
فناوری و تحقیقات وزارتعلوم،

دامغان دانشگاه

زیستشناسی دانشکده

ارشد کارشناسͬ پایان�نامه

تکوینͬ) سلولͬ (گرایش شناسͬ زیست

بنیادی های سلول با بنیادیعصبی های کشتیسلول هم

نوروتروفیک فاکتورهای بیان ارزیابی و مزانشیمی

توسط:

نیا فلسفی قدرت�اله

راهنما: استاد

قربانیان تقی محمد دکتر

مشاور: استادان

لشکربلوکی تقی دکتر

اله�دادیسلمانی محمود دکتر

١٣٨٩ دی





خدا نام به

و مزانشیمی بنیادی های سلول با بنیادیعصبی های کشتیسلول هم

نوروتروفیک فاکتورهای بیان ارزیابی

توسط:

نیا فلسفͬ قدرت�اله

پایان�نامه
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ارشد کارشناسͬ درجه اخذ برای
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مشاور).......... (استاد دامغان دانشͽاه شناسͬ زیست دانشͺده استادیار سلمانͬ، اله�دادی محمود دکتر

اول).......... (داور رویان پژوهشͽاه شناسͬ جنین بخش استادیار موقر، بهار دکتر

دوم).......... (داور دامغان دانشͽاه شناسͬ زیست دانشͺده استادیار کاشانͬ، قاسم حاج مریم دکتر

تحصیلاتتکمیلͬ).......... (نماینده دامغان دانشͽاه شیمͬ دانشͺده استادیار موسوی، پور علͬ سید دکتر

١٣٨٩ دی



ଘم৤قدৎ
جانم عبادتگاه دو به تقدیم

عزیزم مادر و پدر

کنند. مͬ یاری وجود تمام با ام کودکͬ رویای به رسیدن برای مرا که



ণپاسࢂචاری
دارم مͬ لازم خود بر ام، رسانده پایان به را خود نامه پایان نگارش عالم لطفپروردگار به اینککه

بضاعت این که باشد کنم. تشͺر نمودند، هدایتم صادقانه تحصیل خم و پیچ در که آنان همه از

باشد. بزرگواران آن والای منزلت شایسته اندک،

آقای جناب ارجمندم و عزیز راهنمای استاد خدمت را خود قدردانͬ مراتب ترین خالصانه ابتدا در

ارزنده، رهنمودهای با و فراوان زحمات قبول با ایشان نمایم. مͬ تقدیم قربانیان تقͬ محمد دکتر

مایه همیشه مهرشان از سرشار وجود و ساختند هموار من بر را پژوهش اهداف به دستیابی راه

ام، گرامͬ مشاور اساتید خدمت را خود قدردانͬ و امتنان مراتب همچنین است. بوده من دلͽرمͬ

نمایم. مͬ تقدیم سلمانͬ دادی اله محمود دکتر آقای جناب و لشͺربلوکͬ تقͬ دکتر آقای جناب

رویی گشاده با و نگریستند مͬ کارم در اندیشͬ ͷنی با صدر، سعه و تواضع کمال با ایشان

این علمͬ مشاوره کنار در روحͬ مشاوره بودند. اینجانب ͬͺتکنی و علمͬ مشͺلات پاسخͽوی

داد. مͬ پشتکار و صبر استواری، درس بنده به بزرگواران

و موقر بهار دکتر خانم سرکار بزرگوار، اساتید حضور را خود سپاس مراتب ترین صمیمانه نیز

این داوری زحمت قبول با ایشان دارم. مͬ تقدیم کاشانͬ قاسم حاج مریم دکتر خانم سرکار

محضر از دارم را تشͺر کمال همچنین نمودند. الطافشان شرمنده پیش از بیش مرا نامه، پایان

آقای جناب زواره، سعید دکتر آقای جناب لاخͬ، پای حسن دکتر آقای جناب فرزانه: اساتید

دکتر خانم سرکار و گودرزی دکتر خانم سرکار رضایی، دکتر خانم سرکار خورشیدی، مهدی دکتر

ارج وسیله بدین نیز بزرگواران. این ستایش شایسته رهنمودهای و الطاف تمام پاس به ابراری.

