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چكيدهچكيدهچكيدهچكيده
 سال از توليد اولين رده سلولهاي بنيادي جنيني انسان، مطالعات در زمينه زيست شناسي سلولهاي انساني به سرعت 9پس از گذشت 

 توسعه داروسازي ، سم شناسي، زيست شناسي پتانسيل بالاي اين سلولها مسير نويني در راستاي طب پيوند،. در حال پيشروي است

شامل hESي اصولي سلولهايها نيازمند درك جنبههاحصول اين پتانسيل. تكويني انسان و تحقيقات در زمينه سرطان گشوده است

.و انجماد است ژحفظ آنها در شرايط آزمايشگاهي كيفيت سلولها در حالت پر تواني وبهبود روشهاي فن آور، پاسا

hESيد سلولهاي بنيادي جنيني موشي بر سلولهاي مغذي فيبروبلاست موشي، روش ساده ومتداول براي تمرين توليد سلولهاي تول

شود و وانجماد آنها پرداخته ميژدر اين فصل ،به روش قدم به قدم توليد سلولهاي بنيادي جنيني انساني و موشي، نگهداري، پاسا.است

.شود ميبحثhESاردسازي روشهاي كشت وتوليد سلولهايدر نهايت در مورد لزوم استاند

انجماد، سلولهاي بنيادي جنيني، موش، انسان:هاكليد واژه

________________________

تهران، پژوهشكده رويان چهاد دانشگاهي، گروه سلولهاي بنيادي، صندوق : آدرس مكاتبه�

19395- 4644پستي

E-mail: baharand50@yahoo.comv
1- Human Embryonic Stem Cells (hES)
2- In vivo
3- In vitro

مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه
 در  1بر خلاف سلولهاي سوماتيك، سلولهاي بنيادي جنيني انساني       

.كنندشرايط آزمايشگاهي در حالت غير تمايز يافته رشد مي

 خـود در شـرايط موجـود        اين سلولها قادر به حفظ پـر تـواني        

از طـرف ديگـر داراي      .  هـستند  3 و محيط آزمايـشگاهي    2زنده

فعاليت تلومرازي بالايي بوده و در طي كشتهاي طولاني مـدت     

بنابراين شده كـه سـلولهاي  . كنند ميطول تلومر خود را حفظ

hES          منبع نامحدودي براي سلول درمـاني بيماريهـاي ترميمـي

 ، آلزايمـر و جراحـات نخـاعي         وابسته به سن مثل پاركينـسون     

.خواهند بود

مكانيسمهايي كه سلولهاي بنيادي جنيني بـراي فـرار از پيـري،            

و فعاليـت تلـومرازي اتخـاذ      DNAتنظيم چرخه سلولي، ترميم   

كنند با مكانيسمهاي سلولهاي بنيادي بزرگسالان و سرطاني مي

.متفاوت است

هاي اخير بيانگر آن است كه شبيه هر تقسيم سلولي يافته

 طي كشتهاي طولاني مدت دستخوش hES ديگر، سلولهاي

با اين . شوند مينتيكي وميتوكندرياييژاپي نتيكي،ژتغييرات 

بنا به دارا . ماند ميگيهاي شاخص اين سلولها پايدارژوجود وي
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 ت تمايزگيها را براي حالژبودن اين قابليتها، مجموعه اي از وي
گيرند كه نشان دهنده حالت پايدار اين   مي در نظرhESنيافته 

  ].1[سلولها در هر آزمايشگاه است
در  ،hESاتخاذ روش مناسب براي توليد و نگهداري سلولهاي         

 حالت پايدار، طي كشتهاي طـولاني مـدت يكـي ازبزرگتـرين           
ي كشت مناسـب در     ها  چالشهاست، محققين با طراحي سيستم    

  .ين مشكل هستندصدد رفع ا
اين مقاله، روش توليد و نگهداري سلولهاي بنيادي جنينـي           در

  .شود  ميموشي و انساني به تفصيل بيان
  

    موش  جنين فيبروبلاستهاي
براي توليد و كشت سـلولهاي بنيـادي جنينـي بـه يـك بـستر                

 زبدين منظـور ا   . سلولي به نام سلولهاي تغذيه كننده نياز است       
ــ ــلولهاي مختلفـــي اسـ ــه  مـــيتفادهسـ ــود از آن جملـ   ازشـ

ــا فيبروبلاســـت ــين مـــوشهـ ــاميرا از 1ي جنـ ، يـــك رده نـ
ــان     ــام دودم ــه ن ــي ب ــتهاي موش ــلولهاي STOفيبروبلاس ، س

