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هايي است   داراي محدوديت+CD34 هاي علت دوز پايين سلول هاستخوان، ب مغز پيوند در خون بندناف : و هدفزمينه

هاي بنيادي با استفاده از افزايش فعاليت خـود تكثيـري             تكثير سلول  .گيرند ها مورد تزايد قرار    لبايست اين سلو   كه مي 
هـاي   پوشيده شـده بـا سـلول      ) شده زدا ماتريكس استخواني معدني   (DBMها در شرايط آزمايشگاهي روي داربست        آن

 از  TGF-bمـسير   . شـود  يـشنهاد مـي    پ )USSC(شـده    محدود هاي بنيادي سوماتيك غير    پروژنيتور مزانشيمي يعني سلول   
زمـاني كـشت     هاي بنيادي است كه در اين تحقيق از هـم          عوامل مهم مهاري براي فعاليت خود تجديد شوندگي سلول        

، از خون USSCهاي  سلول: روش بررسي . استفاده شدRNAi با كمك تكنيك TGF-b و مهار مسير )Ex vivo(برون تن 
 هـاي  سـلول . به عنوان لايه مغذي، پوشش داده شدند      و هم كف پليت،      DBM بندناف جدا شده و سپس روي داربست      

CD34+با روش  Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) جفت انساني تخلـيص و در شـرايط دو بعـدي و سـه      از
ررسي  كمي ب Real-Time PCRميزان سركوب بيان ژن مربوطه با.  تيمار شدندTGFbR2 عليه siRNAبعدي هم كشتي، با 

 :هـا  يافتـه . ها مورد ارزيـابي قـرار گرفـت         زايي سلول   در نهايت شمارش سلولي، فلوسايتومتري و فعاليت كلني       . شدند
ولـي  .  شـد  +CD34 هـاي   برابـر سـلول    41±7/0 موجب افزايش قابل توجه      TGFbR2 مراه مهار ژن  ه  كشت سه بعدي به   

ترين افزايش در ماركر  ترين مهار بيان ژن، بيش نيز بيشبعدي ساده بيش از سه بعدي بود و  افزايش نسبت تزايد در دو
بنـابراين از نظـر     : گيري  نتيجه .)>05/0P (بعدي ساده نشان داده شد     سطحي با آناليز فلوسايتومتري در حالت كشت دو       

هـا آزادي    طوري كـه سـلول     ه، كشت دو بعدي ساده نسبت به سه بعدي كارآمدتر بود ب           RNAiموثر بودن سيستم انتقال     
 .بودند درگير لايه مغذيهاي  تر با سلول تر داشته و بيش كم

  .TGF-b ،siRNA، مسير DBM، داربست USSCهاي  ، سلولهاي بنيادي خون بندناف سلول :كليدي كلمات

 
  

 Hematopoietic Stem Cellsسـاز   هاي بنيادي خـون  امروزه سلول

(HSCs)   تيكي به منظور تمـايز و يـا تزايـد بـراي             ژن هاي ورزي دستبا
هـاي    سـلول  محتـواي  بـا افـزايش      1.شوند كار برده مي   هاهداف باليني ب  
تـوان از    شـود و حتـي مـي        درمان مـوثرتر انجـام مـي       ،بنيادي در خون  

 شـوند   كنار گذاشته مي  عادي  هاي كم خون بندناف كه در حالت         حجم
 ـ  سـلول اميد است كه با ازدياد ايـن  . نيز استفاده كرد  Ex قـهـا از طري

vivoهاي بيمـاريان بسياري از ـراي درمـ ب2و3.دـدف رسيـن هـه ايـ ب  

  
در اثـر   . ساز اسـت   هاي بنيادي خون   از سلول خوني نياز به دوز بالايي      

شوند و نياز بـه      ها دچار آسيب مي    درماني يا اشعه درماني، سلول     شيمي
يـك روش   در ايـن شـرايط كـشت سـلولي          . باشـد  هـا مـي    تجديد آن 

در پيوندهاي چندگانه كه به دليـل رد پيونـد انجـام            . كننده است  كمك
كـشت و تزايـد     . هـاي بنيـادي اسـت      شوند، نياز بـه تزايـد سـلول        مي

هـا بـه فـاز تقـسيم سـلولي        باعث ورود اين سـلول  +CD34هاي   سلول
طوري كه براي ژن درماني و انتقـال ژن ويروسـي نيـاز بـه                هشود ب  مي

 Bone Marrow  در پيونـد مغـز اسـتخوان   .يم استسلولي در فاز تقس

Transplant (BMT) هاي مادرزادي  براي بيماريبا آن  كه افراد بسياري

 مقدمه

 چكيده

  
  86- 1391،95، ارديبهشت 2شماره ،،70مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره
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 87            و همكاراني زهراالسادات هاشم                

 

 
 1391ارديبهشت ، 2شماره ، 70مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

هـاي    نياز بـه دوز بـالايي از سـلول        4،شوند و اكتسابي خوني درمان مي    
 در  +CD34هـاي     سـلول  5.باشد  ميساز خوني    هاي پيش  سلول بنيادي يا 

BMT هـا   ژن  به دليل پايين بـودن آلـوآنتي       تر از منبع خون بندناف      بيش
)Alloantigen( هـاي   ژن  و آنتـيHuman Leukocyte Antigen (HLA) 

 ،سطحي و در نتيجه عدم نياز به سازگاري بالايي بين دهنده و گيرنـده             
 ـ   تعداد كل سلول   6.گردند تهيه مي  دسـت آمـده از ايـن منبـع در           ههاي ب

 ـ    به بر اين    كه براي غل   7باشد تري مي  سطح كم  ه مشكل چند راه حل اراي
زمـان   تزريـق هـم   ،UCBزمـان چنـدين واحـد       پيوند هم  :گرديده است 

 BMهـاي اسـترومال     با دوز كم همراه با سلولUCB CD34+هاي  سلول
 UCB CD34+هـاي    سـلول Ex vivoتكثير  ،خود بيمار يا فرد اهدا كننده