خانم سرکار بزرگوارم، دوستان ͬͺتکنی و علمͬ های مشاوره و زیاد بسیار های محبت نهم مͬ

خانم نیͺوزاد، خانم مرادی، خانم طالبی، علͬ آقای دهقان، خانم سلطانیان، خانم پور، حسین

ویژه تشͺر همچنین میرشͺار. مهدی آقای و رمضانͬ خانم پور، جان علͬ جعفر آقای شیخانͬ،

همچنین وند. بیران مهندس آقای جناب بهسامان ایده گام شرکت محترم مدیریت محضر از دارم

نمایم. ویژه تقدیر نیز نژاد فلاحتͬ و امیری مجد، آقایان زحماتصمیمانه از دانم مͬ لازم خود بر



چͺیده

و مزانشیمی بنیادی های سلول با بنیادیعصبی های کشتیسلول هم

نوروتروفیک فاکتورهای بیان ارزیابی

وسیله�ی: به

نیا فلسفͬ قدرت�اله

گشوده درمانͬ سلول علم محققین روی پیش را جدیدی های دریچه یͺدیͽر با بنیادی های سلول کشتͬ هم
خصوص به مغز تکامل جمله از بدن، تکاملͬ های مͺانیسم بررسͬ به توان مͬ سلول کشت اهداف از است.
سلول هدف طرفͬ از کرد. اشاره درمانͬ سلول برای مناسب های سلول ایجاد و کشتͬ، هم سیستم طریق از
وجود بنیادی سلول نوع دو کلͬ طور به باشد. مͬ دیده آسیب های اندام یا ها بافت ترمیم یا جایͽزینͬ درمانͬ
تمایز قابلیت ها ESC گرچه .٢(ASCs) بالغ بنیادی های سلول و ١(ESCs) جنینͬ بنیادی های سلول دارد:
حالͬ در است. شده تعریف ها آن برای هایی محدودیت قانونͬ و اخلاقͬ نظر از لیͺن دارند بالایی تکثیر و
تکثیر قابلیت دارای و بوده آسان ها سلول این جداسازی ندارد. وجود ها ASC برای فوق های محدودیت که
از ٣ NSCs تحقیق این در باشند. ها ESC برای مناسبی جانشین توانند مͬ بنابراین هستند، بالایی تمایز و
فاکتورهای بیان نیز و تکثیر سرعت شدند. داده کشت و جداسازی استخوان مغز از ۴ BMSCs و هیپوکمپ،
بررسͬ BMSCها با ها سلول این همͺشتͬ در ها، NSC در (NT3 ،CNTF ،BDNF ،GDNF)ͷنوروتروفی
تکثیر هستند. مشابهͬ الͽوی دارای ها NTF بیان نظر از ها BMSC و ها NSC که داد نشان نتایج گردید.
های گروه بین ها NTF بیان کمͬ نیمه مقایسه یابد. افزایشمͬ داری معنͬ طور به کشتͬ هم شرایط در NSCها
افزایش ها NSC به نسبت ها BMSC در BDNF پروتئین تولید نداد. نشان تفاوتͬ کنترل و کشتͬ هم NSC
نسبت ها BMSC با شده همͺشت NSCهای درمانͬ، سلول مقاصد جهت رسد مͬ نظر به لذا دارد. داری معنͬ

است. تر مناسب معمولͬ های NSC به
رشد های فاکتور همͺشتͬ، عصبی، بنیادی های سلول استخوان، مغز استرومایی های سلول کلیدی: کلمات

عصبی.

١Embryonic stem cells

٢Adult stem cells

٣Neural stem cells

۴Bone marrow stromal cells

د



فهرستمطالب

ه� مطالب فهرست

ح �ها جدول فهرست

ط �ها شͺل فهرست

١ گذشته مطالعات بر مروری و مقدمه ١

٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول ١-١

۵ . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول جداسازی های روش ١-١-١

۵ . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول شناسایی های روش ١-١-٢

۶ . . . . . . . . . . . in vivo شرایط inو vitro شرایط در تحقیقات ١-١-٣

١١ . . . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول بالینͬ کاربردهای ۴-١-١

١٧ . مزانشیمͬ بنیادی های سلول درمانͬ های ویژگͬ در دخیل های مͺانیسم ۵-١-١

٢٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . عصبی بنیادی های سلول ١-٢

٢٣ . . . . . . . . . . . . . . . . . . SGZ عصبی بنیادی های سلول ١-٢-١

٢٣ . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول با عصبی بنیادی های سلول کشتͬ هم ١-٢-٢

٢۶ . . . . . . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول کاندیشنال محیط ١-٣

٢٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . (NTFs) عصبی رشد فاکتورهای ۴-١

٢٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای معرفͬ ١-۴-١

ه�



٢٩ . . . . . . . . . . . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای انواع ٢-۴-١

٣٠ . . . . . . . . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای های گیرنده ٣-۴-١

٣١ . . . . . . . . . . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای عملͺرد ۴-۴-١