از رده نـاميرا    همچنين يـك     و   5637كارسينوماي مثانه انساني    
  بـراي ايـن كـار اسـتفاده       CHOبـه نـام      2مستر چيني ها  تخمدان

سلولهاي بـا منـشاء انـساني        علاوه بر اين سلولها   البته  . شود مي
  .زيادي به اين منظور استفاده شده است

اما به طور كلي سلولهاي رايج تغذيه كننده اي كه دراكثر مراكز   
 (MEFs)شود، فيبروبلاستهاي جنين مـوش      مي تحقيقاتي استفاده 

از گروه سلولهاي بنيادي پژوهـشكده رويـان نيـز          است كه در    
ر زيـر روش تهيـه، كـشت و          كه د  شود  مي اين سلولها استفاده  

  .نگهداري اين سلولها آورده شده است
  

  ي جنين موشها توليد فيبروبلاست
و  Abbondanzo SJ بـر اسـاس روش  محققان حاضر روش كار 

اد نـژ هـر مركـز تحقيقـاتي از         . اسـت  1993همكارنش درسال   
________________________ 

1- Mouse Embryonic Fibroblast; MEF 
2- Chinese Hamster Ovary; CHO 

كنـد كـه درايـن        مـي   استفاده MEFخاصي از موش براي توليد    
همچنـين لازم  . شـود   مـي  استفاده NMRIاز موشهاي نژاد    مركز  

معمـولاً بـه طـور       (MEFبه ذكر است كه از پاسـاژهاي پـايين          
  .شود به اين منظور استفاده مي) 4متوسط تا پاساژ 

 :مراحل كار به شرح زير است

معمـولا  ( نر بگذاريد      را دركنار موشهاي     ماده   موش  تعدادي) 1
روز ) شود   مي  گذاشته    نر بالغ    موش   در كنار يك     ماده  دو موش 

  3 واژنـي   پـلاك   و يا نداشـتن   از نظر داشتن  ماده بعد، موشهاي
روز .   است  گيري   جفت   بيانگر انجام   واژني   پلاك.  شوند  بررسي
  ماده   موشهاي. شود   مي   محسوب  نيم آبستني   روز   پلاك  مشاهده
  . بگذاريد  جداگانه  و در قفس  را جدا كرده  كرده گيري جفت

   نخـاعي    طريـق    را بـه     باردار   موشهاي  بارداري5/12در روز   ) 2
   را بـاز كنيـد و رحـم     شـكم  حفره .)A-1شكل( بكشيد  4كردن
 PBS  حـاوي  ظـرف    نماييد و در يـك   جنينها را خارج حاوي

را از  جنينهـا ). C تا B-1 شكل( بگذاريد +Ca2+/Mg2  از عاري
   را از آن     وجفـت   آمينون،     زرده   كيسه   كنيد و سپس     خارج  رحم

  عاري PBS جنينها را دوبار ديگر با).  Fتا D-1شكل( جدا كنيد
ي و خـون سـلولهاي   از   بشوييد تـا عـاري   تازه +Ca2+/Mg2 از

  . شوند ضايعات سلولي ديگر

 سـر را     ظريـف )  پنـست  (  فورسپس   جفت   از يك   با استفاده ) 3
  .)G-1شكل( نماييد   كنيد و كبد را خارج قطع

  كـه  ml5  سـرنگ   يك  را در لوله  شده  مثله  جنين5ـ8تعداد ) 4
 . بگذاريد است G 18  سوزن داراي

  ازml 2  مقـدار   بگذاريد و بـه   را در سرنگ  سرنگ پيستون) 5

PBS از عاري  Ca2+/Mg2+ سـلولهاي   يـا محـيط كـشت    استريل   
بـار از    3ـ ـ5  جنينهـا را     كنيد و سـپس      اضافه   آن   به  كننده  تغذيه
  را بـه    شوند سلولها    تبديل   كوچك   قطعات   رد كنيد تا به     سوزن
  سـپس ). H-1  شـكل ( كنيـد  منتقل cm2 150  بزرگ  فلاسك يك

________________________ 

3- Vaginal Plaque; VP  
4 Cervical Dislocation 
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ml20 كنيـد   اضـافه   آن  بـه  كننـده    تغذيه  سلولهاي محيط كشت 
   كننـده    تغذيـه    سلولهاي   محيط كشت    و محتواي   طرز ساخت (

  انكوبـاتور    را بـه    فلاسـك ).  اسـت    آمده   قسمت   همين  در پايان 
 روز بعد تعويض محيط كنيد تا ضايعات سلولي و          . كنيد  منتقل

