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Abstract 
 

Background and purpose: Human pluripotent stem cells (hPSCs) with the ability to 
differentiate into adult cells have provided a new perspective for treatment of some diseases. But, the 
efficiency of differentiation methods to generate hematopoietic progenitor cells (HPCs) is faced with 
multiple challenges. In the present study, we investigated the formation of hemato-endothelial-like 
structures and HPCs from hPSCs. 

Materials and methods: To generate hemato-endothelial structures and HPCs, in first method, 
three-dimensional aggregations of hPSCs were co-cultured on OP9 cells. In second and third methods, 
embryoid bodies (EBs) were differentiated spontaneously or directly in the culture medium containing 
BMP4, bFGF, SCF, and VEGF. In differentiation process, cell morphology was evaluated by microscopic 
observation and the expression of CD34 and CD45 markers were analyzed by flow cytometry. In 
addition, the ability of HPCs to differentiate into various types of blood cells was evaluated using colony 
formation assay, Wright-Giemsa staining, and CD86 immunofluorescence staining. 

Results: Findings showed that all three methods generated cells with endothelial-like 
morphology and HPCs. These cells were able to proliferate, form cell clusters with different efficiency 
and differentiate into erythroid cells, macrophages, and dendritic cells. 

Conclusion: The use of cultured cells in defined conditions without a feeder layer is preferred in 

cell therapy. Therefore, despite the ability of all these methods to generate HPCs, direct differentiation of 
EBs under defined conditions is a better option for generatingHPCs from hPSCs. 
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  ـدرانـازنــکــی مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانــلــمج
  )1-19(    1401سال     دي    216ماره ش   سی و دوم دوره 

  1401، دي  216دوره سی و دوم، شماره                                                           مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                         2

 پژوهشـی
 

 هايسلولاندوتلیال و تولید - تخصصی شدن ساختارهاي شبه هماتو
 انسانی پرتوان بنیادي هايسلول ازساز خونی پیش

  
     1مژگان براتی

     2مرضیه ابراهیمی

  3سیده نفیسه حسنی

  چکیده
انداز جدیدي را هاي فرد بالغ چشمبا قابلیت تمایز به سلول (hPSCs)هاي بنیادي پرتوان انسانیسلول و هدف: سابقه

ساز خونی هاي پیشهاي تمایز، براي تولید سلولبا این حال، بازدهی روشاست. ها فراهم کرده در درمان انواع بیماري
)HPCsسازهاي اندوتلیال و پیش-هاي مختلفی روبرو است. در مطالعه حاضر ما تشکیل ساختارهاي شبه هماتو) با چالش

  را مورد بررسی قرار دادیم. hPSCsخونی از 
کشتی تجمعات سه بعدي ، در روش اول، از همHPCsاندوتلیال و -براي تولید ساختارهاي شبه هماتو ها:مواد و روش

hPSCs  با سلولOP9 )استفاده شد. در روش دوم و سوم، اجسام شبه جنینیEBs به صورت خود به خــودي یــا بــه صــورت (
 در فرآیند تمایز، مورفولــوژي ســلولی بــا .تمایز داده شدند VEGFو  BMP4 ،bFGF ،SCFمحیط کشت حاوي  هدفمند در

فلوسایتومتري مورد ارزیابی قرار گرفت. علاوه بر این، توانایی  با CD45 و CD34هاي مشاهده میکروسکوپی و بیان شاخص
آمیزي ایمونوفلورســنت گیمســا و رنــگ-آمیزي رایتهاي خونی با آزمون تشکیل کلونی، رنگبه انواع سلول HPCsتمایز 

  بررسی شد. CD86شاخص 
حاصــل شــدند.  HPCsهاي با مورفولوژي شبه انــدوتلیالی و نام برده شده، سلول از هر سه روش نتایج نشان داد ها:یافته
هاي اریتروئیــدي، چنــین ســلولها با بازدهی متفاوت قابلیــت تکثیــر و تشــکیل دســتجات ســلولی را داشــتند و هــماین سلول

  .حاصل شدند هاآن هاي دندریتیک از تمایزماکروفاژ و سلول
رسان در ســلول شرایط کشت با ترکیبات مشخص و بدون لایه تغذیههاي کشت داده شده در اده از سلولاستف استنتاج:

به صــورت  EBs تمایز با هر سه روش استفاده شده، روش HPCsشود. بنابراین، به رغم قابلیت تولید درمانی ترجیح داده می
  .است hPSCsاز  HPCsلید هدفمند و در شرایط کشت با ترکیبات مشخص، گزینه بهتري براي تو

  

  و اجسام شبه جنینی OP9سلول استرومایی  خونی، سازپیش هايپرتوان، سلول بنیادي هايسلول واژه هاي کلیدي:
 

  مقدمه
ساز با دو ویژگی خودنوزایی هاي بنیادي خونسلول

هاي خونی قرار دارند هاي سلولو تمایز در راس دودمان
هاي خونی را فوئیدي سلولو تمام مشتقات میلوئیدي و لن

 ونـو خ وانـز استخـها در مغ. این سلول)1(کنندتولید می
  

  :sn.hassani@royan-rc.ac.ir E-mail     رویان پژوهشگاه جهاددانشگاهی، بنیادي هايسلول فنآوري و شناسی زیست پژوهشکدهتهران:  -سیده نفیسه حسنی: مسئول مولف
  ایران  تهران، تکوینی، شناسی زیست گروه زیستی، نوین هايفنآوري و پایه علوم دانشکده فرهنگ، و علم دانشگاه دانشجوي دکتري زیست شناسی تکوینی،. 1
  ایران  ،تهران رویان، پژوهشگاه جهاددانشگاهی، بنیادي هايسلول وريفنآ و شناسی زیست پژوهشکده سلولی، علوم تحقیقات مرکز تکوینی، شناسی زیست و بنیادي هايسلول گروه استاد،. 2
  ایران تهران، رویان، پژوهشگاه جهاددانشگاهی، بنیادي هايسلول فنآوري و شناسی زیست پژوهشکده سلولی، علوم تحقیقات مرکز تکوینی، شناسی زیست و بنیادي هايسلول گروه استادیار،. 3
 : 12/7/1401 تاریخ تصویب :             2/5/1401 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            2/4/1401 تاریخ دریافت  
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  و همکارانی مژگان برات     
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 وهشـیپژ
 

هاي گرفته . پیوند آلوژنیک سلول)2(بندناف وجود دارند
ــیش از شــده از ــراي مــدت ب  ســال در 60 مغزاســتخوان ب
 هــاییم شده است و همواره با چالشهاي خونی انجابیماري

بــین دهنــده و گیرنــده و  HLAاز جمله وجود سازگاري 
. خون بند ناف با ویژگــی )3،4(رد پیوند روبرو بوده است

توانــد منبــع مناســبی بــراي منحصر به فردي کــه دارد می
ها باشــد امــا تعــداد کــم ســلول بنیــادي ولپیوند ایــن ســل

ساز در یک واحد خون بند نــاف، اســتفاده از آن را خون
 ها در طی چند پاســاژ، توانــاییاین سلول. )4(کندمحدود می

دهند. بنابراین رسیدن بــه خودنوزایی خود را از دست می
 هــا در شــرایط آزمایشــگاهی چــالشتعــداد کــافی از آن

هاي اخیر، اســتفاده از کوچــک در سال. )1(برانگیز است
ي بــه تکثیــر ایــن ها توانســته اســت کمــک زیــادمولکول

اي از ها نماید. با این حال، به علت این که مجموعهسلول
ســاز رسانی بر سرنوشت سلول بنیــادي خونمسیرهاي پیام

سلول ممکن است خیلی سریع بــه گذارند و این تاثیر می
سمت یک رده سلولی خاص تمایز پیدا کند، نیــاز اســت 