٣۴ . . . . . . . . . . . . . . . . . . عصبی رشد فاکتورهای اهمیت ۵-۴-١

٣٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . تحقیق اهداف و ضرورت ۵-١

٣٩ ها روش و مواد ٢

٣٩ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . آزمایش مورد حیوانات نگهداری و تهیه ٢-١

۴٠ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . آزمایشͽاهͬ تجهیزات ٢-٢

۴١ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ها محلول و کشت محیط سازی آماده ٢-٣

۴۴ . . . بالغ صحرایی موش استخوان مغز استرومایی های سلول کشت و جداسازی ۴-٢

۴۶ . . . . . . بالغ صحرایی موش از عصبی بنیادی های سلول کشت و جداسازی ۵-٢

۴٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . کالچر ساب تهیه و سلولͬ پاساژ ۶-٢

۴٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . سلولͬ حیات میزان ارزیابی آزمون ٢-٧

روش به عصبی بنیادی های سلول هویت و استرومایی های سلول هویت تایید ٢-٨

۴٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ایمنوسیتوشیمͬ

۵١ . . . . فسفاتاز الͺالین آنزیم یابی رد روش به استرومایی های سلول هویت تایید ٢-٩

۵٢ . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول با عصبی بنیادی های سلول کشتͬ هم ٢-١٠

۵٢ . . . . . . . . . . . . . . . RT-PCRروش به ژنها بيان مولͺولͯ بررسͯ ٢-١١

۶١ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . BDNF میزان ٢-١٢سنجش

۶٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . آماری ٢-١٣آنالیز

۶٣ نتایج ٣

۶٣ . . . . . . . . کشت شرایط در استخوان مغز استرومایی های سلول های ویژگͬ ٣-١

۶٣ . . . . . . . . . . . . کشت شرایط در عصبی بنیادی های سلول های ویژگͬ ٣-٢

۶۴ . . . . فسفاتاز الͺالین آنزیم یابی رد روش به استرومایی های سلول هویت تایید ٣-٣

۶۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ایمنوسیتوشیمͬ ۴-٣

۶۵ . . . . . . . عصبی بنیادی های سلول با مزانشیمͬ بنیادی های سلول کشتͬ هم ۵-٣

و



۶٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . RT-PCR ۶-٣

۶٩ . . . . . . . . . . . . . . NSC های سلول بر MSC های سلول تمایزی اثر ٣-٧

٧٠ . . . عصبی بنیادی های سلول بر مزانشیمͬ بنیادی های سلول تکثیری اثر بررسͬ ٣-٨

٧٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . BDNF میزان سنجش ٣-٩

٧٣ گیری نتیجه و بحث ۴

هویت تعیین و عصبی بنیادی های سلول و مزانشیمͬ بنیادی های سلول مشخصات ١-۴

٧۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ها آن

هم شرایط در عصبی بنیادی های سلول بر مزانشیمͬ بنیادی های سلول تکثیری اثر ٢-۴

٧٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . کشتͬ

٧٩ . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای بیان بر مزانشیمͬ بنیادی های سلول اثر ٣-۴

٨٣ . . . . . . . عصبی بنیادی های سلول تمایز بر مزانشیمͬ بنیادی های سلول اثر ۴-۴

٨۶ . . . . . . . . عصبی و مزانشیمͬ بنیادی های سلول در BDNF پروتئین تولید ۵-۴

٨٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . گیری نتیجه ۶-۴

٨٩ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . پیشنهادات ٧-۴

٩٠ مراجع

ز



�ها فهرستجدول

٧ . . . . . . . ١٧ منبع از برگرفته جدول مزانشیمͬ. بنیادی های سلول فنوتیپی الͽوی ١-١

١۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . بنیادی های سلول بالینͬ کاربردهای از برخͬ ١-٢

٢١ . . . . . . . . . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول پاراکرینͬ اثرات ١-٣

۶١ . . . . . . . . . . . . . . Genbank در ها آن اندازه و استفاده مورد های پرایمر ٢-١

ح



�ها فهرستشکل

٨ . . . . . . . . . . . in vitro در خاصکشت شرایط در ها MSC تمایزی قابلیت ١-١

٢٠ . . . . . . . . . . . . . . . . . . مزانشیمͬ بنیادی های سلول پاراکرینͬ اثرات ١-٢

٢٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ͷنوروتروفی فاکتورهای فرضیه ١-٣

٣١ . . . . . . . . . . . . . . . . . . ها آن های گیرنده و ͷنوروتروفی فاکتورهای ۴-١

٣٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . داران مهره و نماتود در سلولͬ مرگ مسیرهای ۵-١

٣٣ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . کاسپازها شدن فعال غیر یا فعال ۶-١

