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 چکیده

 ز

 :چکیده

تکثیر همراه با سایتوکاین و : مقایسه میزان آپوپتوز سلولهای بنیادی خونساز بندناف تکثیر یافته در دو سیستم 

 .تکثیر روی سلولهای استرومال مزانشیمی

 رویا مهرآسا

 

بیمااری هاای خاونس اسات اد  ماس       درماندر ( HSC) خونسازبه عنوان یک منبع از سلول های بنیادی ( UCB)خون بند ناف 

CD34به دلیل ناکافس بودن تعداد سلول های . شود
خون بند ناف و کاربرد این منبع سلولس در پزشکس، تکثیر این سلول ها در  +

نقش مهمس داشته و باه عناوان    HSCsنگهداری در ح ظ و ( MSCs)سلول های استرومائس مزانشیمس . دارای اهمیت مس باشد

در ایان تققیاآ وپوپتاوز و توزیاع     . جدا شد  از خون بند ناف مورد است اد  قرار ماس ییرناد   HSCsلایه تغذیه کنند  در تکثیر 

 .و سایتوکاین ها ونالیز و نتایج مقایسه یردید MSCsچرخه سلولس سلول های تکثیر یافته در شرایط هم کشتس با 

 :روز انجام یردید 11در سه شرایط مختلف برای  CB-HSCsکشت وزمایشگاهس 

تکثیر از . بدون سایتوکاین ها MSCsو هم کشتس با  MSCsسایتوکاین ها بدون ، MSCsبا ( SCF,TPO,Flt3L)سایتوکاین ها 

CD34، سلول های (TNCs)طریآ انداز  ییری کل سلول های هسته دار 
. پیگیری یردیاد  (CFU)و واحد شکل ییری کلونس  +

و پروپیدیوم ویوداید به منظور تعیین میازان وپوپتاوز و توزیاع چرخاه سالولس در       Vونالیز سلول ها توسط رنگ ومیزی انکسین 

 .سلول های تکثیر شد  انجام یردید

CD34بیشترین تکثیر سلول های 
CD34و سالول هاای    TNCمیانگین تغییارا   . ام تکثیر مشاهد  یردید11در روز  +

روز  در +

و سیساتم هام کشاتس بادون      MSCsام در سیستم هم کشتس با سایتوکاین ها مشخصاً بیشتر از کشت ساایتوکاینس بادون   11

 (. n=6 , p<0.05)سایتوکاین ها بود 

در شرایط کشت با سایتوکاین بدون لایه تغذیه کنند  مشاهد   G0/G1بیشترین میزان وپوپتوز و کمترین تعداد سلول ها در فاز 

 (.P<0.005)د یردی

 .منجر به تکثیر بیشتر سلول ها و کاهش میزان وپوپتوز یردید MSCsخون بند ناف روی  HSCsتکثیر 

 

  .تکثیر بند ناف، وپوپتوز، هم کشتس، سلول بنیادی مزانشیم: کلید واژ 



 چکیده

 ژ

Abstract: 

Comparison of apoptosis rate in expanded cord blood hematopoietic stem cells in two systems: 

expansion with cytokines and co-cultured with mesenchymal stromal cell 

Roya Mehrasa 

  

Background: Umbilical cord blood (UCB) has been used as a source of hematopoietic stem cells 

(HSC) for transplantation in hematologic diseases. Because of insufficient number of cord blood 

CD34+ cells, expansion of these cells seems to be important for clinical application.  

Mesenchymal stromal cells (MSCs), playing an important role in HSCs maintenance, were used as the 

feeder layer. Apoptosis and cell cycle distribution of expanded cells were analyzed in MSCs co-culture 

and Cytokine conditions and results were compared.  

Methods: Ex vivo cultures of CB-HSCs were performed in three culture conditions for 14 days: 

cytokines (SCF, TPO and Flt3L) with MSCs feeder layer, cytokines without MSCs feeder layer and 

co-culture with MSCs without cytokines. Expansion was followed by measuring total nucleated cells 

(TNCs), CD34
+
 cells and colony-forming unit (CFU) output. Flow cytometric analysis of stained cells 

by anexin V and propidium iodide was performed to detection of apoptosis rate and cell cycle 

distribution in expanded cells.  

Results: Maximum CB-CD34
+
 cells expansion was observed in day 10 of expansion. The mean fold 

change of TNC and CD34+ cells at day 10 in the co-culture system with cytokines was significantly 

higher than the cytokine culture without MSCs feeder layer and co-culture system without cytokines 

(n=6, P<0.05).  