تقريبـا  حـذف شـوند      انـد  قطعاتي كـه كـف ظـرف نچـسبيده        
  چـسبند و طـي       مـي   فلاسك    به   سرعت   به   سلولي  هاي  مجموعه

پوشـانند     را مـي     ظـرف    اغلـب    فيبروبلاستي   روز سلولهاي  2ـ3
 شـود   مـي   كـاملا پوشـيده    ظرف ، كف  روز سوم  و تا ) 2  شكل(

(Confluent) .كننـده    تغذيه   سلولهاي   واژه   كه   ذكر است    به  لازم  

 شـد،    بيـان   توليد آن  نحوه كه (Embryonic)   جنيني فيبروبلاستي 
  است زيرا در واقـع        مصطلح   ولي   كننده   گمراه   ترمينولوژي  يك

ــن ــلولهاي  اي ــلولها، س ــشيم  س ــه ي مزان ــه   اولي ــستند و ن    ه
 از    سلولها مشتق   ، اين   اينكه   و دوم    پيوندي   بافت  فيبروبلاستهاي

) Embryo( از جنين     هستند و نه     بارداري  ميانه) Fetus ( جنينهاي
 از سـلولها ماننـد       ، انـواعي     سـلولي    سـوپ   در ايـن      اينكه  سوم

   بعدي هاي زيرا در پاساژ  نيست  مهم شوند كه  مي نورونها ديده

  .روند  مي  آنها از بين اغلب

  

   
 

   
 

  
 

 جنينها   حاوي رحم (C)  جنينها  حاوي  رحمردن و خارج ك  شكم  حفرهردن باز ك(cervical dislocation) (B)  كردن نخاعيMEF (A) مراحل تهية.1شكل
 جدا شده از جنين (F)  از جنين  وجفت ، آمينون  زرده  كيسهردنجدا ك (E) خارج شده از رحم  جنينCa2+/Mg2 (D) از عاري PBS  حاوي ظرف  در يك

  هاي حاصلexplant كشت (H)ي كه سر و كبد آن برداشته شده جنين (G)   وجفت ، آمينون  زرده كيسه
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 PBS  را دوبار با فلاسك كل محيط فلاسك را بكشيد سپس )6

  محلـول  سـپس ) ml 10هربـار (بـشوييد  +Ca2+/Mg2  از عاري
Trypsin/EDTA نماييـد،   اضافه  آن  را به  است  شده  قبلا گرم  كه  

   ضربه   دو تا سه     بگذاريد و سپس    آزمايشگاه    در دماي    دقيقه  سه
ي  سـلولها  محـيط كـشت  ml10   آن بـه .  بزنيـد   ظرف  طرفين به

   محتـواي   سـپس .  شـود    خنثـي    كنيد تا آنزيم     اضافه  كننده  تغذيه
 ديگـر     بـزرگ    فلاسـك  3   به   است ml 15   اكنون   را كه   فلاسك
   سـلولهاي    را با محـيط كـشت        هر فلاسك    كنيد و حجم    منتقل
  بهتـرين .  پاساژ اسـت     اولين  اين.  برسانيد ml20   به   كننده  تغذيه

.  است اول پاساژ 4   جنيني  بنيادي   سلولهاي   كشت  پاساژها براي 
   بــراي  لازم  كفايــت داراي   كننــده  تغذيــه  ســلولهاي بعــد از آن
  . نيستند جنيني بنيادي   از سلولهاي پشتيباني

   داده   كـشت    كننـده    تغذيه   سلولهاي   كافي   اندازه   به   كه  وقتي) 7
   كرد يا آنها را تا زمان        از آنها استفاده     زمان   همان  توان  شد يا مي  

  روش(.  نمـود    نگهـداري    مايع   و در نيتروژن     منجمد كرده   لازم
  جنينـي  بنيادي سلولهاي  ذوب وانجماد و ذوب آنها مانند انجماد

   كـه  معمـولا بهتـر اسـت   ).  بعدا ذكر خواهد شـد      كه   است  موشي
نحوه پاسـاژ   . ( منجمد نمود    را در پاساژدوم     كننده   تغذيه  سلولهاي

 ).فيبروبلاستهاي جنين موشي در ادامه خواهد آمد

 مـوش در      جنـين   بروبلاستيتركيبات محيط كشت سلولهاي في    
  .مده است آ1 جدول

  

    موش  جنين تركيبات محيط كشت سلولهاي فيبروبلاستي . 2جدول
  

 مقدار  تركيبات 

Deionized water  ml 837 
DMEM powder (+pyr)  gr 5/13 

NaHCo3  gr 7/3
Pen/Strep  ml10 
B-ME μl 7 
FBS ml 150

pH Adjustment 7/4-2/4 
  

  