٣۴ . . . . . . . . . . . . . . . سلول مرگ یا بقا با ͷنوروتروفی فاکتورهای ارتباط ١-٧

٣۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ها نوروتروفین رسانͬ پیام مسیرهای ١-٨

٣۶ . . . . . آستروسیت به الیͽودندروسیتͬ ساز پیش های سلول تمایز در CNTF نقش ١-٩

۴٠ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . اتوکلاو ٢-١

۴١ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . لامینار هود ٢-٢

۴٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . انکوباتور ٢-٣

۴٢ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . عکسبرداری دوربین و اینورت میͺروسͺوپ ۴-٢

۴٣ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . فلورسنت میͺروسͺوپ ۵-٢

۴۴ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . اسپͺتروفتومتری ۶-٢

۴۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . PCR دستگاه ٢-٧

۴۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AC الͺتريسيته جريان كننده تامين ٢-٨

ط



۴۶ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ژل نمایشͽر دستگاه ٢-٩

(B).شدند داده کشت درصد ده سرم محیطDMEM/F12حاوی در که MSCها (A) ٣-١

٧ مدت به درصد ده سرم DMEM/F12حاوی محیط در شده داده کشت های MSC

۶۴ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . روز

(B) شدند. کشتداده درصد ده محیطDMEM/F12حاویسرم در که NSCها (A) ٣-٢

٧ مدت به درصد ده سرم DMEM/F12حاوی محیط در شده داده کشت های NSC

۶۴ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . روز.

۶۵ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ها. MSC در فسفاتاز آلͺالین آنزیم ردیابی ٣-٣

۶۶ . . . . . . . . . . . . . . . . استخوان. مغز استرومایی های سلول هویت تعیین ۴-٣

۶۶ . . . . . . . . . . . . . .GFAP نشانگر با عصبی بنیادی های سلول هویت تعیین ۵-٣

۶٧ . . . . . . . . . . . . . .nestin نشانگر با عصبی بنیادی های سلول هویت تعیین ۶-٣

با کشتͬ هم شرایط در درصد ده سرم DMEM/F12حاوی محیط در که ها NSC ٣-٧

۶٧ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . بودند. روز ٧ مدت به ها BMSC

روش به کشت، از پس روز هفت مزانشیمͬ، بنیادی های سلول در ها NTF بیان .A ٣-٨

.C کشت. پساز هفتروز بنیادیعصبی، های سلول در NTFها بیان .B .RT-PCR

بنیادی های سلول با کشتͬ هم شرایط در عصبی بنیادی های سلول در ها NTF بیان

،CNTF ،Ladder راست: به چپ از ها (ستون کشت از پس روز هفت مزانشیمͬ،

۶٨ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .(BDNF و β٢M ،GDNF ،NT3

ژن مغز. قشر و کشتͬ ،NSCهم NSC روشRT-PCRدر به بتا-٣-توبولین ژن بیان ٣-٩

٧٠ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . شد. استفاده کنترل ژن عنوان به β٢M

٧١ . . . . . . . . عصبی بنیادی های سلول بر مزانشیمͬ بنیادی های سلول تکثیری ٣-١٠اثر

ی



١ فصل

مطالعاتگذشته بر مروری و مقدمه

مقدمه

تمایز قابلیت .٢ تکثیری خود .١ شامل که هستند شناسایی قابل ویژگͬ سه داشتن با بنیادی های سلول

را بنیادی١ های سلول .[٢ ،١] است in vivo شرایط در بازسازی توانایی .٣ و سلول نوع چندین به

یا ها، ASC را ͷسوماتی بنیادی های سلول کنند. مͬ تقسیم ͷسوماتی و زاینده جنینͬ، گروه سه به

بنیادی های سلول است. متفاوت نیز ها SC تمایزی قدرت نامند. مͬ بافت از مشتق بنیادی های سلول

یافته، لقاح ͷتخم در داخلͬ سلولͬ توده مثل توان) (همه توتیپوتنت به تمایزی قابلیت اساس بر را

مثل توان تک و ها ASC مثل پوتنت مولتͬ جنینͬ، بنیادی های سلول مثل توان) (چند پلوریپوتنت

نمایند. مͬ تقسیم اپیدرمͬ های SC

فرق هم با تکثیر توان و تمایزی قدرت نظر از بالغ بنیادی های سلول و جنینͬ بنیادی های سلول

باشند مͬ پدری سلول مانند حاصله سلول دو هر لذا شوند، مͬ تقسیم متقارن بطور ها ESC دارند.

