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ر دارد. از تلوم كروموزوم نقش بسيار مهمي در حفظ طول ٣´تلومراز با افزودن توالي تكراري به انتهاي  :زمينه و هدف

 ماننــدهــاي ســلولي دهر بيشترقابليت تمايز به  (hUC-MSCs)هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف انساني طرف ديگر، سلول
 تخاب پاساژشوند. از اين رو انمدت ميهاي عصبي و قلبي را داشته و دچار تغييرات بيولوژيكي در كشت طولانيسلول

ارتبــاط  بررســي پژوهش كنــونيير و تمايز سلولي بسيار مهم باشد. هدف از هاي تكثتواند در بررسيسلولي مناسب مي
  بود. hUC-MSCsبين فعاليت آنزيم تلومراز در پاساژهاي مختلف كشت 

هاي بنــدناف نــهدر دانشگاه علوم پزشكي اردبيل بر روي نمو ١٣٩٣تا آذر  ١٣٩٣ فروردين ازاين مطالعه تجربي  :روش بررسي
حــاوي  DMEMه در بيمارستان علوي اردبيل انجام شد. قطعات كــوچكي از بنــدناف در محــيط كشــت نوزادان تازه متولد شد

برابــر شــدن  ن دوحاصل از پاساژهاي يك تا سه براي بررســي زمــا hUC-MSCسرم جنين گاو كشت داده شدند. سپس،  %٢٠
هــا در ليــت آنــزيم تلــومرازي آنانتخــاب شــدند. در نهايــت، فعا CHAPSروش ين بهيو استخراج پروت (PDT)جمعيت سلولي 

  بررسي شد. qRT-TRAP assay و Telomeric repeat amplification protocol (TRAP) هاياستفاده از روش پاساژهاي مختلف با
فعاليــت  بــود. ميــانگين ٤١/٦٩±٥٤/٢ و ٠٣/٥٥±٧١/١، ٦٨/٥٤±٩٢/١ترتيب در پاساژهاي يك تا ســه بــه PDT ها:يافته

اســاژ دوم داري را در پابرآورد شد كه افزايش معنــ ١٣/٣٢±٧٥/٠و  ٢٤/٢٧±٧٤/٠، ٥٨/٣٠±٥١/٠رتيب تتلومرازي نيز به
 ).=٠٢١/٠Pنشان داد (

 يبند ناف انســان يميمزانش ياديبن يهاسلولو سنجش فعاليت تلومرازي  PDTبا رسم منحني رشد، تعيين گيري: نتيجه
  ثير سلولي و فعاليت تلومرازي تاثير بگذارد.تواند بر فرايند تكت ميمدكشت طولانيمشخص شد كه 

  .ناف انسان هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از ژله وارتون بندمنحني رشد سلولي، فعاليت تلومرازي، سلول :ليديك لماتك

 
شود كه ها اطلاق ميهاي بنيادي به انواع مختلفي از سلولسلول  

هاي سلولي زاينده تبديل توانند به انواع ردهو ميغير اختصاصي بوده 
هاي بنيادي به شوند و قابليت خود نوسازي نيز داشته باشند. سلول

توان توان و تكتوان، پرتوان، چندهاي بنيادي همهچهار نوع سلول
هاي بنيادي مزانشيمي از ها، سلولاند. از بين اين سلولتقسيم شده

  ، دـآورنوجود ميها را بهواع گوناگوني از سلولتوان بوده و اننوع چند

  
هاي هاي استخواني، غضروف، چربي و عصبي. سلولسلول مانند

هاي خارج جنيني هاي بالغ و جنيني از بافتمزانشيمي علاوه بر بافت
جفت، غشا و مايع آمنيوتيك و ماتريكس  مانندروش غير تهاجمي به

  ١.بند ناف نيز قابل استخراج هستند
از ژله وارتون بند ناف انسان  برگرفتههاي بنيادي مزانشيمي سلول

)Wharton's jelly-derived mesenchymal stem cell (WJ-MSCs 
هاي بنيادي آسان و در دسترس است كه از بافت يكي از منابع سلول

ها، اين سلول ٣و٢شود.همبند موكوييدي بند ناف انسان استخراج مي

  مقدمه
   

 

  ٣٢٩تا  ٣٢١هاي ، صفحه٥شماره  ،٧٤دوره ، ١٣٩٥مرداد ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
 

  ٠٥/٠٧/١٣٩٥آنلاين:      ٠١/٠٧/١٣٩٥پذيرش:      ١٠/٠٥/١٣٩٥: ويرايش     ٢٠/١٠/١٣٩٤دريافت:          چكيده
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              و همكاران زاده انورليلا حسين                   ٣٢٢