 ،هـاي تكثيـر شـده      مانند كـشت سـه بعـدي و سـپس تزريـق سـلول             
هاي بنيـادي جهـت افـزايش توانـايي خـود            ي ژنتيكي سلول  كار دست
 ـ    8و9.ها اين سلول  شوندگي و تزايد   تجديد ه شـده در ايـن      راه حـل اراي

 را  بايد گفت پودرهاي استخواني   . تحقيق، ادغام دو راه حل آخر است      
 ـ    عنوان داربست    هبتوان   مي بـرد زيـرا كـه       كـار  هبراي پيوند اسـتخوان ب

اين مواد   . دارند هاي گذشته و ساير مواد     شتر نسبت به رو    كارايي بيش 
كه   زيرا هستندكنندگي براي بافت استخوان      خود داراي قدرت تحريك   

اي كــلاژن و نيــز فاكتورهــاي رشــد مثــل  هــاي زمينــه ينيداراي پــروت
 دركننـدگي    تحريكخاصيت  وجود  د كه باعث    نباش مي TGF ي خانواده

اربـــست  تحقيقـــات روي د10و11.ســـت اشـــدههـــا  ايـــن داربـــست
Demineralized Bone Matrix (DBM)  ــن ــه اي ــشان داده اســت ك  ن

 ايـن   11.باشـد  سـاز مناسـب مـي      هـاي خـون    داربست براي تزايد سلول   
و داربست ماتريكس استخواني است كه از بافت طبيعي استخوان تهيه           

مواد معدني آن با كمك استخراج اسيدي حذف شـده اسـت تـا مـواد                
. هاي فيـدر قـرار گيرنـد       در اختيار سلول  يني بستر آشكار شده و      يپروت

چـسبنده   هـاي  اي از سـلول    كننـده  اين داربست به همـراه لايـه تغذيـه        
  بنيادي سوماتيك غير محـدود شـده       هاي سلول يا   مزانشيمي پروژنيتور

Unrestricted Somatic Stem Cells (USSC)،13حـدودي   تا تواند مي 12و
 .ند استخوان را تقليد ك    سه بعدي مغز   )Microenvironment(محيط  ريز

ورزي ژنتيكي روي مسيرهاي مختلف به منظور افـزايش          همواره دست 
القـاي فاكتورهـاي رشـد و       . ها انجـام شـده اسـت       قدرت تكثير سلول  

هـا در ايـن    اي ديگر از فاكتورهـا و سـايتوكين      رونويسي و يا مهار پاره    
 توانـايي   هاي بنيـادي    سلول  تزايد، طي فرايند  در. اند زمينه بررسي شده  

 چنـين در   هـم  .روند  و به سمت تمايز مي     دادهرا از دست     بنيادي خود 

 دست رفتن ذاتـي توانـايي خـود        نوعي از  طي پيوندهاي متوالي شاهد   
دليل خـروج ايـن     ه   ب هك هستيم ساز هاي بنيادي خون   سلول تكثيري در 

 از 14.سـمت تمـايز رفـتن اسـت       ه   ب حدودي  تا فاز اوليه و   از ها سلول
موقـت   جهت عدم تمـايز   ها در    براي تزايد آن  ستجوي راهي   ج رو اين
 ضروري  هاي مختلف خوني،   و البته با حفظ پتانسيل تمايز به رده        ها آن
افزايش بيـان    هايي همانند  روش گيري از  بهره با اين راستا  در .باشد مي

،  نقش دارنـد   يتكثير افزايش فعاليت خود   فاكتورهاي رونويسي كه در   
تكثيـري   هاي رونويسي كه باعث مهار فعاليـت خـود        فاكتور مهار ياو  
تزايـد  توان راهـي مناسـب جهـت رسـيدن بـه افـزايش               مي شوند، مي

اگزوژن  اين بين عوامل خارج سلولي يا      در .كرد هاي بنيادي پيدا   سلول
   .اهميت هستند زيتكثيري حا مهار فعاليت خود القا يا  درنيز

 از كننده تكثير  عوامل القا توان به    ترين اين عوامل مي    جمله مهم  از
ــل  ــر و Sonic hedgehog، BMP-4 ،Wnt ،Notchقبي ــاي  ديگ فاكتوره
سـاير   نيـز بـه       و TNF-αو   TGF-β عوامـل مهاركننـده ماننـد      يا و رشد

 Transforming Growth Factor-β 15.هاي مهاري اشاره كـرد  سايتوكين

(TGF-β)  چند كـاره     يك سايتوكين )Multifunctional(  ايـن  .شـد با   مـي 
ريـزي شـده     زايي، تمايز سلولي، مرگ برنامه     ين در فرآيند جنين   سايتوك

و نيــز چرخــه ســلولي دخالــت دارد و توســط ) سآپوپتــوزي(ســلولي 
ــلول ــون  س ــاي خ ــاراكراين     ه ــوكراين و پ ــورت ات ــه دو ص ــاز ب           س

 چرخـه   G1هـا را در مرحلـه        توانـد سـلول    كه مـي   17و18شود ترشح مي 
ايـن سـايتوكين     19-21.ها شود   منجر به تمايز سلول    داشته و   سلولي نگه 

 موجب مهار ورود به ميتـوز و در نتيجـه باعـث مهـار فعاليـت خـود                 
   22-25.تكثيري است

 حالـت  القـاي  در سايتوكين اين نقش دهنده تحقيقات جديد نشان  
كه در مطالعات قبلي ايـن نقـش بـراي           حال آن  26است بدن در خفتگي

كـه در محـيط كـشت        بـه دليـل ايـن      27.ود رد شده ب   TGF-bسايتوكين  
هاي مغز اسـتخوان و نيـز        مدت سلول  آزمايشگاهي و در كشت طولاني    

هاي مهندسي بافت با منشا مغز اسـتخوان، هـم           در خود بافت داربست   
 پيامبر آن موجود است، بنابراين بـراي مهـار ايـن            RNAين و هم    يپروت