م قــرار رسانی مورد هدف یا تنظــیهمزمان چند مسیر پیام
تا رسیدن به محیط کشتی که بتوانــد  گیرد. بنابراین هنوز

از  .)4(ها را حفظ کند زمان لازم استخودنوزایی این سلول
ــراي ســلولایــن ــع جــایگزین ب ــادي رو یــک منب هاي بنی
تواند مزیت زیادي در پزشکی بازســاختی و ساز میخون

  .)5،6(داشته باشد هاي جایگزین سلولی اتولوگدرمان
هاي بنیادي پرتــوان بــا توانــایی خودنــوزایی و سلول

هاي بدن یــک فــرد بــالغ، منبــع اولیــه تمایز به انواع سلول
ســاز هاي بنیــادي خونبسیار خوبی براي تمــایز بــه ســلول

 توان از توده سلولی داخلــی جنــینها را میلولهستند. این س
هاي سوماتیک طی فرآینــد مرحله بلاستوسیست و سلول

هاي اســتفاده از ســلول. )7(دست آوردهباز برنامه نویسی ب
 هاي خــونی یــک ابــزاربنیادي پرتوان براي تولیــد ســلول

 و بیمــاري مــدل ســازي،رونــد خون مطالعــه براي تجربی
 ايالعــادهفوق درمانی پتانسیل دارو فراهم کرده و کشف
ــراي ــونی اخــتلالات ب ــین، ســلول .)8(دارد خ هاي در جن

انــدوتلیال بــه نــام -ساز از یک ساختار هماتوبنیادي خون

اي گیرند و در طــی پروســههموژنیک اندوتلیوم منشا می
هاي خونی تولیــد به نام گذار از اندوتلیال به خون، سلول

هاي انــدوتلیال بــا ویژگــی شوند. بنابراین تولید ســلولمی
یاري برخــوردار سازي در آزمایشگاه از اهمیــت بســخون

ــن ها و مورفوژن. شناســایی ســایتوکاین)5(اســت ــاي ای ه
ط هــا در محــیســازي آنمسیر طی تکــوین جنــین و شــبیه

هاي بنیادي آزمایشگاهی کمک شایانی براي تمایز سلول
اندوتلیال و در نهایــت تولیــد -هاي هماتوپرتوان به سلول

 . در مطالعــات نشــان داده)9،10(هاي خونی کرده اســتسلول
هاي استرومایی موجود در هــر بافــت شده است که سلول

 ها، فاکتورهايطور اختصاصی با توانایی ترشح سایتوکاینبه
هاي تشکیل دهنده بستر خارج ســلولی از رشد و پروتئین

تنی حمایت ها در شرایط درونرشد، تکثیر و تمایز سلول
 آزمایشگاهیاین شرایط درمحیط  بازسازي. )11،12(کنندمی

هاي هاي استرومایی با سلولکشتی سلولتوان با همرا می
هاي . یکــی از ســلول)13،14(بنیادي پرتــوان فــراهم کــرد

هاي خــونی اســتفاده اســترومایی کــه بــراي تمــایز ســلول
هاي استرومایی مستخرج از مغــز اســتخوان شود سلولمی

 ها به دلیل ترشح فــاکتور محــركموش است. این سلول
ــاژي  ــلول(M-CSF)کلــونی ماکروف ــاد س هاي ، بــا ایج

 . بــه)15(کننــدماکروفاژي در لنفوپوئزیس تداخل ایجــاد می
هاي استرومایی این دلیل در بسیاري از مطالعات از سلول

OP9  که از موش داراي بیماري اســتئوپتروزیس حاصــل
هاي کنــد بــراي تولیــد ســلولترشح نمی M-CSFشده و 

  کشــتی نشــان . نتــایج هم)16(خــونی اســتفاده شــده اســت
هــاي اختصاصــی حاصــل، ژنهاي داده است کــه ســلول

انــدوتلیال -اندوتلیال را بیان و ساختارهاي همــاتو-هماتو
ــازي میرا شبیه ــدس ــلول)17-20(کنن ــتفاده از س هاي . اس

ــد ســلول ــالا در تولی ــازدهی ب ــه رغــم ب هاي اســترومایی ب
 ساز خونی با چالش محدودیت استفاده در پزشــکیپیش

  .)21(است بازساختی مواجه
هاي بنیادي پرتوان با توانایی ایجاد اجسام شبه سلول

ســاز را در شــرایط هاي خوني تمایز ســلولجنینی اجازه
هاي ســه این اجسام توده. )22(تنی فراهم کرده استبرون
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بعدي سلولی هستند کــه ازمراحــل تکــوین جنــین تقلیــد 
کنند و هر ســه لایــه زایــاي اکتــودرمی، مزودرمــی و می

 استفاده از اجســام. )23،24(گیردها شکل میاندودرمی در آن
. )25(بگــذاردتواند بــر بــازدهی تمــایز اثــر شبه جنینی می

توانــد می بگیــري ایــن ســاختارها در شــرایط مناســقرار
ــه تمــایز هدفمنــد ســلول هاي بنیــادي پرتــوان بــه منجــر ب

در مطالعــات نشــان داده  )26،27(هاي مورد نظر شودسلول
 BMP ،WNTرســانی شده، دست ورزي مســیرهاي پیــام

توانــد ســاختارهاي می )31،32(و رتینوئیک اســید )30-28(
  اندوتلیال را از اجسام شبه جنینی تشکیل دهد.-هماتو

-در مطالعه حاضر تشکیل ســاختارهاي شــبه همــاتو
رســان هاي پرتوان بــا لایــه تغذیهاندوتلیال با کشت سلول

OP9 جنینی مــورد بررســی قــرار و با تشکیل اجسام شــبه
 گیريشــکلها توانــایی گرفت. نتایج نشان داد که این سلول

ــین -ســاختارهاي شــبه همــاتو ــد. همچن انــدوتلیال را دارن
ســاز خــونی رهــا شــده از ایــن ســاختارها هاي پیشسلول

  هاي خونی تمایز پیدا کنند.توانند به دودمانمی
  

  مواد و روش ها
این مطالعه بر اساس مصوبه کمیتــه اخــلاق پزشــکی 

) IR.ACECR.ROYAN.REC.1395.25(کد اخــلاق: 
  .رویان انجام شده استو پژوهشگاه 

  

  سلول کشت
  هاي فیبروبلاست جنینی موشیکشت سلول

 5/12 یناز جنــ ي فیبروبلاست جنینی موشیهاسلول
 یطدر محــ یکیبــا روش مکــان NMRIروزه مــوش نــژاد 

این محیط شــامل  شد. یهته یبروبلاستیف يهاکشت سلول
داراي غلظــت بســیار بــالاي  DMEMمحیط کشت پایــه 

 )U/ml 100ســیلین (کربنات ســدیم، پنیه بیگلوکز به همرا
ــین ( ــانول)، ng/ml 100استرپتومایس  )،mM1/0( بتامرکاپتوات

) FBS ,درصــد15گاو () و سرم جنینی mM2گلوتامین (
هاي فیبروبلاســت جنینــی ســلول از اســتفاده يبــرا است.
هــا بــا ســلول ینا یمرسان، تقسیهتغذ یهبه عنوان لا موشی

و  ) متوقف شدµM 10(غلظت  C ینیتومایساستفاده از ما
ــا ژلاتــین (ظــروف پوشــش داده در  درصــد)  1/0شــده ب

 یــنا يپرتــوان بــر رو يها. سپس سلولندداده شد کشت
  .ندظروف کشت داده شد

  
  OP9هاي استروماي کشت سلول

ــــــــــلولی  ــــــــــلول  OP9رده س ــــــــــک س از بان
Manassas,Virginia)(ATCC   خریــداري شــد. ظــروف