  ٣٢٩تا  ٣٢١ ،٥، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

 در را Vو  I، IIنوع  يبروبلاستي هستند كه كلاژنهاي شبه ميوفسلول
 وارتون ويژگي ژله به هااين كلاژن كنند.مي توليد بارداري دوران

هاي منحصر دليل ويژگيبه MSCs-WJ ٥.دهندمي كشساني و انقباضي
زايي كم و مفيد بودن در پيوندهاي آلوژنيك و ايمنيمانند به فردشان 

م بافتي مورد توجه بسياري از مهار رشد سرطان و نيز ترمي
  ٥- ٧.اندهاي درماني قرار گرفتههاي سلولبراي برنامهگران پژوهش

برند كه در تعامل با محيط هاي بدن در شرايطي به سر ميسلول
ها اطراف خود اجازه رشد و تكثير و نيز در صورت نياز تمايز به آن

و خارج از  مدت در شرايط آزمايشگاهيشود. كشت طولانيداده مي
كامل به طور بهها شود كه كيفيت رشد و تكثير سلولبدن باعث مي

ها وابسته شود. بنابراين بررسي و تعيين شرايط محيط كشت اطراف آن
هايي ترين آزمايشهاي سلولي يكي از كاربرديمشخصات رشد رده

گيرد. در اين فرآيند، تعداد است كه براي هر رده سلولي انجام مي
هاي قابل برداشت در هاي كشت داده شده اوليه و تعداد سلولسلول
هاي مختلف پس از شروع كشت طي روزهاي متوالي يادداشت زمان

دهنده كيفيت و شود كه نشانشده و بر اين اساس منحني رسم مي
همين دليل براي معرفي هر رده به .هاستكميت تكثير و رشد سلول

نياز به دانستن مشخصات حاصل از  از شروع به كار پيشسلولي و نيز 
جهت ارزيابي منحني رشد سلولي  .رسم منحني رشد است

 Log(فاز سازش سلولي)،  Lagهاي رشد سلولي در سه فاز ويژگي
(فاز عدم تكثير) صورت  Plateau(فاز تكثير تصاعدي سلول) و 

تواند چند ساعت تا چند روز به طول كه مي Lagگيرد. فاز مي
از تريپسينه  پسمان مورد نياز براي يك سلول جهت ترميم بيانجامد، ز

شدن، بازسازي اسكلت سلولي و ترشح ماتريكس خارج سلولي است 
شود. در مرحله بعدي، سلول ها ميكه باعث تسهيل ارتباط بين سلول

شود يعني فاز لگاريتمي كه در اين حالت وارد مرحله رشد نمايي مي
 Populationشود كه تحت عنوان ميبرابر  ميزان جمعيت سلولي دو

Doubling Time (PDT) كه  شود. در نهايت زمانيشناخته مي
طور كلي جمعيت سلولي بسيار متراكم است و سوبستراي سلولي به

اي كه شود، مرحلهمتابوليزه شده است، اين سلول وارد فاز سكون مي
داده هاي مختلف نشان بررسي ٨.ميزان رشد سلولي نزديك صفر است

است كه ارتباط نزديكي بين تكثير سلولي و فعاليت تلومرازي وجود 
عنوان يك شاخص توان از فعاليت تلومرازي بهطوري كه ميدارد، به

  ١٠و٩.تكثيري سلولي استفاده كرد

فعاليت تلومرازي به سنجش ميزان فعاليت آنزيم 
 صورتيني تحت عنوان تلومراز اطلاق شود كه بهيريبونوكلئوپروت

تشكيل شده است. بخش  hTRو  hTERTهمودايمر از دو زيرواحد 
hTERT برداري معكوس بوده كه با اين آنزيم داراي فعاليت نسخه

نوكلئوتيدي  ٦عنوان الگو، تكرارهاي خود به hTRاستفاده از زيرواحد 
TTAGGG  تلومر افزوده و باعث حفظ طول تلومر در  ٣'را به انتهاي

  ١١.ودشهر تقسيم سلولي مي
-Human umbilical cordهاي بنيادي همانند استفاده از سلول

derived mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) عنوان يك مدل به
 گرانپژوهشسلولي و مولكولي  هايپژوهشآزمايشگاهي مناسب در 

و بينش خوبي از شرايط كشت و نحوه  هادادهسازد تا را مجبور مي
مدت خارج بدن داشته باشند و در كشت طولانيها تكثير و تمايز آن

در اين ميان انتخاب پاساژ سلولي مناسب در شرايط آزمايشگاهي 
ها تاثير گيري راجع به نحوه استفاده از اين سلولتواند در تصميممي

با هدف ارزيابي منحني رشد كنوني مطالعه بنابراين  ١٢.گذار باشد
عنوان يك بيان آنزيم تلومراز به ها در پاساژهاي مختلف و ميزانسلول

  شاخص مهم تكثيري در اين پاساژها انجام شد.
  