 ـ  دودهي به سراغ گيرنده نوع       مسير سيگنال  ده اصـلي در ايـن       كه گيرن
 ـتر -سـرين ايـن گيرنـده     . رويم مسير است مي   عرضـي  ونين كينـازي    ي

 شناسـايي نـشده و      TGF-β و با حذف آن،      )Transmembrane(غشايي  
بنابراين در اين تحقيق سـعي شـده       .شود دهي متوقف مي   مسير سيگنال 

زمان استفاده از كـشت سـه بعـدي و مهـار مـسير               است تا با انجام هم    
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TGF-β  سـاز رسـيد    هاي بنيـادي خـون     ايد قابل توجهي از سلول     به تز .
هـاي    سـلول  )Niche(سازي شده آشيانه سـلولي       چنين ساختار شبيه   هم

طوري كـه   ه باشد بIn vivoتواند به عنوان مدلي براي حالت  بنيادي مي
 در محـيط    RNAiدهـي بـا كمـك تكنيـك          سركوب يك مسير سيگنال   

 siRNAا شدت اثر سيـستم انتقـال    آزمايشگاه مورد ارزيابي قرار گيرد ت     
  .بعدي و سه بعدي بررسي شود در حالت دو

  

  
در  و   1389باشـد كـه در سـال           مـي  نوع مطالعه علمـي پژوهـشي     

  . انجام شد تربيت مدرس دانشگاه
واحدهاي خـون   : USSCهاي    نمونه و جداسازي سلول    آوري جمع

وب كميتـه اخـلاق پزشــكي در   بنـدناف بـر اسـاس راهكارهـاي مـص     
از ايـن   . آوري شدند  دانشگاه تربيت مدرس و بيمارستان شريعتي جمع      

نامه گرفتـه   منظور تهيه جامعه آماري رضايت افراد براي گرفتن نمونه به   
اي خـون    هـسته  هاي تـك   روش معمول فايكول، سلول    در ابتدا با  . شد

 Kogler لك اساس پروت برUSSCهاي  شده و سپس سلول بندناف جدا

G. 28-30.داري و پاساژ داده شدند از خون بندناف جداسازي، نگه 

: DBM روي چاهـــك و داربـــست USSCهـــاي  كـــشت ســـلول
تايي به عنـوان    48هاي    جداسازي شده، روي چاهك    USSCهاي   سلول

پـس از   . لايه مغذي و پوشـاننده سـطح دو بعـدي كـشت داده شـدند              
 C بـا ميتومايـسين    USSC هـاي  ، اين لايـه سـلول     %80رسيدن به تراكم    

)Mitomycin(     به ميـزان µg/ml10    هـاي   كـشتي بـا سـلول       جهـت هـم
طوري كـه فعاليـت ميتـوزي لايـه          هب. فعال شدند  غير +CD34 ساز خون

بيوتيك و ضـد تومـوري       ميتومايسين فعاليت آنتي  . پشتيبان متوقف شد  
 31.كنـد   از تكثير سلولي جلوگيري مي     DNAدارد و با اتصال متقاطع به       
هـاي    روي اسـلايس   USSCهـاي اسـترومال      براي پوشش دادن سـلول    

بـه  ) تهيه شده از مركز بانك پيوند مغز استخوان ايران         (DBMداربست  
 T75 فلاسـك    سهعنوان لايه مغذي و پوشاننده سطح سه بعدي نياز به           

قبـل از عمـل كاشـت       ). سلول 3×106در مجموع   ( است   %80با تراكم   
ها مستعد شـده و منافـذ آن         ي اتصال سلول  ها بايد برا   سلولي، داربست 

هـاي داربـست در       ساعت اسلايس  24بدين منظور به مدت     . باز شوند 
پـس از ايـن     . ور گشته و انكوبه شدند      غوطه PBS در بافر    %1/0ژلاتين  

 هـشت  تـا    شـش هايي بـا قطـر       هاي داربست به مكعب    مدت اسلايس 

انـه و بـه    خشـش هـا در پليـت    اين مكعـب . متر برش داده شدند  ميلي
سپس به روي   . صورت يك رديف و تا حد امكان فشرده، چيده شدند         

 بـه همـراه     DMEMاين قطعات سوسپانسيون غليظ سـلولي در محـيط          
FBS)    اضافه گشت و بـه مـدت       ) در حجم محيط كشت   % 30به ميزان
بـست بـه آرامـي بـه يـك          سپس هر قطعـه دار    .  ساعت انكوبه شد   12

ه مدت سه روز انكوبه شـدند تـا         تايي منتقل شده و ب    48چاهك پليت   
هاي چسبنده دوكي شـكل   در اين مدت سلول   . دست آيد  ه ب %80تراكم  
USSC     ديگر و با داربست محكم كـرده و روي           اتصالات خود را با يك

بعـد از رسـيدن بـه       . شوند اند پهن و باز مي     گيري كرده  محلي كه جاي  
وپ بـرداري ميكروسـك    اين مرحله چند داربست بـراي انجـام عكـس         

در ( برداشــته )Scanning electron microscope(الكترونــي روبــشي 
و بقيـه بـا     ) دانشكده الكترونيك دانشگاه تهران آزمايشگاه لايـه نـازك        

سازي با كمك اشـعه گامـا نيـز          غيرفعال.  غيرفعال شدند  C ميتومايسين
 داراي  DBMهـاي داربـست      شـود ولـي در اينجـا اسـلايس         انجام مـي  

طور كامل تمـام نقـاط را تحـت پوشـش            هتوان ب  تخلخل هستند و نمي   
  . اشعه قرار داد

هـاي   در نهايـت سـلول    : USSC بـا    +CD34هـاي    كشتي سـلول   هم
CD34+                بـادي    با روش معمـول فـايكول و سـپس بـا اسـتفاده از آنتـي
 ,Miltenyi Biotech, BergischGladbach)دار شـده بـا مگنـت     نـشان 