های سلول از ͬͺی که شوند، مͬ تقسیم نامتقارن بصورت زاینده بنیادی های سلول و ها ASC ولͬ

و دارند وجود ها بافت اکثر در ها ASC یابد. تمایز تواند مͬ دیͽری و است والد سلول مانند دختری

تقسیم ندرت به بنیادی های سلول برخوردارند. بازسازی توانایی از عمر طول تمام در ها بافت این در

.[١] یابند مͬ تمایز و تکثیر مناسب محرک ͷی حضور در ولͬ شوند مͬ

های سیͽنال تاثیر تحت ولͬ ندارند، را بافتͬ ویژه های مشخصه انسانͬ بالغ بنیادی های سلول

١Stem cells (SCs)

١



های سلول از ای ذخیره بنیادی، سلولهای احتمالا یابند. تمایز خاصͬ های سلول به توانند مͬ مناسب

.[٣] یابند تمایز و کرده مهاجرت آسیب یا بیماری به پاسخ در اند آماده که اند جبرانͬ

مزانشیمͬ بنیادی های سلول ١-١

بافتچربی، ترابͺولار، استخوان پریئوستئوم، استخوان، مغز از توان مͬ را مزانشیمͬ بنیادی های سلول

.[۵] آورد بدست خون و درم ،[۴] ناف بند ریه، ،[٣] شیری دندان اسͺلتͬ، ماهیچه ساینوویوم،

شوند. مͬ استخراج انسان لͽن ایلیاک ستیغ استخوان مغز از عمدتا مزانشیمͬ بنیادی های سلول

در اندکͬ تفاوت شوند. مͬ حاصل نیز کمری و ای سینه فقرات ستون تیبیا، و فمور های استخوان از

مغز از حاصل های سلول در ͬͺژنتی دستکاری بودن موثر و تمایز قابلیت سلولͬ، پیری رشد٢، ͷکنتی

ها سلول این کشت، و دسترسͬ سهولت بالینͬ، کاربرد نظر از پس دارد. وجود چربی بافت و استخوان

سلولͬ، خارج ماتریͺس حمایت با خونساز سلولͬ جمعیت ͷی استخوان مغز در .[٣] دارند ارجحیت

دارد SC نوع دو استخوان مغز شوند. مͬ حمایت گردد، مͬ فراهم استرومایی های سلول توسط که

استخوان مغز همچنین .[١] است ۴ مزانشیمͬ بنیادی های سلول و ٣ خونساز های SC شامل که

برهمͺنش طریق از استخوان مغز استرومایی های سلول .[۶] باشد مͬ اندوتلیالͬ سازهای پیش حاوی

شوند مͬ ها آن دودمان و ها HSC تکثیر موجب ها سیتوکین و رشد فاکتورهای ترشح و سلول-سلول

گرانولوسیت،۵ کننده ͷتحری فاکتور نظیر ها سیتوکین دائمͬ بیان با مزانشیمͬ بنیادی های سلول .[٢]

سلول فاکتور ماکروفاژ٨، ی کننده ͷتحری فاکتور بنیادی٧، سلول ۶،فاکتور خون سرطان مهارگر فاکتور

مغز محیط کننده تنظیم رشد فاکتورهای و کنند حمایت سازی خون از توانند مͬ ساز٩ خون بنیادی

نمایند[۵]. فراهم را استخوان

٢Growth kinetics

٣Hematopoietic stem cells (HSCs)

۴Mesenchymal stem cells (MSCs)

۵Granulocyte-colony stimulating factor

۶Leukemia inhibitory factor

٧Stem cell factor

٨Macrophage-colony stimulating factor

٩Hematopoietic stem cell

٢



Friedstein توسط بار اولین ١٠ استخوان مغز از مشتق توان چند مزانشیمͬ بنیادی های سلول

غیر منطقه در ها سلول این شد. شناسایی آفریقایی خوک ͷی در ١٩٧٠ سال در همͺارانش و

تمایز و تکثیر برای مناسبی محیط١٢ ریز و دارند قرار شده١١ متولد جنین استخوان مغز خونساز

کلون چسبنده، های سلول ها BMMSC ،in vitro در کنند. مͬ فراهم خونساز بنیادی های سلول

آسان ها آن کشت و جداسازی هستند. فیبروبلاست شبیه رفتار نظر از و غیرفاگوسیتوزکننده ساز،

بافت از شده مشتق های MSC .[٧] باشند مͬ درمانͬ سلول برای مناسبی بسیار کاندید و است

مزانشیمͬ بنیادی های سلول .[٨] اند متفاوت ها ژن بیان الͽوی و تمایز توان نظر از مختلف های

مونوسیت ،[٩] ماهیچه) و غضروف استخوان، (چربی، مزودرمͬ های بافت های سلول به قادرند

،[٩] یابند تمایز آستروسیت و شوان الیͽودندروسیت، نورون، ازجمله غیرمزودرمͬ های بافت و [١٠]

