ي قلبي باشدها  براي تمايز به سمت سلول

  

  
  

  

  
 ي بنيـادي  هـا      كـشت سـلول    برايدار   ي مخزني همزن  ها     بيوراكتور .4شكل  

   آلمانDasgipساخت شركت 
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 بـه   هـا     ي سـلولي جنينـي كـه كـشت آن         هـا      برخلاف توده 
ي همزندار و   ها      ن بيوراكتور صورت سوسپانسيون به خوبي درو    

ي تمـايز نيافتـه     هـا     پـذير اسـت، سـلول       امكان ها    اسپينرفلاسك
 هـستند  تكثير نيازمند چسبيدن بـه سـطح   برايچسبنده بوده و  

 به مخازن كشت    Microcarrierها       كه از طريق افزودن ريزحامل    
 نيـز وجـود     ها    دار امكان افزايش مقياس كشت اين سلول       همزن
ي هـا     ند كه استفاده از ريزحامل    ا  ه    لعات اخير نشان داد   مطا. دارد

وسيله كلاژن دنـاتوره     هبر پايه دكستران و سلولز كه به ترتيب ب        
شده و ماتريژل پوشش داده شده بود نيز باعـث بهبـود تكثيـر              

ي بنيادي جنيني انساني و ميزان بيشتر توليد سـلول در     ها    سلول
, 54[شت اسـتاتيك شـد      اسپينر فلاسك در مقايسه با سيستم ك      

 باعث حفـظ ظرفيـت      ها     استفاده از ريزحامل   ،براين  علاوه. ]73
ي ديگر  ها     كشت   در محيط  ها     شده و كارايي آن    ها    تمايزي سلول 

. ]74[بـات رسـيده اسـت        نيز بـه اث    mTeSR1 و   Stemproمانند  
ي هـا     ي بنيادي جنيني، توسـعه سيـستم      ها    علاوه بر تكثيرسلول  

 بـه   هـا     كشت مقياس پذير به منظور تمايز مستقيم ايـن سـلول          
 هـا     وسـيله سيـستم كـشت ريزحامـل        هاندودرم نيز با موفقيت ب    

هـداري   نگ بـراي  ها     استفاده از ريزحامل  . ]74[انجام شده است    
ي تكثير شده بنيادي جنيني انساني در حالت انجماد و          ها    سلول

ي ايـن  هـا      پس از انجمـاد از ديگـر كـاربرد         ها    بهبود بازيابي آن  

ي كـشت   هـا      كه قدم بزرگي در طراحي سيـستم       است ها      حامل
ي هـا     شي موجـود در رو    هـا     پـذير و رفـع محـدوديت       مقياس

  .]75[رود  مرسوم به شمار مي
  

  هاي كشت سوسپانسيون   مقايسه انواع سيستم
 طور كه پيش از اين ذكـر شـد، بـا توجـه بـه ماهيـت                  همان

هاي مختلف و پيچيده بر          پارامتر تأثيرهاي بنيادي جنيني و         سلول
هاي كشت محدودي براي تكثيـر          ها، سيستم     رشد و تمايز سلول   
هـا در مقيـاس بـالا توسـعه داده شـده و بـا                   و تمايز اين سـلول    

طـور كـه در       همـان ). 1جدول  (موفقيت نسبي همراه بوده است      
ول ريزسـيال   هـاي كـشت سـل         شـود سيـستم     جدول مشاهده مي  

مناسبترين سيستم كشت براي كنترل دقيق شرايط كـشت و ريـز            
هـا در سـطح گـسترده بـوده و ابـزار مهمـي بـراي                    محيط سلول 

سازي شـرايط كـشت از قبيـل تركيبـات و اجـزاي محـيط                 بهينه
بـا ايـن حـال بـه        . رود  هاي رشد به شمار مي        كشت مانند فاكتور  

هـا      ها، استفاده از آن         يستمپذيري اين س    دليل پتانسيل پايين مقياس   
پذير و كشت در مقيـاس        هاي كشت مقياس      براي طراحي سيستم  

ها در مواردي كه      پذير نبوده و تن     بالا براي اهداف درماني توجيه    
كنترل دقيق شرايط ريز محيط به منظور اهداف مهندسـي بافـت            

  .هاي كشت استفاده كرد  توان از اين سيستم ضروريست، مي
  

  

  ي بنيادي جنيني انسانيها  ي كشت سلولها   مقايسه انواع سيستم.1جدول 

بيشترين ميزان سلول   حجم كاري  نوع بيوراكتور
  منبع  معايب  مزايا  hESCsتوليد شده 