Germany)ــتون  و ــاي روش  س -MACS LS separation columnsه

Miltenyi Biotech)   طبـق پروتكـل شـركت     ) متعلق بـه كـشور آلمـان
پس از تعيـين ميـزان زنـده        . سازنده، از خون بندناف جداسازي شدند     

ها و تاييد با روش فلوسايتومتري، به سه حالت كشت داده            بودن سلول 
   :شدند

 در چاهـك پليـت      +CD34هـاي    كـشت سـاده سـلول     : حالت اول 
  . فيدر و بدون داربستتايي بدون48

هاي  ساز با فيدري از سلول     هاي خون  هم كشتي سلول  : حالت دوم 
USSC . ساز با فيدر و به همـراه        هاي خون  كشتي سلول  هم: حالت سوم

كليه اين سه حالـت از محـيط كـشت اختـصاصي             در. DBM داربست
فرم تجـاري آن از     (Stemspanساز يعني محيط     هاي بنيادي خون   سلول

 StemSpan در كشور كانـادا بـه نـام    Stem cell technologiesشركت 

SFEMفاكتور رشد سلول بنياديبه همراه )  تهيه شدStem Cell Factor 

(SCF)  ترومبوپـويتين ،(Thrombopoietin –TPO)،flt-3 ـ  -FMS) د ليگان

like tyrosine kinase 3-ligand)  هر يك به ميـزان ،ng/ml50   اسـتفاده

  بررسيروش
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براي انجام ترانسفكشن :  ترانسفكشنSiRNA 4-2عليه TGFbR 2. گشت
جـا از روش   در ايـن .  تهيـه گـشت   Invitrogenكليه مـواد از شـركت  
طوري كـه   ه استفاده شد ب)Forward transfection(ترانسفكشن جلويي 

ــدود   ــشن ح ــل از ترانسفك ــا 25روز قب ــلول در  35 ت ــزار س  200 ه
 خانـه   48نه پليـت    بيوتيك و سرم به هر خا      ميكروليتر محيط فاقد آنتي   

كشت ساده، كشت روي فيدر و كشت سه بعدي         : در سه حالت كشت   
براي هر حالت كشت، دو گـروه در نظـر گرفتـه            .  منتقل شد  DBMدر  
و  TGFbR2 بر عليه Stealth Select RNAi TM siRNAگروه اول با : شد

 تيمـار  StealthTM RNAi negative control duplexesگـروه دوم بـا   
 بررسي ميزان ترانسفكشن در گـروه كـشت سـاده نيـز از              براي. شدند

Block-iT TM alexa fluor red fluorescent oligo  كليـه  . استفاده شـد
 ميكروليتـر  20 پيكومـول در  4/2وتيدهاي مذكور بـه ميـزان    اليگونوكلي

Opti-MEM ميكروليتـــــر از 4/0 در يـــــك تيـــــوب و حـــــدود 
Lipofectamine™ RNAiMAX ميكروليتر 20 در Opti-MEM در تيوب 

 دقيقـه انكوباسـيون در    پـنج ذشت زمان   گپس از   . ديگري اضافه شدند  
ديگـر اضـافه شـدند و پـس از           دماي اتاق، محتويات دو تيوب به يك      

هـاي    دقيقه كمپلكس نهايي تشكيل شده و آن را بـه خانـه            20گذشت  
 240با اضافه كردن اين كمپلكس حجم نهايي به         . كنيم پليت اضافه مي  

 نـانومول   10وتيـد بـه     يرسد كه غلظـت نهـايي اليگونوكل       تر مي ميكرولي
به آرامي پليت را به سـمت جلـو و عقـب تكـان داده تـا بـه            . رسد مي

هـا در    سـپس پليـت   . خوبي كمپلكس با محيط كـشت مخلـوط شـود         
Cانكوباتور  

º 37   و CO2 5%   سـاعت   شـش تـوان بعـد از        گذاشته و مي 
 . محيط سلولي را تعويض كرد

 بـا اسـتفاده از      TGFbR2ژن   بيـان  سركوب ميزان كمي گيري اندازه
Real-Time PCR كمي )Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR : بر

 كـل   RNXTM-plus  ،RNAاساس پروتكل شـركت سـيناژن و محلـول          
 سـاعت پـس از      72 و   48اين عمل در فواصل     . سلولي تخليص گشت  
 (Fermentase)سپس محلول حاصل شـده بـا   . ترانسفكشن انجام شد

DNaseI تيمار گشته و براي سنتز cDNA   از آنـزيمRevert AidTM M-

MuLV Reverse Transcriptase ــر ــر Random hexamer و پرايم  ب
براي انجام واكـنش    .  استفاده شد  )Fermentase(اساس شركت سازنده    

 Primer-5(، آغازگر )Master Mix-Takara(به ترتيب از مخلوط اصلي 
 ميكروليتر  يك و   يك،  ششبه ميزان   )  نانوگرم 50( cDNAو  ) پيكومول

. ر رسـانده شـد     ميكروليت 5/12را مخلوط كرده و با آب مقطر حجم به          

اكتـين و  -بتـا (كار رفته در ايـن تحقيـق     ه ژن ب  دوبراي طراحي آغازگر    
TGFbR2 (6افزار  از نرمOligo دقيقـه در پـنج به ترتيـب   . استفاده شد    

C
º 95  ،15  ثانيه در  C

º 95، 15    ثانيه در C
º 56 ،25  ثانيـه در C

º 72 ،10 
C دقيقه در

º 72 اوليه  براي مراحل واسرشتگيInitial denaturation)( ،
 و بـسط  )Extension(، بـسط  (Annealing)ثانويه، اتـصال   واسرشتگي

  . كار برده شد هنهايي ب
 چرخـه تكـرار گـشت و در نهايـت ذوب            45اين مراحـل بـراي      

)Melting( در Rotor-Gene Real-Time PCRهـا بـه    واكنش.  انجام شد
گيري مقـدار    براي اندازه . ه شد يها ارا  صورت دوتايي بود و ميانگين آن     