به مدت ســه ســاعت ژلاتینــه  متريمیلی 60کشت سلولی 
بـــدون  α-MEMدر محـــیط  OP9هاي شـــدند و ســـلول

درصد) به همراه پنــی ســیلین FBS )20نوکلئوزید حاوي 
)U/ml 100( ) استرپتومایســینng/ml 100گلوتــامین  ) و
)mM2(  .هاي ســلول اســتفاده از يبــراکشت داده شــدند

OP9 هــا بــا ســلول یــنا یمرسان، تقسیهتغذ یهبه عنوان لا
  .) متوقف شدµM 10(غلظت  C یتومایسینستفاده از ماا

  
  هاي بنیادي پرتوان انسانیکشت دو بعدي سلول

و  RH5-GFPدو رده سلولی بنیادي پرتــوان جنینــی 
انســـانی از بانـــک ســـلولی  CAG-GFP-hiPSCالقـــایی 

ها، پــروتئین پژوهشگاه رویان خریداري شدند. این سلول
GFP ســکوپ فلورســنت بــه کردند و با میکرورا بیان می

 هايشدند. براي کشت دو بعــدي ســلولرنگ سبز دیده می
ها بــر روي تــک لایــه بنیادي پرتوان انسانی، ایــن ســلول

رسان فیبروبلاست جنینــی موشــی کــه از هاي تغذیهسلول
قبل مایتومایسینه شده بودند، کشــت داده شــدند. محــیط 

 ، ســرمDMEM/F12ها شامل: محیط پایــه کشت این سلول
) U/ml 100ســیلین (درصــد)، پنیKOSR )20ایگزین ج

ـــین ( ـــولینng/ml 100استرپتومایس ـــفرین-)، انس -ترنس
ــامین (,ITSدرصــدG )1-ســلنیوم ــو mM2) ، گلوت )، آمین

ــد ــروري (درص ــر ض ــیدهاي غی ــانول)، 1اس  بتامرکاپتوات
)mM1/0 کوچک مولکول ،(Y27632 )µM1و فاکتور ( 

ــتی ( ــد فیبروبلاس ــت. ,ng/ml 10bFGFرش محــیط ) اس
ها هــر ســلول یــناها هــر روز تعــویض شــد. کشت سلول

 یمی کلاژنــاز،بار با استفاده از محلول آنز یکهفت روز 
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 وهشـیپژ
 

شــرایط نگهــداري ایــن  .ندپاســاژ داده شــد و يجداســاز
ــلول ــاي س ــا دم ــاتور ب ــانتی 37ها، انکوب ــه س گراد، درج

  است. درصد) 2CO )5درصد و  85رطوبت بالاي 
  

  پرتوان انسانییادي هاي بنسلول کشت سه بعدي
، پرتــوان هاي بنیــاديســلول کشت ســه بعــديبراي 

رسان، با بافر نمکی هاي چسبیده بر لایه تغذیهابتدا کلونی
شــو داده و) شستPBS-فسفات فاقــد کلســیم و منیــزیم (

در  Trypsin/EDTAشدند و به مدت دو دقیقه بــا آنــزیم 
ایــن گراد انکوبــه شــدند. در درجــه ســانتی 37انکوبــاتور 

هاي بنیــادي پرتــوان و فیبروبلاســت جنینــی سلول ،مدت
 موشی از کف ظرف کشت جدا شدند. سپس سوسپانســیون

متري ژلاتینه سانتی 10ها بر روي یک پلیت حاوي سلول
ــلول ــد. س ــه ش ــده ریخت ــه ش ــبت ب ــت نس هاي فیبروبلاس

تــري بــه ظــرف هاي بنیادي پرتوان با سرعت بــیشسلول
تــوان د. از ایــن خاصــیت میچسبنکشت ژلاتینه شده می
هاي پرتوان از فیبروبلاست جنینــی براي جداسازي سلول

بــا  هــاي بنیــادي پرتــوانموشی استفاده کرد. سپس سلول
ت، در کشــ محیط لیترمیلیدر هر  سلولهزار  300تراکم 

ظروف کشت با چسبندگی بســیار کــم (ظــروف کشــت 
تور ها در انکوبــاباکتریایی) کشت داده شدند. این ســلول

درصد) نگهداري شدند.  2CO )5گراد و درجه سانتی 37
ـــلول ـــت س ـــیط کش ـــه مح ـــت س ـــوان در حال   هاي پرت

ــه  ــد از: محــیط پای  DMEM/F12 ،KOSRبعــدي عبارتن
ــیلین (20( ــی س ــد)، پن ــین U/ml 100درص ) استرپتومایس
)ng/ml 100 ،(ITS )1 ) درصـــد)، گلوتـــامکسmM2 ،(

 رکاپتواتانولبتامدرصد)، 1آمینو اسیدهاي غیر ضروري (
)mM1/0 کوچک مولکــول ،(Y27632 )µM10 و (bFGF 
)ng/ml 100ها تعــویض ). هــر روز محــیط کشــت ســلول

ها پاســاژ داده شــدند. بــار ســلولشد و هر هفت روز یک
شــو وشست PBS-براي پاساژ، ابتدا تجمعــات ســلولی بــا 

 TM(Accumax(داده شدند، سپس بــا آنــزیم آکومــاکس 
آمدنــد. در نهایــت، ورت منفــرد در شدند و بــه صــتیمار 

 40سوسپانسیون سلولی حاصل، پس از عبور از فیلترمش 

میکرومتري و حذف آنزیم با استفاده از ســانتریفیوژ، بــه 
  ظروف باکتریایی جدید منتقل شدند.

  
  هاي رده میلوئیديساز خونی به سلولهاي پیشتمایز سلول

بــه  ساز خــونیهاي پیشبه منظور متعهد شدن سلول
 AIMها در محــیط کشــت سمت رده میلوییــدي، ســلول

TMV ) حـــاوي گلوتـــامکسmM2 ،(SCF )ng/ml 50 ،(
)،  ,FMS )ng/ml 50FLT3Lتیــروزین کینــاز شــبه  3لیگاند 

ــونی گرانولوســیت ــاکتور محــرك کل ــیت  -و ف مونوس
)ng/ml 50GM-CSF,  ــاي ــد و در دم ــرار گرفتن  37) ق

ــه  2CO )5گراد و ســانتیدرجــه  ــد) ب ــدرص روز  6دت م
ــان  کشــت داده شــدند. در ــک روز در می ــدت، ی ــن م ای

  تعویض محیط با محیط مذکور انجام شد.
  

  هاي دندریتیکهاي میلوئیدي به سلولتمایز سلول
ــلول ــدت س ــه م ــدي ب ــیط  6هاي میلوئی روز در مح

 سیلین)، پنیmM2حاوي گلوتامکس ( TMAIM Vکشت 
)U/ml 100( ) استرپتومایســینng/ml 100 ،(GM-CSF 
)ng/ml 50 ــوکین ــت  ,ng/ml 50IL4( 4) و اینترل ) کش

هاي داده شــدند. ســپس بــراي القــاي بلــوغ در ســلول
دندریتیک، به محیط کشت، فاکتور نکروز دهنده تومور 

)ng/ml 10TNF-α,  ،(IL-6 )ng/ml 10 بتــا 1)، اینترلــوکین 
)ng/ml 10IL1β, ( ــتاگلاندینو  ),E2 )µg/ml 1PGE2 پروس

ها بــا میکروســـکوپ فولــوژي ســـلولاضــافه شـــد. مور
  ) مورد بررسی قرار گرفت.Olympusفازکنتراست (

  
  آمیزي ایمونوفلورسنتو رنگ فلوسایتومتري

ساز خونی بــا پیپتــاژ از کــف ظــرف هاي پیشسلول
میکرومتري عبور داده شدند.  40جدا شده و از فیلترمش 