کبد، اپیتلیوم و اندودرمͬ نورواکتودرمͬ، احشایی، مزودرم منشاء با های سلول به توانند مͬ همچنین

دار هسته های سلول از ͬͺکوچ بسیار بخش مزانشیمͬ بنیادی های سلول .[۵] یابند تمایز روده ریه،

بسیار طور به توانند مͬ استخراج از پس اما درصد) ٠.٠٠١-٠.٠١) دهند مͬ تشͺیل را استخوان مغز

در ها MSC تعداد گرچه یابند. تمایز سلول چند به کشت محیط شرایط به بسته و تکثیر اختصاصͬ

این پرکول غلظتͬ شیب با محلول از استفاده مثل هایی روش با توان مͬ ولͬ است کم استخوان مغز

١٣FBS حضور در زیاد) گلوکز (با DMEMمحیط در اغلب را MSCها کرد. خالصتر را ها سلول

مͬ را اولیه کشت شوند. مͬ متصل ͬͺپلاستی ظرف کف به ها سلول این دهند. مͬ کشت درصد ده

کف به نیستند قادر که خونساز بنیادی های سلول مدت این در و داشت نگه روز ١۶-١٢ مدت به توان

طول تمام در توان مͬ را مزانشیمͬ بنیادی های سلول یابند. مͬ کاهش تعدادشان بچسبند، ͷفلاس

توانند مͬ ها ESC هستند. استخراج قابل محدودی دوره در ها ESC ولͬ کرد استخراج فرد از عمر

ها ESC کشت، محیط در دارند. محدودتری تمایز قابلیت ها MSC ولͬ شوند، تبدیل بافتͬ هر به

دوره ها MSC ولͬ کنند، حفظ را خود تمایزی قابلیت و داشته خودتکثیری نامحدودی طور به قادرند

پیوند زدگͬ پس با ایمنͬ پاسخ بواسطه ͷآلوژنی صورت به ها ESC کاربرد دارند. محدودی زندگͬ

ͷسوماتی های سلول ی هسته انتقال یعنͬ کردن کلون روش با توان مͬ را مشͺل این اما است، مواجه

١٠Bone marrow-derived multipotent mesenchymal stem

١١Postnatal

١٢Microenvironment

١٣ Fetal bovine serum

٣



کار این کرد. برطرف اتولوگوس) های ESC (ایجاد هسته فاقد جنینͬ بنیادی های سلول به بیمار

خود تکثیر، تمایزی، قدرت که دهد مͬ نشان مطالعات .[۴] است حقوقͬ و اخلاقͬ مشͺلات دارای

نشان ها بررسͬ .[١٠] است وابسته کشتشان محیط به in vitro در مورفولوژیMSCها و تجدیدی

محیط١۵ͬ خون بنیادی های سلول و ١۴ خونͬ طناب بنیادی های سلول استخوان مغز در که دهد مͬ

.[١١] باشد مͬ ها MSC منبع بهترین مͺان این و ندارند وجود

NSC یا ESC مشابه بسیار که دارند وجود سلول کمͬ تعداد شده استخراج های BMSC بین در

١۶MAPCs را ها آن Verfaillie نیست. معلوم دقیقا ها BMSC با ها آن ارتباط ولͬ کنند، مͬ رفتار

پیری دچار اینکه بدون که شدند، انتخاب و جدا سطحͬ ͷایمنوژنی نشانگرهای براساس ها آن نامید.

توانند مͬ و دارند توجهͬ قابل پلاستیسیتͬ ها MAPC .[١٢] یافتند مͬ تکثیر in vitro در شوند،

در را اپیتلیالͬ و نورونͬ اندوتلیالͬ، های سلول مزودرمͬ، منشاء با های سلول انواع ایجاد بر علاوه

صحرایی موش استخوان مغز یا موش انسان، از ها MAPC کنند. تولید in vitro خاص شرایط

قادرند ها MAPC که دریافتند بلاستوسیست داخل به ها سلول این تزریق با است. شده تخلیص

خون درون به ها سلول این تزریق از پس علاوه به کنند. شرکت ͷسوماتی های بافت اکثر تشͺیل در

نو سرعت دارای که کبد و استخوان مغز نظیر هایی بافت به توانند مͬ ها MAPC موش، محیطͬ

اند. نشده یافت اسͺلتͬ و قلبی ماهیچه در ها سلول این اما شوند. وارد هستند، بالایی سلولͬ زایی١٧

قرار استخوان مغز در جنینͬ دوره در و هستند ها ESC بازمانده ها MAPC که است این بر تصور