كنترل دقيق ريز محيط   Cell/cm2 104×3  ليتر  ميلي1/0-2/0 سيستم ريزسيال
ــالگري شــرايط  و غرب
ــاس   ــشت در مقيـ كـ

  وسيع

  مقياس كوچك

]50 ,76[  

سيستم كشت سـلولي    
  چرخان

ــي 10  500 الــــــ
  ليتر ميلي

Cell/ml 106×36    ــاز ــال گ ــؤثرانتق  و م
  نيروي برشي پايين

  مقياس پذيري
]64 ,65[  

ــستم ــا  سي ــشت ه ي ك
  دار همزن

ــي50 ــي   ميلـ ليترالـ
   ليتر10000

Cell/ml 106×5  ــاس ــذير محــيط  مقي پ
  كاملاً همگن

  تنش برشي بالا
]69 ,75[  
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   مختلف در حالت سوسپانسيون چزخان و همزنداري كشتها  ي بنيادي انساني در سيستمها   تكثير و تمايز سلول.2جدول
  منابع  تمايز  تكثير  حالت كشت

   روز21 برابر در 15  توده سلولي
  )ويزانداز با همزن مغناطيسي آ فلاسك همزن(

  CD34+CD31+  سـاز مغـز    ي پـيش هـا   ، سـلول
   روز14 درصد در 6 الي 5استخوان، حداكثر 

]69[  

   روز 28 برابر در 70  
  )محفظه دوراني چرخان با دور آرام(

  ]64[   بدون تمايز ويژه–تشكيل توده جنيني 

   روز 10 برابر در 2/1  
  )محفظه دوراني چرخان با دور آرام(

  ]70[   بدون تمايز ويژه–تشكيل توده جنيني 

   روز 10 برابر در 4/6  
  )ي توپي شكلا ه شداز با همزن شي فلاسك همزن(

     بدون تمايز ويژه–تشكيل توده جنيني 

   روز 10 در 2/2  
  )داز با همزن پارويي فلاسك همزن(

     بدون تمايز ويژه–تشكيل توده جنيني 

   روز7 برابر در 6/5  
هـاي      داز با همزن سه گـوش و بافـل          فلاسك همزن ( 

  )اي شيشه

  ]1[   بدون تمايز ويژه–تشكيل توده سلولي 

  ]13[   بدون تمايز ويژه–تشكيل توده سلولي    روز7 برابر در 2- 5/2  
ي انــدودرم قطعــي هــا  تمــايز بــه ســمت ســلول   روز8 برابر در 45 الي 34  كشت ريزحامل

) FOXA2+/SOX17+  (–      80 با كارايي بيش از 
  درصد

]74[  

  ]54[  -   روز14 برابر در 8/6  
  ]77[  -  )5 برابر در روز 8/5(  روز 7 برابر در 2/4  

  

ي چرخان كشت سلول نيز از نظر انتقـال گـاز و            ها    سيستم
 تنش برشـي كـم بـراي تكثيـر و تمـايز             فراهم نمودن محيط با   

، امـا بـه     اسـت ني انساني بسيار مناسـب      ي بنيادي جني  ها    سلول
 براي)  ميلي ليتر  500حداكثر  (پذيري مناسب     دليل عدم مقياس  

از ميـان   . تكثير و تمايز در مقياس بالا كـاربرد محـدودي دارد          
دار بـه    ي كـشت همـزن    ها    ي كشت ذكر شده، سيستم    ها    سيستم

ي هـا     ترين سيستم   پذيري بسيار مناسب، نويدبخش     دليل مقياس 
بوده و مورد    در مقياس بالا     ها     تكثير و تمايز سلول    ايبركشت  

  . )2جدول ( اند  توجه بسياري از محققين قرار گرفته
  : معايب اين نوع سيستم كشت عبارتند ازدر عين حال

  ها  ها و تخريب سلول   ميزان بالاي تنش برشي در اين سيستم-
به   كشت سوسپانسيون  براي ها     لزوم استفاده از ريزحامل    -

هــا و مــشكل بــودن برداشــت    ســلولدليــل ماهيــت چــسبنده

  هاي تكثير شده  سلول
  در اثر تنش بالاها   سلولخودي هتمايز خودب -

  مشكل بودن كنترل اندازه اجسام سلولي جنيني-

هـاي كـشتي كـه عـلاوه بـرحفظ              بنابراين توسـعه سيـستم    
هــاي مكــانيكي وارده بــه   يكنــواختي در سيــستم كــشت نيــرو

ها را كاهش داده و قادر به كـشت سوسپانـسيون، حفـظ              سلول
خودنوزايي و تكثير در مقياس بالا باشد راه حل مناسبي بـراي            