 دقیقــه بــا ســرعت 5مــدت  سپس سوسپانسیون سلولی بــه
rpm1500 محیط رویی دور ریخته شــد و  .سانتریفوژ شد

ــا رســوب ســلولی داده شــد. پــس از  شــووشست PBS- ب
 .، رسوب سلولی به دو بخش تقسیم شــدشووشستدوبار 

اضــافه شــد کــه بــه  PBS-میکرولیتــر  100به یک قسمت 
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 در نظر گرفته شد. رنگ نشده و کنترل منفیعنوان نمونه 
بــادي حاوي آنتی PBS-میکرولیتر  100، دیگر به قسمت

 CD45و  CD34هاي ســطحی شــاخصعلیــه اختصاصی 
دقیقه در شــرایط  30ها به مدت دار اضافه شد. سلولنشان

ــاریکی انکوبــه شــدند. ســپس درجــه ســانتی 4 گــراد و ت
ــا ســلول ــتگاه وشست PBS-ها ب ــا دس شــو داده شــدند و ب

ـــایتومتري ( ـــان BD FACS Caliburفلوس ـــزان بی ) می
هــاي حاصــل بــا نــرم افــزار رسی شد. دادهها برباديآنتی

FlowJo .آنالیز شدند  
ــراي رنــگ ــه ب آمیزي ایمونوفلورســنت، از آنجــا ک

 ) سطحی بودنــد،CD86و CD34هاي مورد بررسی(شاخص
ها در ظروف کشت چسبنده یا روي لام قــرار داده سلول

ــل آماده ــدند. مراح ــگش ــراي رن ــه ب ــازي نمون آمیزي س
سازي نمونــه بــراي راحل آمادهایمونوفلورسنت مشابه با م

فلوسایتومتري تا مرحله قبل از خوانش با دســتگاه اســت. 
ها به مدت یک دقیقه به منظور رنگ آمیزي هسته، نمونه

ــا  ــکوپ  DAPIب ــا میکروس ــت ب ــدند و در نهای ــگ ش رن
  فلورسانت مورد بررسی قرار گرفتند.

  
  سنجش کلونی

ــات  ــراي اثب ــه ردهب ــایی تمــایز ب ــف توان هــاي مختل
ســاز خــونی در محــیط هاي پیشهاي خونی، سلوللولس

 ) کشت دادهMethocult 4434(متوکالتخونی اختصاصی 
 10شدند. براي انجام این کار سوسپانسیون سلولی حاوي 

لیتــر میلی 2ســاز خــونی آمــاده شــد و بــا هزار سلول پیش
درصــد) مخلــوط شــد. ســپس  FBS )5متوکالت حــاوي 

متري انتقــال میلی 35هاي کشت مخلوط حاصل به ظرف
 گراددرجــه ســانتی 37روز در انکوباتور  14یافت و به مدت 

ــس از کشــت و نگهــداري شــدنددرصــد)  2CO )5و  . پ
آوري ها جمــعهاي مختلف خونی، کلونیتشکیل کلونی

شــو داده شــدند. لام ســلولی بــا وشست PBS-شــدند و بــا 
 ) بــاShandon Cytospinاستفاده از دستگاه سیتواســپین (

تهیه شد و پس از فــیکس  دقیقه 5 مدت به rpm 700 دور
  گیمسا انجام شد. -آمیزي رایتها با متانل، رنگسلول

  یافته ها
کشــتی ساز خونی بــا اســتفاده از همهاي پیشتمایز سلول

  OP9هاي هاي بنیادي پرتوان انسانی با سلولتجمعات سلول
 هاي بنیادي پرتوان انسانی در شــرایطبا کشت سلول

کشت سه بعدي، تجمعــات ســلولی شــکل گرفتنــد. ایــن 
ــروتئین ها ســلول ــان پ ــد و ویژگــی  GFPبی را نشــان دادن

آمیزي آلکالین فســفاتاز تاییــد شــد ها با رنگپرتوانی آن
 هاي استرومایی). براي بررسی تاثیر سلول1تصویر شماره (

 اندوتلیالی،-گیري ساختارهاي شبه هماتوبر تمایز و شکل
 هايهاي بنیادي پرتوان انسانی روي سلولولتجمعات سل

OP9 )درجـــه 37الـــف)، در دمـــاي  ،2تصـــویر شـــماره 
تجمعات . درصد) کشت داده شدند 2CO )5و  گرادسانتی
 OP9بنیادي پرتوان انسانی به سلول استرومایی  هايسلول

، ب) و شروع به تکثیــر و رشــد 2تصویر شمارهچسبیدند (
روز، ســاختارهاي  7-9از  اي کردند. بعدبه صورت توده

اي شکل به حالت توخالی و کیست مانند درآمدنــد توده
هــا ظــاهر هایی با مورفولوژي گــرد در داخــل آنو سلول

تمایز افزایش پیــدا  25ها تا روز شدند. تعداد تک سلولی
ها، دستجات چند ، ج). از این سلول3تصویر شمارهکرد (

 دي به دســتجاتسلولی شکل گرفتند که در طی روزهاي بع
سلولی بزرگتر و ساختارهاي شبه خوشه انگــوري تبــدیل 

زیــرین، اتصــال  OP9شدند. این دستجات با لایه سلولی 
د). بــا ایــن وجــود،  ،2تصویر شمارهسستی برقرار کردند (

هاي اســترومایی هایی نیز شکل گرفتند که با ســلولسلول
OP9 هاياتصال محکمی برقرار کرده و مورفولوژي ســلول 

، ج). بــراي 2تصویر شــمارهدادند (شبه اندوتلیالی را نشان 
هاي حاصــل، ســازي ســلولمشخص کردن ویژگی خون

ها جــدا و در محــیط هاي گرد با پیپتاژ از بقیه سلولسلول
ها، توانــایی غنی متوکالت کشت داده شدند. ایــن ســلول

 -هاي خونی اریتروئیدي و گرانولوسیتتولید انواع کلونی
 ، ه). براي بررسی2تصویر شمارهرا نشان دادند (مونوسیت 

هــاي خــونی بــا ســمپلر ها، کلونیمورفولوژي ایــن ســلول
شو داده شدند. سپس وشست PBS-برداشته شده و با بافر 

 آمیزيبا استفاده از سیتواســپین لام ســلولی تهیــه و رنــگ
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گیمســا انجــام شــد. بررســی میکروســکوپی ایــن -رایــت
مشخصات شبه ماکروفاژ را نشان داد هایی با ها، سلوللام

  ، و).2تصویر شماره(
ها بــه ســمت رده میلوئیــدي تکثیر و تمایز این سلول

انجام شــد.  GM-CSFو  FLT3L ،SCFدر محیط حاوي 
هاي بــا مورفولــوژي گــرد، در این مرحله، در کنار سلول

نیــز  "نیمــرو ماننــد"هایی چســبیده بــا مورفولــوژي ســلول
ریج از تعدادشــان کــم و بــه تعــداد شد که به تــدمشاهده 

ــد ســلول ــزوده ش ــناور اف ــرد و ش ــوژي گ ــا مورفول هاي ب
 IL-4و  GM-CSF، ز). پس از تیمــار بــا 2تصویر شماره(

ها بــا ها از حالت گرد خــارج شــدند. ســپس ســلولسلول
ـــوغ  ، GM-CSF ،IL-4 ،TNF-α ،IL-6شـــاملمحـــیط بل

IL1-β  وPGE2 ار، تیمار داده شدند. تحت تاثیر این تیمــ
هاي دندریتیک بــا مورفولــوژي ســلول دنــدریتیک سلول