مغز از ها MAPC شاید کنند. شرکت ها بافت انواع بازسازی و ترمیم در تولد از پس تا گیرند مͬ

موجود های MAPC .[٢] نمایند مهاجرت نیز دیͽر های بافت به و شده محیطͬ خون وارد استخوان

دارند نیاز ١٨PDGF فاکتور به in vitro در گسترش و حفظ برای انسانͬ نوع برخلاف جوندگان در

.[١٢]

استرومایی، پیشساز های سلول و دارد وجود استخوان مغز در مجزایی تنظیمͬ(نیچ)١٩ محیطهای ریز

١۴ Cord blood

١۵Peripheral blood stem cell collection

١۶ Multipotent adult progenitor cells

١٧De novo

١٨Platelet-derived growth factor

١٩Niche

۴



استرومایی، های سلول و استروما کنند. مͬ تعیین را ها نیچ این که هستند ها استئوبلاست ویژه به

را وسیعͬ سلولͬ های سیͽنال و علائم و کنند مͬ ͬͺفیزی حمایت را خونͬ ساز پیش های سلول بلوغ

.[۴] کنند مͬ تولید ساز خون های سلول بلوغ و تمایز تعهد، برای

اعتماد قابل نشانگرهای چون اند. نشده شناخته آشͺاری بطور in vivo در ها، MSC کنون تا

شده کشت های MSC در که نشانگرهایی احتمالا و است نداشته وجود ها سلول این توافق مورد و

کشت شرایط اثر در تصادفا است ممͺن باشند، ها MSC مشخصه اینکه جای به آیند، مͬ بدست

توزیع و ͷآناتومی مͺان مورد در اطلاعاتͬ اختصاصͬ، نشانگر فقدان بر علاوه .[٨] باشند شده ایجاد

.[۴] ندارد وجود in vivo در ها MSC

مزانشیمͬ بنیادی های سلول جداسازی های روش ١-١-١

پرکول) (مثل غلظتͬ، های محلول ͷکم به گاهͬ (که سانتریفیوژ از استفاده با جداسازی معمولا

بدست استخوان مغز های سلول از لایه ͷی تا گیرد، مͬ صورت یابد) مͬ افزایش جداسازی کیفیت

کنند. مͬ استفاده کشت ͬͺپلاستی ظرف کف به چسبیدن برای ها سلول این توانایی از همچنین آید.

نشانگرهای علیه هایی بادی آنتͬ با توام FATC sorting یا ٢٠ͷنتیͽم بیدهای شامل جدیدتر روشهای

تسهیل را تخلیصMSCها و زیادیجداسازی طور به Stro-1بادی آنتͬ است[١٣]. خاصMSCها

شده مشتق های سلول خاص) بادی آنتͬ به اتصال بواسطه ها سلول (انتخاب ایمنوسلͺشن کند. مͬ

کنند ایجاد ٢١FCF-U قادرند تماما Stro-1 به مثبت های سلول که دهد، مͬ نشان استخوان مغز از

.[۵] یابند تمایز آدیپوسیت و کندروسیت استئوبلاست، جمله از سلول نوع چندین به توانند مͬ و

مزانشیمͬ بنیادی های سلول شناسایی های روش ١-١-٢

نشانگر شد گفته که همانگونه نیست. کافͬ ها MSC تخلیص برای کشت ظرف کف به چسبیدن

تشخیص برای سلولͬ سطح نشانگرهای از ترکیبی ولͬ نشده، شناخته هنوز ها سلول این اختصاصͬ

از ها MSC تخلیص برای برخͬ است. گرفته قرار استفاده مورد ها آن سازی خالص و هویت

این به نسبت ها سلول این کنند. مͬ استفاده ترانسفرین) (گیرنده CD71 سلولͬ سطح نشانگر

٢٠Magnetic beads

٢١ Fibroblast-colony-forming units

۵



ماکر با ها BMSC ٩۵درصد از بیش و [١٨ ،١٧ ،١۶ ،١۵ ،١۴ ،١٣ ،۴] هستند مثبت نشانگر

نشانگرهای از استفاده ها سلول این سازی خالص برای دیͽر روش .[١٩] دهند مͬ واکنش CD71

CD34 به نسبت معمولا استخوان مغز استرومایی های سلول .[٣] است CD34/CD45/CD11b

CD14 به نسبت ها MSC همچنین .[١٢] اند مثبت CD90/Thy-1 به نسبت و منفͬ CD45 و

.[٨] باشند مͬ مثبت CD90 و CD73 نشانگرهای برای و منفͬ HLA-DR و ،CD19 ،CD79α

HSC های سلول خاص نشانگر که CD50 و CD34 به نسبت استخوان مغز استرومایی های سلول

های بادی آنتͬ از انسان٢٢ͬ های MSC شناسایی برای .[۵] (١-١ (جدول هستند. منفͬ باشد، مͬ