در دانشگاه علوم پزشكي  ١٣٩٣اين مطالعه تجربي كه در سال  در  
اردبيل انجام شد، نمونه بند ناف پس از زايمان با همكاري پرسنل 

يط اخلاق در پژوهش تهيه بيمارستان علوي اردبيل و با رعايت شرا
شده و در شرايط استريل در محلول نرمال سالين به آزمايشگاه كشت 

از ژله  برگرفتههاي بنيادي مزانشيمي سلولي منتقل گرديد. سپس سلول
روش هاي بند ناف بهاز نمونه (WJ-MSCs) وارتون بند ناف انسان

ثانيه  ٣٠دت مابتدا بند ناف به در ١٣.كشت قطعه بافت جداسازي شدند
 (Gibco; 21600-051)آن با دنبال به قرار گرفته و %٧٠در معرض الكل 

Phosphate Buffered Saline (PBS)  شستشو داده شد. قطعات بند
از ناحيه  صورت طولي برش داده شده وناف با استفاده از تيغ جراحي به

 ٣- ٥ 2mm برداري شد و قطعاتي به ابعاد تقريبيژله وارتون آن تكه
منتقل  T25دست آمد. اين قطعات بافتي، به فلاسك كشت سلولي به

 )LGDMEM )891-ATOCEL,ATCDLاز محيط كشت  ٣ ml شده و
 %٢ Pen/Str/AmpBو  (Gibco, 10270-098) %٢٠ FBSحاوي 

  بررسيروش 
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(ATOCEL, ATRB-010) شد. پس از انتقال ها اضافه به آن
سه ازاي هر به دار، 2COهاي كشت سلولي به دخل انكوباتور فلاسك
 ٦-٨از حدود  پسمحيط كشت تعويض شد.  روز نيمي از تا چهار

هاي سلولي از پيرامون قطعات ژله وارتون خارج شده و تا روز جوانه
از حدود  پسكشت سلولي ادامه يافت.  %٨٠رسيدن به تراكم بيش از 

  ها براي پاساژ دادن آماده شدند.روز سلول ١٦ تا ١٤
 Lagصورت يك الگوي رشد شامل فاز به هادر طي كشت سلول

روند. يا سكون پيش مي Plateauيا تكثير و فاز  Logيا تاخيري، فاز 
 حاظ منحني رشدپاساژهاي يك تا سه از ل hUC-MSCsدر اين مطالعه 

 (P1, P2, P3) هاي پاساژ يك، دو و سهمورد مقايسه قرار گرفتند. سلول
آنزيم تريپسين از كف  تحت تاثير PBSاز شستشو با محلول  پس

ظرف جدا شدند. پس از شمارش سلولي توسط لام نئوبار، جهت 
ك تا سه در پاساژهاي ي MSCs-hUC ٣١٠١رسم منحني رشد تعداد 

 FBSحاوي  LGDMEMروز در محيط  ١٢مدت چاهكي به ٩٦ظروف 
 سهكشت داده شده و در طي اين مدت محيط كشت سلولي هر  %١٠

 هاي مربوط به تعداديد. سپس هر روز سلولبار تعويض گردروز يك
بلو توسط لام آميزي با تريپاناز رنگ پسها جدا و ثابتي از چاهك

يك  هر طور مدام تا دوازده روز براينئوبار شمارش شدند. اين كار به
هاي تايي از بند نافسه صورت تكراراز پاساژهاي يك تا سه به

شد سلولي جهت تعيين مختلف صورت گرفت. در نهايت منحني ر
  فاز تاخيري، لگاريتمي و خطي ترسيم شد. 