هاي فراوان و تجمعات شناور ایجــاد شــدند بالغ با استطاله
  ، ح).2تصویر شماره(

  
تولیــد  ســاز خــونی بــاهاي پیشسلول خوديتمایز خودبه
  جنینیاجسام شبه 

هاي بنیادي پرتــوان، هاي مهم سلولیکی از ویژگی
ها ســوماتیک اســت. ایــن ســلولهاي تمایز به انواع سلول

خودي و هم به صورت هدفمنــد بــا هم به صورت خودبه
قرارگیري در محیط کشت حاوي القاگرهاي اختصاصی 

ها را در شرایط آزمایشگاهی توانایی تمایز به انواع سلول
خودي ایــن دارند. به منظور بررسی قابلیت تمــایز خودبــه

ــه ســلولســلول هاي لولســاز خــونی، از ســهاي پیشها ب
بنیادي پرتوان انسانی که در شرایط دو بعــدي و بــر لایــه 

رسان فیبروبلاست جنینی موشــی کشــت داده شــده تغذیه
، الــف) اســتفاده شــد. در اولــین 3تصــویر شــمارهبودنــد (

ها، اجسام شــبه خودي این سلولمرحله براي تمایز خودبه
هاي بنیادي پرتوان جنینی تشکیل شد. بدین منظور، سلول

هاي فیبروبلاست جنینی جداسازي شدند. سانی از سلولان
ــزان  ــپس می ــر میلی 300000س ــلول در ه ــیط س ــر مح   لیت

  

تمایزي در ظروف کشت باکتریایی کشت شدند. محیط 
ها هر یک روز درمیان تعویض شــد. محــیط کشت سلول

ــه ــایز خودب ــت تم ــت کش ــیط کش ــا مح ــابه ب خودي مش
این تفاوت که به  هاي بنیادي پرتوان انسانی است باسلول

اســتفاده شــده  درصــد)FBS )20از  KOSRجــاي ســرم 
که مواد حمایــت  bFGFو  ITSچنین ترکیبات هماست. 

هاي بنیادي پرتوان انسانی اســت کننده خودنوزایی سلول
ــه ــایز خودب ــت تم ــیط کش ــدند. از مح ــذف ش خودي ح

گراد و درجــه ســانتی 37ها در این محیط در دماي سلول
2CO )5 هاي بنیــادي شــت داده شــدند. ســلولدرصــد) ک

ســاعت از کشــت در ظــروف کشــت  24پرتــوان بعــد از 
جنینــی کردنــد باکتریایی، شروع به تشکیل اجســام شــبه 

ــد از  ، ب). اجســام شــبه3تصــویر شــماره( ــی بع  96جنین
ساعت در ظروف کشت چسبنده کــه از قبــل بــا ژلاتــین 

 پوشش داده شده بودند کشــت داده شــدند.درصد)  1/0(
جنینــی بــه ظــرف کشــت  ر ایــن شــرایط، اجســام شــبهد

ــر می ــه رشــد و تکثی ــد (چســبیده و شــروع ب تصــویر کنن
جنینــی، ، ج). شش روز بعد از کشت اجسام شبه 3شماره

گیري و اندوتلیال شروع به شــکل-ساختارهاي شبه هماتو
گسترش به اطراف کردند. عــلاوه بــر ایــن، ســاختارهاي 

هاي گرد شــکل سلول هاکیست مانندي که در داخل آن
هاي خونی قابل مشاهده بودند شــکل با مورفولوژي سلول

، د). بــراي تعیــین هویــت ایــن 3تصــویر شــمارهگرفتند (
هاي گــرد بــا پیپتــاژ جــدا شــدند و بــراي ها، ســلولسلول

 آمیزي شــدند.رنــگ CD45و  CD34هاي سطحی شاخص
نتایج خوانش با دستگاه فلوسایتومتري نشان داد کــه ایــن 

ساز خــونی هاي پیشهاي سطحی سلولشاخصها، ولسل
CD34  درصــد و  5/11را به میزانCD45  8را بــه میــزان 

طــور کلــی ، ه). بــه3تصــویر شــمارهکنند (درصد بیان می
ــوان  هايتــوان نتیجــه گرفــت کــه ســلولمی ــادي پرت بنی

ساز خــونی را هاي پیشتوانایی ذاتی براي تمایز به سلول
تر قرار بگیرند توانایی اختصاصی دارند و اگر در شرایط

  ها را با بازدهی بالاتر دارند.تولید این سلول
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ساز خونی با تولیــد اجســام هاي پیشتمایز هدفمند سلول
  جنینی شبه

ســاز خــونی، هاي پیشبه منظور تمایز هدفمند سلول
هاي بنیادي پرتوان انسانی استفاده شــد. از تجمعات سلول

میکرومتر در  03/70±4/23ولی از اندازه این تجمعات سل
میکرومتــر در روز هفـــت  6/310±01/60روز یــک بــه 

هــاي بنیــادي پرتــوان افزایش پیدا کرد. تجمعــات ســلول
میکرومتــر، دو  150-300رسیدن به اندازه  از پسانسانی 

کلسیم و منیــزیم) (بافر نمکی فسفات حاوي  PBS+بار با 
ملا نچســب خانــه کــا 6هــاي شو شدند و بــه پلیتوشست

 حاوي Stem Pro-34 کشت محیط منتقل شدند. سپس در
ــی ــیلین (پن ــین ( )U/ml 100س )، ng/ml 100استرپتومایس

ــتخوان  ــوژن اس ــروتئین مورف ، ) ,ng/ml 10BMP4( 4پ
 )M 10 -4×4 ,MTG( مونوتیوگلیســرول، )mM2( گلوتامکس

ــید ( و ــکوربیک اس ــت داده  ,µg/ml 50ASAآس ) کش
ادي پرتــوان در ایــن شــرایط هاي بنیــشدند. کشت سلول

 BMP4شود. مــاده جنینی می منجر به تشکیل اجسام شبه
مورد استفاده در محــیط کشــت، سرنوشــت مزودرمــی را 

 BMP4کند. تیمار با هاي بنیادي پرتوان القا میدر سلول
جنینی حاصله از حالت صاف  اطراف اجسام شبهباعث شد 

 24هــا بــه مــدت مضــرس شــکل گــردد. ســلول خــارج و
گراد، درجــه ســانتی 37ایــن محــیط در دمــاي ساعت در 

2CO )5 (2و  درصدO )5  درصد) کشت داده شدند. پس
ساعت نیمی از محیط کشت با دقت برداشته شــد و  24از 

 ng/mlمحیط تازه به همراه فــاکتور رشــد فیبروبلاســتی (
5bFGF,یک) اضافه شــد.  ) (محیط القایی شمارهbFGF 

ــد پیش ــاز خــونی تولی ــت میس ــی را تقوی ــد. مزودرم کن
ساعت در این محیط انکوبــه شــدند.  72ها به مدت سلول

ها برداشت شــد و ساعت کل محیط سلول 72پس از طی 
ي یک به همــراه فــاکتور ها در محیط القایی شمارهسلول

) و فــاکتور رشــد  ,ng/ml 100SCFرشد ســلول بنیــادي (
ها ل) کــه در تکــوین ســلو ,ng/ml 20VEGFاندوتلیال (

 96سازهاي خونی نقــش دارنــد، بــه مــدت به سمت پیش
ساز شــکل بگیــرد. ساعت انکوبه شدند تا اندوتلیوم خون

جنینی شکل گرفتــه در ایــن شــرایط در ابتــدا  اجسام شبه
روز از تمــایز،  8توپر بودند، در حالی که بعد از گذشت 
، 4تصویر شمارهساختارهاي کیست مانند را شکل دادند (

مه تمایز به صــورت شــناور، منجــر بــه رهــایش الف). ادا
ساز خونی در داخل ســاختارهاي کیســت هاي پیشسلول