استفاده شـد   Pfaffl از روش )Relative quantitation(و بيان نسبي ژن 
 براي ژن هدف هم در حالـت  Threshold Cycle (TC)كه در آن مقدار 

 ونيـز ژن كنتـرل درون زاد        siRNA با   كنترل و هم در حالت تيمار شده      
هـم در حالـت     ) اكتين مورد ارزيابي قرار گرفـت     -جا از ژن بتا    در اين (

 قـرار   Pfaffl، در فرمـول     siRNAكنترل و هم در حالت تيمار شـده بـا           
داده شد تا بيان ژن با ژن كنترل درون زاد نرمـاليزه شـود و در نهايـت               

 .دست آمد هكاهش بيان ژن ب

 و ازديـاد سـلولي،      RNAiقبل و بعـد از تيمـار بـا          : فلوسايتومتري
ــلول ــاي  س ــتفاده از    +CD34ه ــا اس ــلولي ب ــطح س ــاركر س ــر م از نظ

 سـلول  105تعـداد  .  ارزيابي شدندPARTEC Germanyفلوسايتومتري 
 شستشو شده و با اسـتفاده       FBS %5حاوي   PBSشمارش شده و با بافر      

 Fluorescein)فلـوروكروم   بـا  شـده  كونژوگـه  هـاي  بـادي  از آنتـي 

Isothiocyanate (FITC)- conjugated Antibodies) آميـزي ضـد     رنـگ
CD34  بادي   از آنتي .  انجام شدIgG1 FITC-mouse      به عنـوان ايزوتيـپ 

هـا در    سلول. كنترل براي تضمين اختصاصي بودن واكنش استفاده شد       
 Low sideاي كه داراي پراكنش نوري پـايين بودنـد بـه عنـوان      ناحيه

scatter-gate ــرم ــابي از ن ــراي ارزي ــدند و ب ــين ش ــزار   تعي             FloMaxاف
  .استفاده شد
هاي ازدياد شده از گروه كنترل و آزمـون   سلول: زايي كلوني آزمون

فـرم تجـاري     (Methocultزايي با استفاده از محـيط        براي بررسي كلني  
 Stem(كل شـركت سـازنده   و پروت) Enriched  Methocult H4435آن

cell technologiesمورد ارزيابي قرار گرفتند)  كشور كانادا .  
بررسي شدند و  16ويراست   SPSSافزار   دست آمده در نرم    هنتايج ب 

دار  ها از لحاظ معني محاسبه گشت و داده Student’s t-test ،Pبا كمك 
   .باشد دار مي  معني>05/0P و مقادير بودن و نبودن بررسي شدند
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 پـس از جداسـازي از       USSCهـاي    سلول: USSCهاي   كشت سلول 
داري   هفته در محيط كشت اختـصاصي نگـه        دوناف به مدت     خون بند 

هـا در ابتـدا بـه فـرم          اين سلول . هاي اوليه تشكيل شوند    شدن تا كلني  
 كـشيده،   %80اي شكل هستند ولـي پـس از رسـيدن بـه تـراكم                ستاره

هـا   اين سـلول  ). ب -1 شكل( ي شكل شدند  موازي و تا حدودي دوك    
 خانـه   48چنين كـف پليـت        و هم  DBMبراي پوشاندن سطح داربست     

پس از رسيدن به تراكم مناسب اين لايه تغذيه كننده          . كار برده شدند   هب
چند قطعـه  .  غير فعال گشتندCبا ميتومايسين ) USSCهاي فيدر    سلول(

ــراي ع  حــاوي ســلولDBMاز داربــست  ــدر ب ــرداري  كــسهــاي في ب
 از  SEMتـصاوير   . كار رفتنـد   هب) SEM(وپ الكتروني روبشي    كميكروس

 DBMداربـست   . دهـد   را نشان مـي    %40 تخلخل   DBMسطح داربست   
هـا   تـر دارد و سـلول      هاي فيدر سـطحي روشـن      پوشيده شده از سلول   

  هـستند صورت نوارهاي كشيده و روشن قابل مـشاهده       هطور مجزا ب   هب
  ). 1 شكل(

 بــا روش +CD34هــاي  ســلول: +CD34هــاي  ســلولترانسفكــشن 
MACS             هـزار   30 از خون بندناف جداسازي شدند و سپس بـه تعـداد 

كشت ساده، كشت روي فيدر و كشت سه بعدي         : سلول در سه حالت   
 ـ  .  خانـه اضـافه شـد      48به پليـت     كـار رفتـه محـيط كـشت         همحـيط ب

، SCF همـراه بـا فاكتورهـاي    StemSpanهاي بنيـادي   اختصاصي سلول 
TPO و flt-3هر حالت با . باشد  ميStealth™ RNAi  عليـه TGFbR2 و 
ــز ــسفكت شــدندcontrol Stealth™ RNAi negative ني ــراي .  تران ب

 BLOCK-iT TM alexa fluorبررسي بازده و كـارايي ترانسفكـشن از   

red سـاعت از زمـان ترانسفكـشن،    هشت تا ششپس از .  استفاده شد 
 ميكروسكوپ از استفاده با گروه  اينهاي سلول در ترانسفكشن ميزان

 %60ترانسفكشن حدود  ميزان به طور ميانگين. شد بررسي فلورسانس
جداسـازي   از پـس  سـوم  روز ترانسفكشن). 2 شكل( شد زده تخمين
هاي  سلول مقاومت موضوع اين علت  انجام شد كه+CD34هاي  سلول
هـاي   ر سلولد رشد القاي با بنابراين. است ترانسفكشن برابر در خفته

هاي بنيـادي و   ازدياد سلول كشت محيط از استفاده ساز با بنيادي خون
 تـر  بـيش  اوليـه  سـاز  خـون  هـاي  سلول اوليه، هاي در حضور سايتوكين
  .    شدند مستعد ترانسفكشن

   در+CD34هاي  سلول: +CD34هاي  نتايج حاصل از شمارش سلول

و كنتـرل منفـي      siRNAسه حالت كشت و در دو گروه تيمار شده بـا            
 سـاعت پـس از ترانسفكـشن        72 و   48اين شـمارش    . شمارش شدند 