كميتي كه  ،(PDT)جهت سنجش دو برابر شدگي جمعيت سلولي 
 كشت دوره يك در سلول يك شدن برابر دفعات دو دهنده تعدادنشان

 تعداد و اوليه تعداد دانستن محدود و كشت دوره يك هايداده از باشد،مي
 Td=Tlg2/lg(Nt/N0)رياضي پترسون  فرمول از هدور انتهاي در هاسلول

مدت زماني كه  Tبرابر شدن،  زمان دو Tdاستفاده شد كه در اين فرمول 
هاي دهنده تعداد سلولنشان Nكشد تا سلول تكثير شود و طول مي
  باشد.شده ميشمارش

 ١٤،TRAP assayروش جهت بررسي كيفي فعاليت تلومرازي به
از پاساژهاي يك تا سه با استفاده  MSCs-hUC ٤١٠٥تعداد  در ابتدا

از  پسليز شده و  CHAPS (Merck, 1.11662.001)كننده  از بافر ليز
 دقيقه و سانتريفيوژ با دور ٣٠مدت به ٤ C انكوبه شدن در دماي

rpm در دماي  ١٣٠٠٠C ها ين استخراجي تمام نمونهيغلظت پروت ٤
 Thermo)گاه نانودراپ روش بردفورد و با استفاده از دستبه

Scientific; ND-2000C, UK)  در طول موجnm گيري اندازه ٥٩٥
همراه ين استخراج شده از هر پاساژ بهياز پروت ١ µg شد. سپس حدود

جهت تكثير الگوهاي  ٣٠ Cدقيقه در دماي  ٣٠مدت به TSپرايمر 
جفت بازي مشابه انتهاي تلومري توسط آنزيم تلومرازي  شش

همراه موجود در نمونه انكوبه شد. مرحله بعدي واكنش به احتمالي
 Master cycler S330در دستگاه  TSNTو  ACX ،NTپرايمرهاي 

(Applied Biosystems, Foster. City, CA, USA)  چرخه شامل  ٣٥و
انجام  ٧٢ Cثانيه در  ٩٠و  ٥٢ Cثانيه در  ٣٠، ٩٤ Cثانيه در  ٣٠

هاي متفاوت توسط پرايمرهاي ي با طولتايششهاي تكراري شد. توالي
TS  وACX پرايمرهاي شوند تا قابل ارزيابي باشند. تكثير ميNT  و

TSNT عنوان كنترل مثبت، صحت انجام نيز بهPCR  را نمايش
با  hUC-MSCsدهند. در اين روش آنزيم تلومراز غير فعال شده مي

هاي سرطاني ولعنوان كنترل منفي و از سلفعاليت مثبت تلومراز به
، تمام PCRاز انجام  پسعنوان كنترل مثبت استفاده شد. به AGSمعده 
آميد الكتروفورز شدند. توالي اكريلپلي %١٠ها بر روي ژل نمونه
  نشان داده شده است. ١ها در جدول پرايمر

  
  qRT-TRAP assayو  TRAP-assayتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در روش  :١ جدول

 نوع پرايمر  )٥'→٣'( توالي
  5'- AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'    TS  
  '3-CTAACC3GCGCGG(CTTACC)-'5    ACX  
  5'-ATCGCTTCTCGGCCTTTT-3'   NT 
  5'-AATCCGTCGAGCGCAGAGGTTAAAAGGCCGAGAAGCGAT-3'    TSNT 
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              و همكاران زاده انورليلا حسين                   ٣٢٤

  ٣٢٩تا  ٣٢١ ،٥، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

-ABI 7500 realدستگاه  جهت بررسي كمي فعاليت تلومرازي،
time PCR (Applied Biosystem; 4351104) استفاده شده و بر 

 برنامه .شد انجام (UREx; E0401)پروتكل كيت سايبرگرين  اساس
 ١٠مدت به ٩٥ C صورتبه مرحله دو در دستگاه گرمايى-زمانى

 يك مدتبه ٦٠ C و ثانيه ١٥ مدتبه ٩٥ C و دقيقه در مرحله اول
  .شد انجام متوالى در مرحله دوم سيكل ٤٠ براى دقيقه

ها در سه تكرار مستقل از هم از ليز تفاوت بين گروهجهت آنا
 ,SPSS softwareاستفاده از  با One-way ANOVAآزمون آماري 

version 22 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) استفاده شد و 
٠٥/٠P< ها داري در نظر گرفته شد. دادهاعنوان حداقل سطح معنبه
 شد. ارايهخطاي استاندارد  ±صورت ميانگينبه

  

اوليه در  كشت و ناف بند بافتي قطعات جداسازي دنبالبه  
هاي بنيادي مزانشيمي روز سلولشش تا هشت  از پس فلاسك،
 رافاط از شدن جدا به از ژله وارتون بند ناف انسان شروع برگرفته

  لف).ا-١چسبيدند (شكل  فلاسك كف به و نموده قطعات اين
ها كف فلاسك كشت را پر سلول ،روز ١٦ا ت ١٤حدود  در طي