ــه منظــور گســترش  ،4تصــویر شــمارهماننــد شــد ( ب). ب
ساز خونی، ساختارهاي کیســت ماننــد در هاي پیشسلول
ــر روي پلیت 9روز  ــایز ب ــاي تم ــه در  96ه ــه ماتریژل خان

ــب ( IMDMمحــیط  ــاوي ســرم اس ــد 15ح )، ,HS درص
ــــــــــــــــــامکس ( )، mM2 ،(MTG )M 10-4×4گلوت

ــــــــــفرین ( )، µg/ml 150 ،(bFGF )ng/ml 1هالوترانس
VEGF )ng/ml 20 ،(SCF )ng/ml 10ــــوکین  6)، اینترل

)ng/ml 20IL6,( 3)، اینترلوکینng/ml 20IL3,فاکتور ،( 
) و اریتروپــویئتین ,ng/ml 25IGF-1( 1رشد شبه انسولین 

)ng/ml 40EPO,ــرار گرف ــد و در) ق ــاي  تن ــه  37دم درج
روز  8) بــه مــدت حــداقل درصــد 2CO )5و  گرادســانتی

 ها بــه ظــرف کشــت چســبیده و.کیستکشت داده شدند
ــت  ــد از گذش ــلول ،روز 12بع ــبهس ــدوتلیالی و  هاي ش ان

شــکل  ســاز خــونی بــا مورفولــوژي گــردهاي پیشســلول
ســاز هاي پیش. سپس ســلول)ج، 4تصویر شماره( گرفتند
تکثیر شدند و ســاختارهاي  همگنو به تعداد زیاد  خونی

. )د ،4تصویر شمارهنمودند (را ایجاد  يشبه خوشه انگور
 یشــاخص ســطح درصــد 90هاي رها شده بیش از سلول

CD34 مورفولوژي .، الف)5تصویر شماره( کردند یانرا ب 
) و Olympusها بــا میکروســکوپ فــاز کنتراســت (سلول

بررســی  مورد IX71است فلورسنت میکروسکپ فازکنتر
ها در همــان شــرایط، کشت این ســلولقرار گرفت. ادامه 

هاي مختلف ســلول خــونی از منجر به تمایز به سمت رده
) ب، 5تصــویر شــمارهاریتروئیــدي ( هاي شبهسلول جمله

ها ولـازي و کشت ایــن سلـــ، جداسر اینـب لاوهـ. عدـش
ــ ـــدر ی ـــک ظ ــدونـرف ج ــیط  دید ب ــاتریژل و در مح م

ســاز خــونی هاي پیشو تکثیر ســلولتکثیري باعث رشد 
  .، ج)5تصویر شماره(شد 
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هاي بنیادي پرتــوان در شــرایط کشــت ســه بعــدي هاي بنیادي پرتوان. (شکل سمت چپ) مورفولوژي سلولکشت سه بعدي سلول :1تصویر شماره 
هــاي ر ایمونوفلورسنت از کشت سه بعدي سلولهاي بنیادي پرتوان و ایجاد ساختارهاي توپر سلولی (تجمعات سلولی). (شکل وسط) تصویسلول

هاي بنیادي پرتوان کشت شده را در شرایط کشت سه آمیزي آلکالین فسفاتاز سلولو (شکل سمت راست) رنگ GFPبنیادي پرتوان و بیان پروتئین 
  .میکرومتر است 100و  200معادل ، علامت اندازهدهد. بعدي را نشان می

  

  
  

. الف) مورفولوژي OP9 هايسلول با انسانی پرتوان بنیادي هايسلول تجمعات کشتیهم از استفاده با خونی سازپیش هايسلول تمایز: 2تصویر شماره 
. ج) مورفولــوژي OP9کشتی با ســلول اســترومایی هاي بنیادي پرتوان یک روز پس از هم. ب) مورفولوژي تجمعات سلولOP9سلول استرومایی 
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روز از شروع  25پس از گذشت  OP9کشتی شده با سلول استرومایی وتلیال حاصل از تجمعات سلول بنیادي پرتوان هماند-ساختارهاي شبه هماتو
هاي با مورفولوژي کــروي در داخــل کیســت (ســمت هاي شبه اندوتلیالی حاصل از تمایز (وسط) و سلول(سمت چپ)، نماي بزرگتر سلول تمایز

ســاز خــونی در محــیط هاي پیشساز خــونی. ه) کشــت ســلولهاي پیشنگوري حاصل از تکثیر سلولراست). د) تشکیل ساختارهاي شبه خوشه ا
آمیزي هاي کشت شده در محیط متوکالت پس از تهیه لام با سیتواسپین و رنــگهاي خونی. و) مورفولوژي سلولمتوکالت و تشکیل انواع کلونی

هاي دندریتیک بالغ مورفولوژي سلول ح)میلوئیدي و شبه  هايدهد. ز) مورفولوژي سلولگیمسا. فلش سیاه تصویر یک ماکروفاژ را نشان می-رایت
هاي دنــدریتیک بــالغ (ســمت دســتجات ســلول مشتق از سلول بنیادي پرتوان پس از کشت در محیط حاوي ترکیبات بلوغ (وسط) و نماي بزرگتر

  .میکرومتر است 50و  100، 200 معادل ،علامت اندازه راست).
  
  

  
  

کشتی شده هاي بنیادي پرتوان همجنینی. الف) مورفولوژي سلول شبه اجسام تولید با خونی سازپیش هايسلول خوديخود به  تمایز: 2تصویر شماره 
روز از شروع تمایز ب) مورفولوژي اجسام شبه جنینی  4هاي فیبروبلاست جنینی موشی. ب) مورفولوژي اجسام شبه جنینی پس از گذشت با سلول

روز از شروع تمایز و  12اندوتلیال حاصل از اجسام شبه جنینی پس از گذشت -مورفولوژي ساختارهاي شبه هماتوپس از چسبیدن به بستر ژلاتینه ج) 
هاي با مورفولوژي کــروي در داخــل هاي شبه اندوتلیالی حاصل از تمایز (سمت راست، بالا) و سلولچسبیدن به بستر ژلاتینه (سمت چپ)، سلول

ها با استفاده از نرم افزار ههاي با مورفولوژي کروي. داددر سلول CD45و  CD34هاي سطحی یست (سمت راست، پایین). د) آنالیز بیان شاخصک
FlowJo  .میکرومتر است 100 و 200 معادل ،علامت اندازهآنالیز شد.  
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روز تیمار در  8جنینی. الف) تشکیل کیست در اجسام شبه جنینی پس از  شبه اماجس تولید با خونی سازپیش هايسلول هدفمند تمایز :4تصویر شماره 
روز از شروع تمایز در شرایط کشت  15ساز خونی پس ازگذشت هاي پیشمحیط تمایزي اختصاصی. ب) تصویر اجسام شبه جنینی و رهایش سلول

از شروع تمایز و چسبیدن به بستر  روز 20گذشت  از پس ه جنینیحاصل از اجسام شب اندوتلیال- ساختارهاي شبه هماتو شناور ج) مورفولوژي
هاي با مورفولوژي کروي (سمت راست). د) تشکیل هاي شبه اندوتلیالی حاصل از تمایز (وسط) و سلولماتریژلی (سمت چپ)، نماي بزرگتر سلول

روز از شروع تمایز و تیمار در محیط تمایزي  25گذشت  ساز خونی پس ازهاي پیشساختارهاي شبه خوشه انگوري حاصل از تکثیر سلول
  .میکرومتر است 200و  100معادل  ،علامت اندازهاختصاصی (سمت چپ) و نماي بزرگتر آن (سمت راست). 
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 تولید با خونی سازپیش هايسلول هدفمند ساز خونی تولید شده با استفاده از روش تمایزهاي پیششناسایی و بررسی عملکرد سلول :5تصویر شماره 
آمیزي هسته با . رنگCD34آمیزي شده با شاخص سطحی ساز خونی رنگهاي بنیادي پیش) شکل ایمونوفلورسانت از سلولجنینی. الف شبه اجسام
DAPI  (بالا، چپ) و بیانGFP  (بالا، راست) به تصویر کشیده شده است. بیان همزمانCD34 ،GFP  وDAPI تر آن (پایین، وسط) و نماي بزرگ