طور كه اشاره شد ترانسفكشن در روز سوم پس از           همان. انجام گشت 
 تـرانس  زمـان  از سـاعت  72 و 48 از جداسازي انجام گـشت و بعـد  

 بـا  TGFbR2 ژن RNA (Transcript)بيـان نـسخه    ميـزان  نظر از فكشن
 سـاعت پـس از      96در نهايـت    . زيـابي شـدند    ار QRT-PCRاستفاده از   

ها از نظر ايمونوفنوتيپي با فلوسـايتومتري و از نظـر            ترانسفكشن سلول 
بنابراين كل  . زايي مورد ارزيابي قرار گرفتند     عملكردي با آزمون كلوني   

 كه  دهد  نشان مي  1جدول  . گشت روز انجام    هشتروند تزايد در طي     
 سـاعت پـس از    72 شـده و در      ترين تعداد سلول در گروه تيمـار       بيش

اين تزايد در حالـت كـشت روي فيـدر بـه            . ترانسفكشن مشاهده شد  
  .وضوح قابل مشاهده بود

ميزان بيان  در شده ايجاد سنجش تغييرات براي: QRT-PCRآزمون 
 بـراي  RNAبيان نسخه . شد استفادهQRT-PCR آزمون  از نظر مورد ژن

تــرل و تيمــار شــده بــا  در دو گــروه كنTGFbR2اكتــين و ژن -ژن بتــا
SiRNA  ميـزان نـسبت ايـن دو       . ساعت ارزيـابي شـد     72 و 48  بعد از

در نهايـت نتـايج حـاكي از آن    . شد  قانونمندPfaffl با روش   رونوشت
 72 حدود ژن بيان ترين كاهش بود كه براي هر سه حالت كشت، بيش

 امـا در بـين ايـن سـه     .حاصل بوده اسـت  ترانسفكشن پس از ساعت
 در كشت ساده مشاهده شد      TGFbR2ترين كاهش بيان ژن      حالت، بيش 

  ).1 نمودار(  بود%51كه در حدود 
 گـر  نـشان  نظـر  تزايـد يافتـه از     هاي سلول فلوسايتومتريك بررسي

CD34 : ــازي(در روز اول ــلول ) روز جداس ــشتم س ــاي  و در روز ه ه
HSCs                در سه حالت كشت و براي هر حالت در دو گروه تيمـار شـده 

گـر سـطحي      و نيز كنترل، از نظر ميزان نـشان        TGFbR2يه   عل siRNAبا  
CD34  هزار سلول براي هـر گـروه برداشـت         100تعداد  .  ارزيابي شدند

 دار  نـشان CD34 گـر  عليه نـشان  بادي شد و پس از انكوبه شدن با آنتي
 مطالعـه  فلوسـايتومتري  نتايج ايزوتيپ كنترل، چنين  و همFITCبا  شده
 جداسازي از پس  در روز اولCD34بيان  به طور ميانگين ميزان. شدند

 در جمعيـت    +CD34هاي    بود و در روز هشتم ميزان سلول       %89حدود  
 درصد بـراي گـروه      1/14 و   3/20،  2/27سلولي افت كرده و به ميزان       

كنترل به ترتيب در سه حالت كشت ساده، كشت روي فيدر و كـشت              
 ،TGFbR2 عليـه    siRNAوه تيمار شده با     ولي در گر  .  رسيد DBMروي  

  د، تعدادـ استفاده ش%89 هزار سلول با آناليز فلوسايتومتري 30حدود 

 هايافته
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 مختلف يها زمان و حالات در +CD34 يها سلول شمارش: 1 -جدول

 زمان
  حالت

روز قبل از انجام   
  ترانسفكشن

   ساعت پس از ترانسفكشن72   ساعت پس از ترانسفكشن48

  تزايد سلولي  ها تعداد سلول  تزايد سلولي  ها تعداد سلول  ها لولتعداد س  گروه  
103  كنترل

×30  103
×)993(  3/01/3  103

×)7211(  25/005/7  كشت دو بعدي ساده  
103  تست

×30  103
×)12165(  42/05/5  103

×)30433(  145/14  
103  كنترل

×30  103
×)15189(  51/03/6  103

×)12390(  4/099/12  كشت روي فيدر  
103  تست

×30  103
×)22291(  74/07/9  103

×)10661(  86/004/22  
103  كنترل

×30  103
×)17450(  56/015  103

×)19892(  63/073/29        كشت در شرايط سه بعـدي
DBM 103  تست

×30  103
×)28714(  9/08/23  103

×)221232(  73/006/41  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 داربـست  سـطح  ريتـصو ) ج ب و . كنترل عنوان به دريف يها سلول بدون SEM كروسكوپيم كمك با DBM داربست سطح ريتصو) الف .DBM داربست سطح از SEM يبردار عكس: 1 -شكل
DBM يها سلول با كه يزمان USSC يها سلول توان يم شكل ريز در شده اشاره اندازه با است شده داده پوشش USSC شود لف سلولي مشاهده نميكه در تصوير ا  مجزا مشاهده كرد حال آنطور هب را.  