The highest apoptosis rate and the least number of cells in Go/G1 phase were observed in cytokine 

culture without feeder layer (p<0.005).  

Conclusion: expansion of cord blood HSCs on MSCs as a feeder layer resulted in higher cell gain and 

reduction apoptosis rate. 

 

Key words: Cord blood expansion, apoptosis, co-culture, mesenchymal stem cell 
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 :مقدمه -2

 :(Stem cells) سلول های بنیادی -2-2

 

(Self renewallity) سلول با قابلیت بالای خودنوسازی سلول بنیادی به عنوان یک
و نیز در عین حال تولید سلول هاای باال     

سلول های بنیادی را مس توان از بافات هااای   . تعریف مس یاردد -در واقع سلول های اختصاصس اریان  -با عملکرد اختصاصس 

 .(Gabi Nindl Waite, 2007) (1-1شکل ) ت ووردمختلف بدن انسان در تماام مراحل زندیس، قبل و بعد از تولد بدس

 
سلولهای بنیادی یک ذخیر  از سلولهای حاضر و قابال دساترر را از   ( A. ویژگی ها و منابع سلول های بنیادی -2-2شکل 

 عمنااب ( B.و به پیام ها برای تمایز به انواع مختلف سلولهای تخصص یافته پاسا  ماس دهناد    مس کنندطریآ تکثیر مداوم ایجاد 

جنین اولیه، سلولهای جوانه جنینس، سایر بافتهای جنینس، بند ناف، خون بند ناف، ج ت و بافتهای بعاد  : سلولهای بنیادی شامل

 .(Gabi Nindl Waite, 2007)از تولد مس باشد 

 

 :خصوصیت کلس مس باشند 3های بنیاادی صرف نظر از منشأ دارای  همه سلول

 :(Long-term self renewal) قابلیت تقسیم شدن و خود نوساازی طولانس مد ( الف

یکس از دو سلول خواهری باا خصوصایا    . تقسیم مس یردند(Asymmetric) سلول های بنیاادی به صاور  مداوم و نامتقاارن

این خصوصیت جهت ح ظ منبع سلول های بنیادی . و کاملاً شبیه به سلول مادر اولیه باقس مس ماند( Stemness)سلول بنیادی

امری ضروری است و به پلاریزاسیون دوک میتوز و موقعیت نسبس ون در حین تقسیم سلولس بساتگس داشاته تاا اینکاه سالول      

A 

B 
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ایان در حالااس اسات کاه سالول دیگار جهات        . رث ببارد دختر ناشس از تقسیم اجزای سلولس مشابه و یا بسیار مت اوتس را باه ا 

 .(Murrell et al., 2005) (2-1شکل ) تقسیما  بعدی و تولید سلول هاای اختصاصس تر انتخاب مس شود

 

سلولهای بنیادی نرمال تنها سلولهایس هستند که در تمام طول عمر یک . خود نو سازی سلول های بنیادی -1-2شکل 

انجام مس دهند و جمعیت های ( املا شبیه سلول مادر اولیه باقس مس ماندیکس از دو سلول خواهری ک)موجود خودنوسازی

 .(Passegue, 2006) سلولس بال  را که برای عملکرد بافت و نگهداری ون لازم است را تولید مس کند

 

 :غیر تمایز یافته مس باشند( ب

باه عناوان مثاال یاک     . این سلول ها از هیچ ساختار اختصاصس بافتس، که باعث عملکردی اختصاصس شود، برخوردار نمس باشند

عمل پمپ کردن خون باه تماام بادن را انجاام     ( مثل یک سلول ماهیچه قلب)همرا  با سلول مجاورش  سلول بنیادی نمس تواند

این در حالس است که همین سالول هاای   . دهد یا مانند یلبول قرمز خون، مولکول های اکسیژن را در جریان خون حمل نماید

جمله سلول های ماهیچه قلب، سلول هاای خاونس و نیاز     بنیاادی غیر تمایز یافته دارای توانایاس ایجاد سلول های اختصاصس از

 .(Murrell et al., 2005) عصبس مس باشند
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 :ی اختصاصسقابلیت ایجاد انواع سلول ها( پ

در واقاع وقتاس کاه یاک     . این سلول ها مس توانند سلول های پیشساز و در نهایت سلول های بال  تمایز یافته را به وجود ووردند

. نامید  مس شاود  (Differentiation)سلول بنیاادی غیر اختصاصس، سلول های اختصاصس را ایجاد مس نماید، این فرویند تمایز 