ها اين سلول ).ب- ١نموده و جهت پاساژ سلولي آماده شدند (شكل 
 دشتنفولوژي شبه فيبروبلاستي دارتا پاساژ سه كشت داده شدند و مو

  ج).-١ (شكل

جهت تعيين منحني رشد سلولي و تعيين مدت زمان مورد نياز 
مدت ها بهاين سلول hUC-MSCs، PDTبراي دو برابر شدن جمعيت 

) مورد بررسي قرار گرفتند. 3Pتا  1P روز در پاساژهاي مختلف (از ١٢
پس از حدود  hUC-MSCsشود مشاهده مي ٢طور كه در شكل همان

سه روز قرار گرفتن در مرحله تاخيري شروع به تكثير نموده و در 
از سرعت تكثير زيادي برخوردار بودند. فاصله روزهاي سوم تا نهم 

ها در پاساژهاي يك در اين بررسي مشخص شد كه آهنگ رشد سلول
آمده دستهاي بهو دو به مراتب از پاساژ سه بيشتر بود. همچنين يافته

 hUC-MSCsنشان داد كه  (PDT)ها از تعيين زمان دو برابر شدن سلول
 ٠٣/٥٥±٧١/١و  ٦٨/٥٤±٩٢/١ ترتيب بين محدودهبه دوو يك در پاساژ 

 ٤١/٦٩±٥٤/٢به  سههاي پاساژ ساعت بود كه اين ميزان در سلول
  ).٢ افزايش يافت (شكل

و تعيين فازي  hUC-MSCsجهت بررسي كيفي فعاليت تلومرازي 
استفاده  TRAP-assayكه بيشترين فعاليت تلومرازي را دارد از روش 

باندهاي مجزا مشاهده صورت شد. در اين روش فعاليت تلومرازي به
طوري كه افزايش فعاليت تلومرازي با افزايش تعداد باندها شود، بهمي

آمده نشان داد كه فعاليت تلومرازي دستشود. نتايج بهمشخص مي
hUC-MSCs كشت سلولي تغيير چنداني  در پاساژهاي يك تا سه از

غير صورت نگرفته است. در اين بررسي كنترل منفي، آنزيم تلومراز 
عنوان كنترل به AGSهاي فعال شده بوده است. در اين روش سلول

  ).٣ مثبت انتخاب شدند (شكل
  ت تلومرازي در پاساژهاي مختلف كشت سلوليـبررسي كمي فعالي

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .روز كشت ٦-٨شيمي از آن پس از هاي بنيادي مزانرنگ) و شروع مهاجرت اوليه سلولاي از ژله وارتون بند ناف (توده تيرهكشت قطعه الف): ١شكل 
  .١٤-١٦يافته از توده بافتي اوليه در روزهاي هاي بنيادي مزانشيمي مهاجرتب) تكثير و گسترش سلول

  .(P2)هاي شبه فيبروبلاستي در پاساژ دوم هاي بنيادي مزانشيمي ژله وارتون با مورفولوژي سلولج) سلول

  هايافته
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دو برابر شدن جمعيت ســلولي  استانداردخطاي منحني رشد، ميانگين و : ٢شكل 
hUC-MSCs در پاساژهاي يك تا سه  

  
  
  
  
  

  

-TRAPفعاليت تلومرازي در پاساژهاي مختلف سلولي يــك تــا ســه توســط : ٣ شكل
Assay، هاي رده سرطاني معده از سلول(AGS) هاي كنتــرل مثبــت بــا عنوان ســلولبه

  ,IC: Internal Control NC: Negative Controlفعاليت تلومرازي بالا استفاده شد. 

  
صورت گرفت كه تكنيكي با  Quantitative Real-Time PCRبا روش 

شود. نتايج حاصل حساسيت بالا در تعيين فعاليت تلومرازي محسوب مي
 در چرخه آستانه هاي پاساژ يكنشان داد كه فعاليت تلومرازي سلول

ي به پاساژ دوم چرخه قرار داشت كه با افزايش پاساژ سلول ٥٨/٣٠±٥١/٠
كاهش  ٢٤/٢٧±٧٤/٠داري به اطور معنآستانه فعاليت آنزيم تلومراز به

كمي فعاليت اين آنزيم در پاساژ سه مشخص ). بررسي >٠٥/٠Pيافت (
  يافت كه افزايش ١٣/٣٢±٧٥/٠ اين فعاليت به نمود كه چرخه آستانه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