  
  
  

  
  
  
 BLOCK-iT TM Alexa Fluor ترانسفكت شـده بـا  HSCsهاي  سلول: 2 -شكل

Red .تصوير همـين  ) ب. تصوير با استفاده از نور ماوراي بنفش ميكروسكوپ فلورسانس    ) الف
ز آمي ـ دهنده موفقيـت   ها با نور مرئي ميكروسكوپ فلورسانس در همان زمينه قبلي كه نشان            سلول

 .بودن ترانسفكشن است

آيـد كـه برابـر بـا         دسـت مـي    ه در اين جمعيت سلولي ب     +CD34سلول  
بنابراين با توجه به جـدول تزايـد سـلولي          .  سلول است  26700حدود  

هـا در روز هـشتم،       و ميزان درصـد فلوسـايتومتري سـلول       ) 2 جدول(
  ). 2 نمودار( آيد دست مي هتزايد سلولي از نظر فنوتيپي ب

هاي  براي بررسي عملكرد سلول   : زايي  از آزمون كلني   نتايج حاصل 
HSCs   هـاي   بدين صورت كـه سـلول     . زايي استفاده شد    از آزمون كلني

  هفته در  دو روز تزايد به مدت      هشتگروه كنترل و تيمار شده پس از        
 بررسـي . داري شـدند     نگـه  (Methocult)محيط نيمه جامـد متوكالـت       

  اـق به گروه آزمون در مقايسه بمتعلهاي  يـه كلنـان داد كـها نش يـكلن
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 ترانـسفكت   HSCsهـاي     در سـلول   TGFbR2 درصد كاهش بيـان ژن       :1 -نمودار
  .>05/0P* .شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
هاي ايمونوفنوتيپي در    اساس ارزيابي   بر CD34 هاي ميزان ازدياد سلول  : 2 -نمودار

 .>05/0P*. گروه آزمون و كنترل

  
بـراي سـه حالـت مـذكور بـه          تر بوده و     معيت بيش در ج  CD34ميزان  

 CD34ميـزان   افزايش  .  درصد مشاهده شد   5/17 و   7/24،  6/32ترتيب  
در گروه آزمون هر حالت كشت نسبت به گروه كنترل مربوط به همان             

 بر ميـزان بـروز ايـن    TGF-bدهي  علامت مهار تأثير دهنده حالت، نشان
در روز اول آزمـايش در   با توجـه بـه ايـن كـه           .گر سطحي است   نشان

هاي  تري داشتند كه نشان از اوليه بودن سلول        گروه كنترل اندازه بزرگ   

طور ميـانگين بـه ازاي هـر         هدر گروه آزمون ب   . دهنده كلني دارد   تشكيل
بين . دست آمد  ه كلني ب  50±10 و در گروه كنترل      90±15 سلول   1000

اهده  تفاوت محسوسي مـش    DBMسه حالت كشت ساده، روي فيدر و        
طور متوسط اين تعداد كلني در گروه آزمون و كنترل هر سـه          هنشد و ب  
  .دست آمد هحالت ب

 

  
 تحريك نشده، در حالت طبيعي قادر بـه توليـد           USSCهاي   سلول

ــ ، GM-CSF ،M-CSF ،TGF-1β ،LIF ،CSFهـــاي  يتوكينامـــشخص سـ
VEGF،IL-1β ،IL-6 ،IL-8 ،IL-11 ،IL-12 ،IL-15 ،SDF-1α  ،HGF 

 چـه در حالـت تحريـك نـشده و چـه در              USSCهاي   سلول. باشند مي
 نيستند ولي   TPO و   FLt-3L قادر به توليد     IL-1βحالت تحريك شده با     

G-SCF       را در مقادير كم يعني pg/ml2/0   هـاي   سـلول . كننـد   توليد مـي
USSC    هـاي     در مقايسه با سلولBM-MSC       سـطح بـالاتري از M-CSF ،

TGF-1β ،LIF ،SCF ،SDF-1α ،IL-11 ــايين ــطح پ ــري از   و س ، VEGFت
GM-CSF  ،IL-6    هـاي    سـلول . كننـد   را توليد مـيUSSC      در مقايـسه بـا 

هاي مزانشيمي، تلومراز بلندتري دارند و بنابراين ظرفيت بـالايي           سلول
 در پاساژهاي پايين به سمت پيـري        MSCهاي   سلول. براي تزايد دارند  

هـاي   كـه سـلول   دهند حال آن  خود را از دست مي    رفته و قدرت تكثير     
USSC     چنان جوان هستند و بـه سـمت پيـري            در پاساژهاي بالا نيز هم
هاي فيدر مانند كـشت دو بعـدي از          زماني كه سلول   28-30و32.روند نمي

هاي هدف در تماس     يك طرف به كف پليت و از طرف ديگر با سلول          
اما زماني كـه    . ك سطح هستند  باشند، تنها قادر به ترشح فاكتورها در ي       

هاي فيدر در سه بعد با محيط در تماس باشند، افـزايش ترشـح               سلول
طوري كـه   هشود ب فاكتورها را داشته و منجر به افزايش كارايي فيدر مي   

هاي فيدر وابـسته     سلول. يابد غلظت فاكتورها در اين ناحيه افزايش مي      
هاي  ه حجم اثر سلول   افزايش نسبت سطح ب   به سطح هستند بنابراين با      

ترشح بيش از حد اين فاكتورها و نيز تمـاس بـا            . يابد فيدر افزايش مي  
شود كـه    ساز مي  هاي بنيادي خون   هاي فيدر منجر به تمايز سلول      سلول

 در ايـن حالـت ديگـر جمعيتـي نـاهمگون از             +CD34هـاي    اين سلول 
باشـند كـه ماركرهـاي سـطحي مختلفـي را بيـان              هاي خوني مي   سلول
ها در يك مرحله تمايزي هستند كه ايـن          هر يك از اين سلول    . كنند مي

ساز اوليه تا سلول مربوط بـه رده          توانند سلول بنيادي خون    ها مي  سلول

 بحث
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هـاي فيـدر غلظـت كـانوني از          بنابراين در اطراف سلول    .خاص باشند 
هاي مختلف اسـت كـه باعـث درگيـري و ايجـاد              ينيفاكتورها و پروت  

در حالت سه بعـدي ايـن   . كند  ميHSCهاي  لولسطح چسبنده براي س 
 كـه در    +CD34هاي   سلول. بعدي همراه با فيدر است     تراكم بيش از دو   

 قـرار دارنـد تحـت تـاثير مـاتريكس خـارج             USSCهاي   نزديك سلول 
زماني . ها هستند و آزادي كافي در سه بعد را ندارند          سلولي اين سلول  