سایگنال هاای داخلاس و    . در مسیر تمایز، سلول معمولاً مراحل مختل س را طس نمود  و در هر مرحله اختصاصس تار ماس یاردد   

پیام هاای داخلاس توساط ژن هاای سالولس کاه در       . مت اوتس وجود دارند که هر کدام از مراحل مذکور را پیش مس برند خارجس

ند  مس باشند و دستورالعمل های کد شد  جهت هماه عملکردهاا و سااختارهای سالولس را     پراک DNAسراسر رشته های بلند 

پیام های خارجس دخیل در تمایز سلولس شامل مواد شیمیایس مترشقه از ساایر سالول هاا،    . حمل مس نمایند، کنترل مس یردد

مولکول های ترکیبااتس   -( Microenvironment)تمار های فیزیکس با سلول های مجاور و مولکول های معین در ریز مقیط 

مانند یک ماد  غذایس و فاکتورهای رشد موجود در مایع بین سلولس در یک اریانیسم که نقش مهمس را در تعیاین خصوصایا    

سالولس مارکرهاای اپاس     DNAبرهمکنش های پیام ها در طس تمایز سبب مس یردد که . مس باشند -یک سلول ای ا مس نمایند 

را کسب نمود  تاا   -پروتئین های تنظیمس که ژن ها را در طس تقسیم سلولس خاموش یا روشن مس کنند  -( Epigenic)ژنتیک

لازم به ذکر است که سلول های بنیادی از قابلیت بازساازی  . در سلول ها و به دنبال ون تقسیم سلولس مقدود یردد DNAبیان 

سلول های بنیادی در بافت هاای معاین جاایگزین ماس شاوند کاه        جهت این امر،. یک بافت معین در بدن برخوردار مس باشند

بتوانند در پاس  به عوامل اختصاصس به سمت تمایز به سلول های ون بافت پیش روند و عملکرد ون بافت را به دست مس وورناد  

(Murrell et al., 2005). 

 :تقسیم بندی سلول های بنیادی بر اساس توانایی تمایز -2-2-2

 : Totipotent Stem Cell( الف

-Extra)سلول هایس که بافت های خاار  جنیناس    این سلول های بنیادی از توانایس ایجاد همه انواع سلول های بدن و نیز انواع

embryonic )از جمله ج ت (Placenta) (3-1شکل ) را مس سازند، برخوردار مس باشند (Thomson et al., 1998). 
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 : Pluripotent Stem Cell( ب

ها توانایس ایجاد همه انواع مختلاف سالولس بادن را داشاته ولاس نماس توانناد بافات هاای خاار  جنیناس از جملاه              این سلول

 .(Gabi Nindl Waite, 2007) (3-1شکل ) و دیگر اجزای ج ت را تولید نمایند (Chorion) کوریون، (Amnion)ومنیون

 : Multipotent Stem Cell( پ

ویژیس این نوع سلول بنیادی مس باشاد کاه باه     -تعداد کمس از سلول ها و بافت ها  -توانایس تولید بیش از یک نوع سلول بدن 

بنیادی مزانشیمس مقدود ماس  طور معمول به یک لایه زایند  ویژ  از جمله سلول های استرومای مغز استخوان و یا سلول های 

 .(Caveleri and Scholar, 2003) (3-1)شکل  یردد

  )Unipotent Stem Cell : 

 .(Thomson et al., 1998) (3-1شکل ) ه یک رد  سلولس را دارا مس باشندتنها توانایس تمایز ب این نوع از سلول های بنیادی

 

مس توانند همه اناواع سالولهای بادن را تولیاد کنناد،       Totipotentسلولهای . دیسلسله مراتب سلولهای بنیا -9-2شکل 

 Multipotentمس توانند همه انواع سلولهای بدن به جز سلولهای تروفوبلاست را تولید کنند، سلولهای  Pluripotentسلولهای 

متعهد به تولید یک سلول  Unipotentمس توانند سلولهای یکس از سه لایه زایند  و سلولهای پیشساز را تولید کنند و سلولهای 

 .(Ritfeld et al., 2011)نهائس و تمایز یافته در یک بافت مس باشد 

 

 :تقسیم بندی سلول های بنیادی بر اساس منشأ -2-2-1

 :(Embryonic Stem Cell)سلول های بنیادی جنینی  -2-2-1-2
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 humanماس باشاند کاه در انساان     ( روز  5)سلول های اولیه غیر تمایز یافته مشاتآ از جناین قبال از مرحلاه لاناه یزیناس       