يك تــا ســه. مقــدار چرخــه  در پاساژهاي hUC-MSCsفعاليت تلومرازي : ٤شكل 
    ).>P*٠٥/٠د (ادها نشان دار را با ساير گروهاتفاوت معن ستانه پاساژ دوآ

) ولي با پاساژ >٠٥/٠Pدار بود (انسبت به پاساژ دو اين اختلاف معن
  ).٤ ) (شكل<٠٥/٠Pداري را نشان نداد (ايك تفاوت معن

  

ده است كه با افزايش سن، تعداد و هاي مختلف نشان دابررسي  
دليل كاهش تدريجي در پتانسيل هاي بنيادي بهخواص عملكردي سلول

هاي يابد. فاكتورهاي تاثيرگذار در اين فرايند شامل آسيبرشد تغيير مي
DNA كاهش فعاليت تلومرازي، كوتاهي طول تلومر و استرس ،

ر در جهت درك چند دهه اخي هايپژوهش ١٦و١٥.باشداكسيداتيو مي
پيري به بررسي تغييرات مرتبط با دو جايگاه سلولي يعني تلومر و 

عنوان تواند بهطوري كه كوتاهي تلومر ميهستك پرداخته است، به
هاي كشت شده كاهش تدريجي قابليت تكثير يا پيري سلولي سلول

 DNAسازي كامل انتهاي پليمراز در همانند DNAدليل عدم توانايي به
م وبنابراين در اثر مشكل همانندسازي در انتهاي كروموز ١٧.باشدخطي 

در هر تقسيم سلولي از طول تلومر كاسته شده و در صورت نبود 
مكانيسمي براي جلوگيري از كوتاهي تدريجي تلومر، سلول وارد مرحله 

شده و موجب پديده فيزيولوژيك  (Senescence)عدم فعاليت سلولي 
طور پيوسته هاي پيكري بدن بهه در سلولشود. اين پديدپيري مي

كند ولي عنوان ساعت بيولوژيكي عمل ميشود و تلومر بهمشاهده مي

  بحث
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              و همكاران زاده انورليلا حسين                   ٣٢٦

  ٣٢٩تا  ٣٢١ ،٥، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

نام يني بهيهاي بنيادي و سرطاني با داشتن آنزيم ريبونوكلئوپروتسلول
  ١٨.شوندخود مي تلومراز باعث افزايش طول تلومر

الي تلومري داري در طول تواها نشان داد كه اختلاف معنبررسي
هاي بنيادي در مراحل مختلف تكثير وجود انتهاي كروموزوم سلول

باز فعال شدن تلومراز در  ٢٠و١٩.يابددارد و فعاليت تلومرازي كاهش مي
هاي انساني كشت شده منجر به افزايش نيمه عمر تكثيري اين سلول
هاي نقش مهمي در خود نوسازي سلول همچنين ١٩.شودها ميسلول
هاي بنيادي در اثر ارتباط بين كاهش رشد سلول ٢٢و٢١.ي نيز داردبنياد

مورد مطالعه قرار  روشنيفرايند پيري و كاهش فعاليت تلومرازي به 
هاي اساسي مانند سطح فعاليت تلومرازي، نگرفته است ولي ويژگي

برابر شدن جمعيت سلولي، تغييرات مورفولوژيكي و  زمان دو
ن نشانگرهاي عمومي در نظر گرفته عنواوضعيت چرخه سلولي به

روي  بر n vitroIمدت منظور بررسي اثر كشت طولانيبه ٢٣.اندشده
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از ژله هاي بيولوژيكي سلولويژگي

برابر شدن  به آناليز زمان دو پژوهش كنونيوارتون بند ناف انسان، در 
عنوان شاخص مهم تكثيري و جمعيت سلولي و فعاليت تلومرازي به

  ارتباط بين اين دو پرداخته شد.
هاي بنيادي سلول (PDT)برابر شدن جمعيت سلولي  زمان دو

مزانشيمي در پاساژهاي مختلف در ميان گزارشات، مختلف و متفاوت 
گزارشات افزايش زمان  بيشتردر  PDTبوده است. در حالت كلي، 

نشان داده است. در مطالعه  MSCsتكثير را با افزايش پاساژ سلولي در 
ها در اين سلول PDTهاي صورت گرفته از ، طي بررسيكنوني

پاساژهاي يك تا سه افزايش مدت زمان تكثير در پاساژهاي بالاتر را 
 ٤١/٦٩نشان داد. اين ميزان در طي پاساژ سه از كشت سلولي به 