  .هاي ارزشمند است  كاربردي شدن اين سلول
طور كه پيش از اين نيز ذكـر شـد، ماهيـت چـسبنده                همان

هـاي بـزرگ بـراي            هاي بنيادي جنيني يكـي از ممانعـت           سلول
ها در مقياس وسـيع اسـت، مطالعـات نـشان       نكشت و تكثير آ   

اند كـه جـدا كـردن يـا جـدا شـدن مكـانيكي و آنزيمـي                    ه    داد
هاي كشت شده به صورت چسبنده باعث ايجـاد تمـايز               سلول
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اسـتفاده از   . شـود   خـودي و كاريوتايـپ غيرعـادي مـي          خودبه
هاي چسبنده نيز به   ها براي كشت سوسپانسيون سلول       ريزحامل

هـاي      ها و نياز به اعمال روش         بودن برداشت سلول  دليل دشوار   
مكانيكي يا آنزيمي براي كشت و جداسازي در مقياس بالا بـا            

هـاي اخيـر كـشت          رو در سـال     از اين . محدوديت مواجه است  
ها بـراي         صورت سوسپانسيون درون اسپنير فلاسك      ها به     سلول

. ]78و13, 12[كشت كوتاه مدت مورد توجه قرار گرفته است         
اما با توجـه بـه اينكـه كنتـرل دقيـق شـرايط رشـد در اسـپينر                 

هــا بــه صــورت مــستقيم مقــدور نيــست، اســتفاده از   فلاســك
هـاي        دار كه مجهز به كنترل كننـده        هاي مخزني همزن      بيوراكتور

دقيق شرايط رشد و پايش همزمان است، راه حل مناسبي براي           
پذير و توسعه سيستم كـشت        هاي كشت مقياس      طراحي سيستم 

بـا  . ي اسـت  پذير براي تكثير و تمايز براي اهداف درمان         مقياس
هـاي كـشت        توجه به مطالب ذكر شده توسـعه موفـق سيـستم          

هاي بنيـادي انـساني نيازمنـد توسـعه             مقياس پذير براي سلول   
  :موفق مراحل زير است

ــد و      - ــرايط رش ــي ش ــب و بررس ــلول مناس ــاب س  انتخ
براي هدف خاص و تعيين ميـزان سـلول         (خصوصيات دقيق آن    

  )مورد نياز
ــه - ــعه و بهين ــي   توس ــازي مح ــزاي آن  س ــشت و اج ط ك

هاي رشـد بـر پايـه انـساني از طريـق درك دقيـق                   مانندفاكتور
ها به منظور توسـعه محـيط           مكانيسم خودنوزايي در اين سلول    

  GMPكاملاً تعريف شده و قابل توليد تحت شرايط 

 توسعه ماده زمينه برون سـلولي بهينـه و كـاملاً تعريـف              -
  GMPحت شرايط شده براي حفظ خودنوزايي و قابل توليد ت

 توسعه سيستم كشت مناسب براي ايجاد شـرايط كـاملاً           -
پذير و    همگن و يكنواخت براي رشد سلول به صورت مقياس        

 GMPقابليت انجام فرآيند تحت شرايط 

سازي شرايط كشت از نظر شرايط فيزيولوژيك از طريق            بهينه -
  pHها و  كنترل دقيق و اتوماتيك شرايط رشد مانند غلظت گاز

پـذير بـراي تكثيـر و تمـايز كـه           توسعه سيـستم مقيـاس     -
برداشت سلول را آسان كرده و قابليت عملكرد تحت شـرايط           

GMPرا دارا باشد .  
توسعه يك روش سلول درماني مناسب بـراي كـاربرد          
درماني در سطح گسترده نيازمند رعايت همزمان هـر يـك           

كي بـراين، موانـع بيولـوژي       علاوه. از عوامل ذكر شده است    
سلول درماني، جستجوي مواد زيستي جديد بـراي سـلول          
درماني و تركيب موفق سلول درماني با مهندسـي بافـت و         

ــز از محــدوديت  ــاني ني ــم     دارو رس ــا و موضــوعات مه ه
بـا  . ]80و79[رود  تحقيقاتي علم سلول درماني به شمار مي  

پزشـكي آينـده همـراه بـا        شود كه     بيني مي   ين وجود پيش  ا
كارگيري موفق سـلول      و براي به   سلول درماني خواهد بود   

ــرميم و بازســازي، درك عميــق   درمــاني در جــايگزيني، ت
هـاي مـؤثر        بيولوژي سلول درمـاني بـراي توسـعه سيـستم         

 .كشت، تكثير و درمان مؤثر ضروريست
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