Embryonic Stem Cell (hESCs ) نامیاد  مس شوناد و در واقع سلول هاای بنیادیPluripotent  جناین   مس باشند کاه از

سالول کاه از طریاآ تقسایم      151جنینس قبل از لانه یزینس با حادود   مرحله( )Blastocyst)انسانس در مرحله بلاستوسیست 

بلاستوسیست در واقع جسمس کروی متشکل از یک لایه خارجس از سالول   .مشتآ مس شوند ).سلولس متعاقب لقاح پدید مس وید

مس باشاد و   (Inner Cell Mass)و تود  داخلس سلولس ((Blastocaelی پر از مایع، ح ر  ا(Trophoblast) به نام تروفوبلاست

  .مس تواند به سلول های هر سه لایه جنینس شامل اکتودرم، مزودرم و اندودرم تبدیل یردد

hESC در حقیقت تنها سلول های بنیادی که مس توانناد  . قادر به تقسیم طویل المد  و بدون تمایز در مقیط کشت مس باشد

 ,Rossant) خود را از دست دهند، سلول های بنیادی جنینس هستند بنیادیدر مقیط کشت تکثیر یابند بدون اینکه خصایص 

2007; Schenke-Layland et al., 2007). 

 

سلولهای بنیادی جنینس توانائس تولید تمام انادامها و اریانهاای یاک    . دی جنینیتوانائی تمایز سلول های بنیا -4-2شکل 

 .(Winslow and Duckwall, 2001)موجود زند  را دارند 
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 (:Adult Stem Cells)سلول های بنیادی بالغ  -2-2-1-1

این سلول های بنیادی، سلول های تمایز نیافته و نسبتاً کمیاب مس باشند که در بسیاری از اریان ها و بافت های تمایز یافتاه از  

جمله مغز استخوان، خون مقیطس، عروق خونس، ماهیچه اسکلتس، پوست، دندان، قلب، رود ، کباد، اپیتلیاال تخمادان و بی اه     

این سلول ها در ظرفیت تمایزی با یکدیگر مت او  مس . جهت خودنوسازی و تمایز هستند ح ور دارند و دارای ظرفیتس مقدود

به عبار  دیگر سلول های بنیاادی باال  سالول هاایس     . باشند ولس معمولاً به سلول های مختل س در اریان منشأ تمایز مس یابند

سالول هاای ماذکور از بخاش     . ا اریان یافت مس یردندتمایز نیافته مس باشند که در میان سلول های تمایز یافته در یک بافت ی

عقید  بر این است که این سلول . های مختلف بدن مشتآ شد  و برحسب مقل جداسازی دارای خصوصیا  مت او  مس باشند

س ح ور دارند و برای مد  طولانا( Stem Cells Niche) ها در یک ناحیه اختصاصس از هر بافت به نام نیچ سلول های بنیادی

و غیر قاابل تقسیم باقس مااند  تا در صور  نیااز جهت تولید سلول های بیشتر بارای ح اظ   ( Quiescent)به صور  خااموش 

نقش اولیه این سلول ها در یک اریانیسم زند  ح اظ بقاا و تارمیم    . بقای بافت یا در صور  بیماری یا وسیب بافتس فعال یردند

 .(Gabi Nindl Waite, 2007) افتس است که در ون یافت مس یردندب

 :انواع سلول های بنیادی بالغ -2-2-9

 در یک حیوان زند  سلول های بنیادی بال  به منظور تقسیم برای دور  ای طاولانس در دساترر ماس باشاند و در هنگاام نیااز      

انواع سلول های بنیادی باال   . قادرند انواع سلول های بال  با شکل، ساختار و عملکرد اختصاصس یک بافت خاص را ایجاد نمایند

 .شناسایس شد  اند( in-vitro)و هم در مقیط کشت ( in-vivo)هم در بدن

 :(Hematopoietic stem cell)سلول های بنیادی خونساز -2-2-9-2

 Red Blood)باود  و اناواع مختلف سلول هاای خاوناس شااماال یلباااول قارمااز    Pluripotentاادی ایان سلول هاای بنی

Cell) لن اوسیت ،B (B.Lymphocyte) لن اوسیت ،T (T.Lymphocyte)     سلاااول هااای کشناااد  طبیعااس ،(Natural 

Killer Cells) نوتاروفیال ،(Neutrophil) بازوفیال ،(Basophil) ال ، ائوزینوفیا(Eosinophil)  منااوسیت ،(Monocyte ) و