اين ساعت افزايش يافته بود كه در مقايسه با پاساژهاي يك و دو 
  دار بود.ااختلاف معن

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از سلول PDTدر گزارش ديگري كه 
پاساژ سلولي مورد بررسي قرار گرفت،  ٢٠مغز استخوان در طي 

ساعت در پاساژهاي آخر  ٢٢١را تا  PDTداري افزايش اطور معنبه
اند كه پتانسيل رشد عنوان كرده گرانپژوهش ٢٣.نشان داده است

MSCs در مطالعه ديگري  ٢٤.هاي بالغ و جنيني استد واسط بافتح
از افراد جوان و پير  برگرفتههاي انساني MSCsپتانسيل رشد و تمايز 

اند كه اين كاهش رشد شد و تمايز متفاوتي را نشان دادهقدرت ر
  ها و سطح ول تلومر كروموزومـتواند ناشي از تفاوت در سن و طمي

  ٥٢.فعاليت تلومرازي باشد
 مانندهاي بنيادي بالغ سلول بيشترسطح فعاليت تلومرازي در 

از مغز استخوان و ژله وارتون بند  برگرفتههاي بنيادي مزانشيمي سلول
ناف پايين بوده و در گزارشات مختلف به يكسان بودن ميزان فعاليت 

هاي سوماتيك تمايز يافته اشاره ها با سلولتلومرازي در اين سلول
در  MSCs-hUCفعاليت تلومرازي  كنونيدر مطالعه  ٢٦.شده است

و كيفي  qRT-TRAP assayهاي مختلف به دو صورت كمي ساژپا
TRAP-assay  مورد بررسي قرار گرفت. نتايج نشان داد كه روش

Real-Time PCR  روشي حساس، قابل اطمينان و دقيق نسبت به
ت بوده و كاهش فعالي PCRپايه  بر TRAP assayروش معمولي 
دهد. در گزارش ديگري به حساس خوبي نشان ميتلومرازي را به
براي تعيين فعاليت تلومرازي  qRT-TRAP assayبودن روش 

هاي فيبروبلاستي كه سطح فعاليت تلومرازي هايي مانند سلولسلول
اشاره  TRAP-ELISA assayها بسيار كم است در مقايسه با روش آن

   ٢٧.شده است
-WJروش كيفي نشان داد كه فعاليت تلومرازي به كنونيمطالعه 

MSCs هاي سرطاني در مقايسه با سلولAGS  در سطح پاييني قرار
تواند نشاني از افزايش كنترل نشده فعاليت تلومرازي در دارد كه مي

در ميان گزارشات مختلف و بررسي  ٢٨.اين رده سلولي سرطاني باشد
هاي هايي مانند سلولولروي فعاليت تلومرازي سل انجام گرفته بر

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs)  به
هاي ها در مقايسه با سلولپايين بودن ميزان اين فعاليت در اين سلول

Hela هاي تلومراز مثبت و سلولT293 ٢٩.اشاره شده است 
در سه پاساژ  hUC-MSCsبا بررسي سطح فعاليت تلومرازي 

مدت بر روش كيفي مشخص شد كه كشت طولانيبه 3P تا 1Pمختلف 
علت فعاليت تلومرازي تاثير چنداني ندارد. اين حالت ممكن است به

پايين بودن دقت و حساسيت اين روش باشد در حالي كه در روش 
 دوآناليز شد، در پاساژ  qRT-TRAP assayكمي كه با روش حساس 

قرار داشت  ٢٤/٢٧انه كشت سلولي، فعاليت تلومرازي در چرخه آست
   كه بيشترين ميزان فعاليت را در مقايسه با ساير پاساژها نشان داد. 

مدت در گزارش ديگري بررسي فعاليت تلومرازي در كشت طولاني
BM-MSCs كاهش تدريجي فعاليت تلومرازي را نشان داده شده ،

خوبي مدت بهكاهش فعاليت تلومرازي در طي كشت طولاني ٢١.بود
رسد كه تاخير در تكثير ايجاد شده نظر ميولي به ٢٤ته نشده استشناخ
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طور كه مدت ناشي از پيري سلولي باشد كه هماندر كشت طولاني
دليل اشاره شده بود يكي از عوامل آن كاهش فعاليت تلومرازي به

عنوان يك عامل كنترلي براي بيان اين آنزيم به TERTكاهش بيان ژن 
شدت هاي بنيادي بهه ميزان بيان اين ژن در سلولك طوريباشد، بهمي

طور كه نشان داده شد ميزان بيان اين همان علاوه بر ٣٠.شودكنترل مي
ها در سطح پاييني قرار دارد و اين احتمال اين سلول آنزيم تلومراز در