شـود در     ايـن محـيط مـي       وارد )siRNA(كه اليگونوكلئوتيـد تـداخلي      
باشـند تـا بـا كمـك كمـپلكس            شـناور مـي    +CD34هاي   اطراف سلول 

در ايــن حالــت بــراي ورود بــه . هــا شــوند ليپوفكتــامين وارد ســلول
ساز بايد از سه بعد كمك بگيرد تـا انتقـال سـلولي بـا                هاي خون  سلول

ثير سـاز كـه تحـت تـا        هـاي خـون    براي سلول . كارايي بهتر انجام شود   
 فيدر هـستند ايـن اليگونوكلئوتيـد بايـد از سـد مـاتريكس               هاي سلول

هـاي   سلولي عبور كند كه احتمـال تمـاس و دسترسـي آن بـه سـلول               
هـاي هـدف     ها به سـلول   siRNAيابد و بسياري از      ساز كاهش مي   خون

شوند و در نهايت نـشان از كـاهش كـارايي سيـستم انتقـال                وارد نمي 
)siRNA delivery(1با توجه به جـدول   .اشدب ه بعدي مي در حالت س 

شود كه نسبت تزايد سلولي در حالـت سـاده در دو گـروه          مشاهده مي 
يعنـي  } 45/14÷05/7= 04/2 {باشـد   مي 04/2كنترل و آزمون برابر با      

در حالت ساده گروه تيمار شده نسبت به كنتـرل خـود در حـدود دو                
 كه اين نـسبت در كـشت روي        برابر افزايش تعداد داشته است حال آن      

بـا توجـه    .  كاهش يافته است   38/1 به   DBM و كشت روي     69/1فيدر  
افزايش فنوتيپي در گروه تيمار شده كشت دو بعـدي سـاده،            به نتايج،   

باشد بنـابراين نـسبت افـزايش فنـوتيپي           مي 14/2 و گروه كنترل     28/5

 46/2گروه آزمون به گروه كنتـرل در حالـت كـشت دو بعـدي سـاده       
 و در كشت    06/2كشت روي فيدر اين عدد      كه در    خواهد بود حال آن   

بررسي ماركر سطحي نيز نشان     .  رسيده است  71/1 به   DBMسه بعدي   
 در گروه تيمار نسبت به گروه كنتـرل         CD34داد كه افزايش بيان ماركر      

در . بـود % 4/3و در حالت سـه بعـدي     % 4/5بعدي ساده    در حالت دو  
 ـميزان كاهش بيان Real time PCRنهايت با انجام  طـور خـالص    ه ژن ب

ترين كاهش بيان در كـشت       جا نيز نشان از بيش     دست آمد كه در اين     هب
دهنـده مـوثرتر بـودن سيـستم         اين نتايج نـشان   . بعدي ساده داشت   دو

 ـ        siRNAانتقال و تحويل     طـوري كـه     هدر محيط دو بعدي سـاده دارد ب
تر   بيشsiRNAها براي ورود  ها در سه بعد آزاد باشند و منافذ آن        سلول

 عليه ژن   siRNA شده با    ورزي دستهاي   اين سلول . در دسترس باشند  
TGFbR2      ورزي  باشـند زيـرا ايـن دسـت         قابل استفاده در فاز باليني مي

 سـاعت پـس از      72 حـداكثر   در siRNAباشـد و     صورت موقت مـي    هب
 ـ      ترانسفكشن از محيط حذف مي     مـي  صـورت داي   هشود و اين تيمـار ب

 در بسياري از مـسيرهاي سـلولي دخالـت          TGFbزيرا مسير   . باشد نمي
هـدف  . شـود  هاي حساس سلولي با اين فاكتور منتقل مـي     داشته و پيام  

هـا در پيونـد مغـز        ساز اسـتفاده آن    هاي بنيادي خون   نهايي تزايد سلول  
  .استخوان است

نامـه تحـت عنـوان     اين مقاله حاصل بخشي از پايـان       :سپاسگزاري
  بنيادي خـون بنـدناف بـر       ايه لول در س  TGF-β ژن    بيان  مهار بررسي"

 جهــت افــزايش خــودتكثيري ايــن MBAروي داربــست ســه بعــدي 
 1017637 و كـد     1389 در مقطع كارشناسي ارشد در سـال         "اه سلول
  .باشد كه با حمايت دانشگاه تربيت مدرس اجرا شده است مي
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Background: Bone Marrow Transplantations (BMT) are limited by low CD34+ cell 

counts in umbilical cord blood (UCB) and these cells need to be expanded for success in 

such procedures. To achieve this goal, ex vivo expansion of hematopoietic stem cells 

(HSCs) by enhancing their self-renewal activity on demineralized bone matrix (DBM) 

scaffold coated with mesenchymal progenitor cells (MPCs) and unrestricted somatic 

stem cells (USSCs) was recommended. TGF-b pathway is a key inhibitory factor for 

HSCs self-renewal. In this study ex vivo expansion and downregulation of TGF-b 

pathway were simultaneously performed. 

Methods: USSC cells were isolated from UCB and then coated on DBM scaffold as a 

feeder layer. UCB CD34+ cells were isolated from UCB by magnetic activated cell 

sorting (MACS) method and were transfected by siRNA against TGFbR2 in two-

dimensional (2D) and three-dimensional (3D) cultures by co-cultivation with USSC. 

TGFbR2 expression levels were evaluated by quantitative real-time PCR. Cell count and 

flow cytometry were performed and clonogenic activity was evaluated.  

Results: Ex vivo expansion of CD34+ cells was significantly enhanced (41±0.7 folds) by 

TGFbR2 downregulation, especially in 2D than 3D cultures. Finally, 2D culture showed 

less TGFbR2 expression levels and higher increase in the percentage of CD34 markers 

by flow cytometry assay. 

Conclusion: The 3D siRNA delivery system would be of lower efficiency in contrast to 

2D settings where the cells have less freedom and are in more contact with the feeder 

layer.  
 
Keywords: Demineralized bone matrix, scaffold, hematopoietic stem cells, siRNA, TGF-

beta pathway. 
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