ساز اریتروئیدي و شکفتن تمایز و تمایز به پیش 20ساز خونی تولید شده در روز هاي بنیادي پیش(پایین، راست). ب) تمایز خود به خودي سلول
هاي ساز خونی پس از جداسازي از سلولهاي پیشروز کشت در محیط اختصاصی تکثیر. ج) تکثیر سلول 6ها پس از کلونی حاصل از این سلول

هاي دندریتیک بالغ د) موفولوژي سلول روز. 4تمایز و کشت در ظرف کشت نچسب ومحیط اختصاصی تکثیر به مدت  20شبه اندوتلیال در روز 
گیمسا -آمیزي رایتهاي دندریتیک بالغ پس ازتهیه لام با سیتواسپین و رنگپس از کشت در محیط حاوي ترکیبات بلوغ. ه) مورفولوژي سلول

دهد. و) شکل هاي سلول دندریتیک بالغ را نشان میو نماي بزرگتر آن (سمت راست). پیکان سیاه هسته کناري و پیکان قرمز استطاله (سمت چپ)
و  CD86(چپ) و بیان همزمان  DAPIآمیزي هسته با . رنگCD86آمیزي شده با شاخص سطحی هاي دندریتیک بالغ رنگایمونوفلورسانت از سلول

DAPI  (راست)میکرومتر است100و  200معادل  ،علامت اندازه تصویر کشیده شده است. به.  
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  و همکارانی مژگان برات     

  13        1401، دي  216دوره سی و دوم، شماره                         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                              

 وهشـیپژ
 

  بحث
هاي اخیر محققان تــلاش زیــادي در جهــت در سال

هاي بنیادي پرتــوان سازي از سلولشناسایی مراحل خون
هاي خــونی بــا تعــداد اند. با این حــال تولیــد ســلولنموده

نــان مناسب و داراي قابلیت بازسازي مغــز اســتخوان همچ
برانگیز است. در مطالعات مشخص شده موضوعی چالش

انــدوتلیال در مســیر -است که تولیــد ســاختارهاي همــاتو
ساز، موضوعی ضروري است که با هاي خونتمایز سلول

کشــتی بــا دو رویکرد کلی کشت تک لایه (معمــولا هم
) و تولید اجسام شبه جنینی انجــام شــده OP9رده سلولی 

 .)33(است

 ســازهاي خونهاي بنیادي پرتوان بــه ســلولتمایز سلول
در شرایط آزمایشگاهی از ایــن جهــت کــه دسترســی بــه 

 هاي درون تنی براي شناخت مراحــل تکــوین و تمــایزسلول
هاي خونی آسان نیست بسیار حــائز اهمیــت اســت. سلول

هاي هاي بنیادي پرتــوان بــا ســلولکشتی سلولسیستم هم
OP9 ور چنین هدفی پایه گــذاري شــدهموشی نیز به منظ 
ســازي، بــا . علاوه بــر شــناخت فرآینــد خون)34،35(است

هاي بنیادي هاي مربوط به منابع سلولتوجه به محدودیت
ها در شــرایط آزمایشــگاهی تولیــد ایــن ســلولساز، خون

 هــايیک منبع با ارزش در سلول درمانی بســیاري از بیماري
. با )8،36(خونی است و از این رو حائز اهمیت بسیار است

هاي هاي تولیــد شــده در حضــور ســلولاین حال، ســلول
 ، به دلیل حضــور ترکیبــاتOP9گرفته شده از موش، سلول 

ــا محــدودیت اســتف ــوانی ب اده در پزشــکی بازســاختی حی
 .)37(روبرو هستند

کشتی سلول اندوتلیال از هم-هاي هماتوتولید سلول
در مطالعــات بســیاري  OP9بنیادي پرتوان با رده ســلولی 

طالعــه نیــز بــه . در ایــن م)19،38،39(شــده اســت نشان داده
ساز خونی از هاي پیشمنظور بررسی توانایی تولید سلول

هاي بنیادي پرتوان در دســترس و تکــرار کارهــاي سلول
 هايانــدوتلیال و ســلول- انجام شده، ساختارهاي شــبه همــاتو

هاي بنیادي پرتــوان بــا کشتی سلولساز خونی از همپیش
ــلول ــترومایی س ــلول OP9هاي اس ــد. س ــل ش هاي حاص

هاي خــونی را ساز خونی قابلیت تمایز به انواع سلولشپی
 کــه GM-CSFو FLT3L از سیتوکین نشان دادند. با استفاده

 میلوئیــدي رده ســمت بــه را خونی سازپیش هايسلول تمایز
هاي دندریتیک بــالغ، و با تولید سلول )40،41(بردپیش می

ها تایید شد. مورفولــوژي ویژگی تولید رده میلوئیدي آن
هاي ماکروفاژ که معرف سلول "رو مانندنیم"اختصاصی 

نیز در ایــن مطالعــه مشــاهده شــد. بنــابراین،  )42-44(است
هاي بنیــادي ســاز خــونی از ســلولهاي پیشتولیــد ســلول

پرتوان استفاده شده در این مطالعــه، بــا اســتفاده از روش 
 قابل انجام بود. OP9کشتی با سلول استرومایی مرسوم هم

هاي بنیــادي پرتــوان در حالــت به علت اینکه ســلول
یزیولــوژي و مورفولــوژي بــه کشت سه بعدي بــه لحــاظ ف

مطالعات بســیاري  )45(تر هستندهاي جنینی نزدیکسلول
انــدوتلیال و -از اجســام شــبه جنینــی بــراي تولیــد همــاتو

 . در ایــن رویکــرد،)46- 48(اندهاي خونی استفاده کردهسلول
هــاي متفــاوت جنینــی را در حضــور غلظتاجســام شــبه 
هــا در مولکولها و کوچــک رشد، ســیتوکینفاکتورهاي 

اند تا در نهایت بــه روشــی کشت داده ي متفاوت،هازمان
 .)49(با بازدهی مناسب برسند

در مطالعه حاضر، در روش تمایز خــود بــه خــودي، 
و  FBSاجسام شبه جنینی در حضور محیط حــاوي ســرم 

ــد شــده و ITSفاقــد  ــد ســاختارهاي شــبه  تولی ــراي تولی ب
ســاز خــونی اســتفاده هاي پیشانــدوتلیال و ســلول-هماتو

روز  12شدند. با اســتفاده از ایــن روش، در مــدت زمــان 
ســاز هاي پیشانــدوتلیال و ســلول-ساختارهاي شبه هماتو

است کــه کشــت  خونی ایجاد شدند. مطالعات نشان داده
 درصد)، 20رم (روز در حضور س 4مدت شبه جنینی بهاجسام 

کــه  )50(بهترین نتیجه را براي تولید مزودرم جنینی اولیــه
دهــد. می )51(اندوتلیال اســت-هاي هماتوساز سلولپیش

 BMP4تواند مربوط بــه ترکیبــات شــبه علت این امر می
. بــه عــلاوه، مکمــل )52(باشد که در ســرم حضــور دارنــد

ITSچنین تنظــیم ها و هم، براي حفظ رشد و تمایز سلول
. در )53(شــودتکثیــر بــه محــیط کشــت ســلول اضــافه می

از محیط کشت حذف شده بود. یکی  ITSمطالعه حاضر 
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از مواد این مکمل، انسولین است. اخیــرا مشــخص شــده 
ســاز هاي پیشرســانی انســولین در تولیــد ســلولمسیر پیام