نيز وجود دارد كه سطح آنزيم تلومراز جهت حفظ يكپارچگي طول 
قابل توجه اينكه در  نكته ٣١.اكافي باشدهاي بنيادي نتلومر سلول

مكانيسمي كه باعث حفظ طول تلومر در غياب  ،MSCsبرخي از 
ولي مطالعات  ،خوبي شناخته نشده استشود بهفعاليت تلومرازي مي

 Alternative Lengthening ofعنوان با اند كه مكانيسمي نشان داده
Telomeres (ALT)  از انتهاي تلومر يك در اين فرايند درگير است كه

DNA عنوان الگو براي انتهاي تلومر ديگر استفاده اي بهرشتهتك
  ٣٢.شودنموده و باعث افزايش در توالي تلومريك مي

  شسنجو  PDTرسم منحني رشد و تعيين  ج حاصل ازـبا توجه به نتاي

 و كمي TRAP assayكيفي  با استفاده از دو روشفعاليت تلومرازي 
qRT-TRAP assay تواند بر مدت مينشان داده شد كه كشت طولاني

پيشنهاد  بنابراينفرايند تكثير سلولي و فعاليت تلومرازي تاثير بگذارد. 
با  پژوهششود كه كاهش فعاليت تلومرازي مشاهده شده در اين مي

در پاساژهاي  TERTبررسي طول تلومر و همچنين ميزان بيان ژن 
  قرار گيرد. سلولي مختلف نيز مورد مطالعه

با  نامه دانشجويياين مقاله حاصل بخشي از پايان: سپاسگزاري
متيونين و سديم سلنيت بر فعاليت آنزيم تلومراز - ال- تاثير سلنو"عنوان 

در  "هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از ژله وارتون بند ناف انساندر سلول
 ٢٢٠٣٠٥٠٣٩٢٢٠٠٧با كد  ١٣٩٣در سال كارشناسي ارشد مقطع 

اشد كه با حمايت دانشگاه آزاد اسلامي واحد اهر و دانشگاه علوم بمي
. نويسندگان مقاله مراتب تشكر و ه استپزشكي اردبيل انجام شد

اردبيل و  (ره) خمينيهاي علوي و امامقدرداني خود را از بيمارستان
ها كه در همكاري صميمانه پرسنل محترم اتاق عمل اين بيمارستان
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 Background: Telomerase as an enzyme with reverse transcriptase activity has an essen-
tial role in telomere maintenance by adding a telomere repeat sequence to the 3' end of 
chromosome and is important for regulating of many processes in embryonic develop-
ment including cell proliferation and differentiation. Human umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) with a self-renewal capacity are cells that can 
differentiate into various germ layer derivatives including neural cells and cardiomyo-
cytes, and undergo biological changes during long-term cultivation. Hence, the passage 
number in which the cells expanded seems to be very important for proliferating and 
differentiating. This study was aimed at investigating the relationship between the te-
lomerase activity and the growth rate of (hUC-MSCs) at different passages. 
Methods: This experimental study was performed in Ardabil University of Medical Sci-
ences, Iran, from March 2014 to December 2014. The umbilical cord samples were ob-
tained from full-term neonate hospitalized in Alavi’s Hospital in Ardabil under sterile 
conditions. The umbilical vessels were clear off and the small pieces of the umbilical cord 
were cultured in Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% 
fetal bovine serum (FBS). Then, the hUC-MSCs were harvested from passage one to 
three to calculate the population doubling time (PDT) and extract proteins by using 
CHAPS lysis buffer. Finally, the telomerase activity of the cells at different passages was 
measured by telomeric repeat amplification protocol (TRAP) and qRT-TRAP assays. 
Results: The hUC-MSCs population doubling time at passage from 1 to 3 were calculated 
as the average of 54.68±1.92, 55.03±1.71 and 69.41±2.54 hours, respectively, suggesting 
the higher cell passage number, the more extended PDT. The threshold cycles (CTs) for 
the telomerase activity also showed 30.58±0.51, 27.24±0.74 and 32.13±0.75 for the cell 
passage from one to three, respectively, representing the significant increasing in telomer-
ase activity at passage two compared with the other passages (P= 0.021). 
Conclusion: Analysis of the growth curve, PDT determination and measurement of 
telomerase activity of the human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 
showed that the long-term cell culture can affect on the cell proliferation and the te-
lomerase activity. 
 
Keywords: cell growth curve, human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, 
telomerase activity. 
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