بر ها ژن آنتͬ این همه .[۵ ،٣] گردد مͬ استفاده نیز SH-2 و Stro-1 ،CD166 مثل مونوکلونال

های سلول in vivo بررسͬ برای اختصاصͬ طور به توان نمͬ و دارد وجود دیͽر های سلول انواع روی

.[٣] برد بͺار بافتͬ ویژه بنیادی

نشانگرهای بیان محیطکشت، در شͺل کلنͬ واحدهای ایجاد توانایی MSCها دیͽر شاخصهای

چندین به تمایز توانایی ها MSC های مشخصه از ͬͺی .[١٣] است BMPR1a و A گلیͺوفورین

ها MSC شناسایی روش .[۵] است in vitro شرایط در غضروف و چربی استخوان، جمله از بافت

داشته ویژگͬ سه باید ها سلول این که است این شده پیشنهاد درمانͬ سلول المللͬ بین انجمن توسط که

بیان .٢ کشتشوند. استاندارد شرایط در که صورتͬ در ،ͷپلاستی به چسبیدن .١ از: عبارتند که باشند

CD11b یا CD14 ،CD34 ،CD45 نشانگرهای بیان عدم و CD90 ،CD73 ،CD105 نشانگرهای

.[١٠] in vitro شرایط در کندروبلاست و آدیپوسیت استئوبلاست، به تمایز توانایی .٣

in vivo شرایط و in vitro شرایط در تحقیقات ١-١-٣

و دگزامتازون ٢-فسفات، ͷوربیͺاس اسید فسفات، بتا-گلیسرول حاوی کشت محیط در ها MSC

محیط بعدی، سه کشت شرایط در ها MSC علاوه به یابند. مͬ تمایز استئوبلاست به گاو جنین سرم

اما یابند. مͬ تمایز غضروفͬ های سلول به TGFβ ی خانواده اعضای از ͬͺی وجود و سرم فاقد

موشͬ های MSC یابند. مͬ تمایز چربی های سلول به گزانتین متیل ایزوبوتیل حضور صورت در

کنند مͬ ایجاد مانند، میوتیوب ای هسته چند فیبرهای باشند گرفته قرار B آمفوتریسین معرض در که

استخوان، بافت به خاص کشت شرایط در توانند مͬ ها MSC که شود مͬ مشاهده ١ شͺل در .[٣]

٢٢Human mesenchymal stem cells (hMSCs)

۶



١٧ منبع از برگرفته جدول مزانشیمͬ. بنیادی های سلول فنوتیپی الͽوی :١-١ جدول

عصبی های سلول ایجاد برای زیادی های تلاش .[۵] یابند تمایز تاندون ماهیچه، چربی، غضروف،

در که است شده انجام کشتͬ هم یا ترانسفکشن شیمیایی، مواد از استفاده با in vitro در ها MSC از

شده استفاده BMSC عصبی تمایز منظورشروع به شیمیایی مواد از زیادی تعداد شود. مͬ اشاره ادامه

استراز فسفودی مهارگر ͷی همراه به ٢٣dbcAMP ͷکم به کرد سعͬ ٢٠٠٩ سال در Deng است.

شش از پس که داد گزارش و دهد افزایش انسانͬ های BMSC در را cAMP میزان ٢۴IBMX نام به

٢٣Membrane-permeable dibutyryl cAMP

٢۴Isobutylmethylxantine

٧



in vitro در خاصکشت شرایط در ها MSC تمایزی قابلیت :١-١ شͺل

ͷی ٢٠٠٠ سال در Woodbury اند. یافته عصبی شبه ظاهری سلولͬ، جمیعت از ٢۵درصد روز

مرکاپتواتانل بتا حاوی محیط در ها سلول ابتدا که اینصورت به داد. پیشنهاد را ای مرحله سه پروتکل

نام به اکسیدانت آنتͬ ͷی حاوی سرم فاقد محیط در ها سلول سپس شدند، انکوبه٢۵ پیش (BME)

حاوی محیط ͷی در را ها سلول انتها در شدند، القا (DMSO) سولفوکساید متیل دی و ٢۶BHA

ساپلمنت و سیͺلاز) آدینیلاتید گر ͷتحری ͷی) فورسͺولین اسید، ͷوالپوری علاوه به شده، ذکر مواد

٢۵Preincubation

٢۶Butylated Hydroxyanisole
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