کند. حذف ایــن مــاده بازي می اي راخونی نقش دوگانه
ــوانی خــارج و وارد ســلول ــوان را از پرت ــادي پرت هاي بنی

. با ایــن حــال، )54(کندتمایز به سمت مزودرم عروقی می
خــونی از  ســازهاي پیشوجود انسولین براي ظهور سلول

. بنــابراین، )54(اندوتلیال ضروري است-هاي هماتوسلول
آید کــه در تمــایز خــود بــه خــودي این فرض بوجود می

سازهاي خــونی، پــس از هاي بنیادي پرتوان به پیشسلول
انــدوتلیال، اضــافه -تارهاي شــبه همــاتوگیري ســاخشکل

به محــیط کشــت بتوانــد باعــث تولیــد بیشــتر  ITSکردن 
ساز خــونی شــود و بــازدهی پــایین تولیــد هاي پیشسلول
را افزایش دهد. با این وجود، این روش  هاي خونیسلول

کشــتی بــا رده ســلولی به رغــم آســانی، هماننــد روش هم
OP9 امل سرم جنینی به دلیل حضور ترکیبات حیوانی ش

 گاو، قابلیت کاربرد در درمان را نخواهد داشت.

بــا کمــی  )28(در این مطالعــه از روش گــوردن کلــر
 هايهاي بنیــادي پرتــوان بــه ســلولییر تمایز هدفمند سلولتغ

ســاز خــونی پــیش هاي پیشاندوتلیال و سلول-شبه هماتو
برده شد. این تغییرات شامل اســتفاده از غلظــت دو برابــر 

نسبت بــه غلظــت اســتفاده شــده توســط  VEGFپروتئین 
گوردن کلر و استفاده از اندازه مشخص تجمعات سلولی 

ســازهاي عــه حاضــر، بــازدهی تولیــد پیشبودنــد. در مطال
در مقاله گوردن کلــر  VEGFخونی با استفاده از غلظت 

در  VEGFبسیار پایین بــود، بنــابراین بــا توجــه بــه نقــش 
با تغییــر غلظــت  )55،56(اندوتلیال-هاي هماتوتولید سلول

ســاز خــونی افــزایش هاي پیشآن، بازدهی تولیــد ســلول
یافت. به علاوه، در مطالعات نشــان داده شــده اســت کــه 

هاي بنیــادي پرتــوان و اجســام شــبه اندازه تجمعات سلول
هاي ســلولی مختلــف ر تمایز به ردهجنینی تاثیر مستقیم ب

. در مطالعه حاضر، )57(اندودرم، مزودرم و اکتودرم دارد
هاي بنیادي پرتوان بــا انــدازه مشــخص از تجمعات سلول

میکرومتر استفاده شد، چراکه بــراي تمــایز بــه  300-150
هاي بنیــادي هاي رده مزودرمی، از تجمعات ســلولسلول

ــدازه  ــا ان ــوان ب ــده  150-300پرت ــتفاده ش ــر اس میکرومت
ت انجام شده با روش گــوردن کلــر، . در مطالعا)57(است

و  BMP4هــاي پس از تیمار اجسام شبه جنینی با پروتئین
bFGF  هــا را بــا آنــزیم تریپســین بــه تمــایز، آن 3در روز

 ها را بــراي شــاخصصورت تک سلولی درآوردند و ســلول
. علــت ایــن )28(مورد بررسی قــرار دادنــد KDRسطحی 

ــلول ــه س ــود ک ــن ب ــی ای ــاتوبررس ــدوتلیال از -هاي هم ان
 گیرنــد و پــس از ایــنشکل می KDR+هاي مزودرمی سلول

 ردنهایی با اســتفاده از روش گــوبررسی وجود چنین سلول
 ســازهايدر نهایت پیش KDR+هاي کلر اثبات شد. از سلول

تمایز پیدا  CD43+CD34+هاي سطحی خونی با شاخص
 هاي. در مطالعه حاضر، با فرض تولیــد ســلول)58،59(کندمی

+KDR  کشت اجسام شبه جنینی تــا روز تمایز،  3در روز
تمایز به صورت سه بعدي ادامه پیدا کرد. اجســام شــبه  9

ــت  ــد از گذش ــی بع ــلولی  9جنین ــاختارهاي س ــه س روز ب
توخالی و کیست مانند تبدیل شدند و پــس از کشــت بــر 

ــایر روش ــه س ــبت ب ــاتریژل، نس ــتر م ــلولبس ــا، س هاي ه
، تري را تولیــد نمودنــد. در مجمــوعساز خونی بیشپیش

انــدوتلیال دســت -در این روش نیز به ساختار شبه همــاتو
 هاي روش تمایز هدفمند با دو روشیافتیم. یکی از تفاوت

و تمایز خود به خودي  OP9کشتی با سلول استرومال هم
این بود که در روش تمایز هدفمند از شــرایط هیپوکســی 

-درصد) براي تولید ساختارهاي شــبه همــاتو 5(اکسیژن 
استفاده شد. در مطالعات نشان داده شــده اســت  اندوتلیال

 HIF1-αسازي مسیر پیام رســانی هیپوکسی از طریق فعال
ســازي در هــر دو تواند تاثیر بســزایی در فرآینــد خونمی

ــرایط برون ــی و درونش ــدتن ــته باش ــی داش . از )60-63(تن
هاي بنیــادي یز هدفمنــد ســلولرو در مطالعاتی که تمااین

 دهند ایجــادساز خونی را انجام میهاي پیشپرتوان به سلول
. )28(شــودشرایط هیپوکسی در کشت در نظــر گرفتــه می

ساز خونی تولید شده با اســتفاده از روش هاي پیشسلول
هدفمنــد، در شــرایط نرموکســی (اکســیژن هــوا) قابلیــت 

هاي خــونی از هــاي مختلــف ســلولتکثیر و تمایز به رده
هاي دندریتیک را داشتند. یکی از مشکلات جمله سلول
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ثــر تیمــار استفاده از روش گوردن کلر، مرگ سلولی بر ا
است که در مطالعات دیگــر نیــز بــه آن اشــاره  BMP4با 

. تعــداد زیــادي ســلول در اجســام شــبه )64،65(شده اســت
رفــت و در میاز دســت  BMP4جنینی بعــد از تیمــار بــا 

شــدند بعضی اوقات اجسام شبه جنینی کاملا متلاشی می
شــد. ایــن نکتــه، کــه همــین امــر مــانع از ادامــه تمــایز می

 هــايرارپذیري روش را به خصوص زمان استفاده از ردهتک
داد. میهاي بنیادي پرتوان تحت تاثیر قرار مختلف سلول

انــدازي مســیر باعث راه BMP4با توجه به اینکه پروتئین 
 انــدو مطالعــات نشــان داده )66(شودمی WNTرسانی پیام

ــه فعال ــیر ک ــازي مس ــک  WNTس ــتفاده از کوچ ــا اس ب

، GSK-3β ،CHIR99021 (CHIR)مولکول مهار کننده 
 BMP4توان رسد که می، به نظر می)67(پذیر استامکان

ــک مولکــول  ــه ارزانCHIRرا باکوچ  BMP4تــر از ک
اســت کــه بایــد در  است، جایگزین کرد. این موضــوعی

 تر قرار گیرد.مطالعات بعدي مورد بررسی بیش
 

  سپاسگزاري
و اســتفاده از  پژوهشــگاه رویــاناین طرح بــا هزینــه 

هاي رویــان و گرنــت بــن یاختــه ريگرنت شرکت فنــآو
پژوهشی مرکز تحقیقات سرطان (پژوهانه موسسه خیریــه 

 ) انجام شده است.37309- 202- 01- 97به شماره طرحشمس 
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