  
 سلولها   مهاجرت به.   موش  روزه  سيزده جنينهاي explant   كشت.2 شكل

  )پاساژ=P (  كنيد ها توجهexplant از

  
    موش  جنين  فيبروبلاستي انجماد سلولهاي

 بـه  cm2 150   بـزرگ   فلاسك يك MEF   انجماد سلولهاي براي
  :روش زير عمل كنيد

  . سلولها را برداريد محيط روي) 1
  .بشوييد +Mg2 و +Ca2  از عاري PBS  سلولها را بادوبار) 2
3( ml5 محلول Trypsin/EDTA در    دقيقـه 3اضافه كنيد و مدت

   .دگهدارين   آزمايشگاه دماي
  فلاسـك كناره هاي    به  چند ضربه دقيقه5/1بعد از گذشت ) 4

  . جدا شوند  ظرف از كف  كامل سلولهابزنيد تا 
 ، آنـزيم     كننده   تغذيه   سلولهاي  محيط كشت  ml10   افزودن  با )5

  .كنيدخنثي  را 
 بـه صـورت    سـلولها    چند بار سوسپانسيون را پيپت كنيد تا       )6
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  .  در آيندسلولي تك 
بـا    دقيقـه  8بـه مـدت    سوسپانسيون حاصل را بر داريـد و  ) 7

  . كنيدسانتريفوژ ، rpm 800دور
پـلاك    آرام  چنـد ضـربه    زدن بـا  و  را بكـشيد محيط رويي )8
  .را حل كنيد   لوليس
. كننـد   مي   منتقل   ويال   تا پنج    سه   به  را   لوله  محتوياتلاً  معمو) 9

 و   كـرده   اضافه  لوله  به  محيط انجماد سرد شده3ـml5  بنابراين
روش تهيه محلـول انجمـاد در        (به آرامي پيپت كنيد     را سلولها

  ).ادامه همين بخش آمده است
   مشخـصات   مخـصوص   ماژيـك بـا   انجماد هاي  لولهروي) 10

  انجمـاد و فـاكتور رقـت         ، تعداد پاساژ، تاريخ      نام  سلولها شامل 
 را  ،   اسـت    شـده    تهيه   ظرفي   از چه    تعداد ويال    چه  انجماد يعني 

  .بنويسيد
   اضـافه   سـلولي  از سوسپانـسيون  ml 1 انجمـاد    هر لوله به) 11
 .دوش

   در يخچال  از قبل كه 1 انجماد  ظرف  به را انجماد هاي لوله) 12
   و سـپس    كنيـد  شـود منتقـل      مي  نگهداري درجه سانتي گراد     4

   منتقـل درجه سانتي گـراد    -70  فريزر   به   بلافاصله  را  مزبور  ظرف
 سلولها بـا سـرعت        كه   است   بر اين    شرايط فرض    اين  تحت. دكني
  .دنشو  ميسرد و منجمد  دقيقه درجه سانتي گراد در -1

  لوله هاي انجماد حـاوي      روز بعد،    يعني   شب   يك  از  سپ) 13
 .كنيد  منتقل  نيتروژن  تانك بهرا سلولها 

،    تانـك    شـماره    آنهـا شـامل      سـلولها و آدرس     مشخصات )14
   نيتـروژن   تانـك  در دفترمخصوص rack  و شماره holder  شماره
 .دو ش نوشته

 (MEF)محلول انجماد سلولهاي فيبروبلاستي جنين موش 

   درصد50 (FCS)  گاوي  جنين سرم) 1
  درصد40  كننده  تغذيه  سلولهاي محيط كشت) 2

   درصدDMSO2 10  سولفوكسيد  متيل دي) 3
  شود   تهيه  تازه  صورت  به  همواره  محلول اين)  الف
   يـخ    حـاوي    را در ظـرف     ، حتمـا بايـد آن        آن   از تهيه   پس)  ب

  بايد محلـول    سلولها   به  آن   كردن   از اضافه   نگهداري كرد و قبل   
  .شود  تبخير ميDMSO   صورت مزبور سرد باشد درغير اين

  
  ذوب سلولهاي فيبروبلاستي جنين موش 

1 (ml  19 فلاسـك   در يك  كننده  تغذيه  سلولهاي محيط كشت   
را   ودر ظرف)   اتاق دماي(بريزيد )  سانتي متر مربع150 ( بزرگ
  .ببنديد

 .كنيد   مشخص از دفتر انجماد سلوليرا  MEF   سلولهاي آدرس) 2

3(holder تا بتـوان نيد ك  خارج  از نيتروژن را اندكي   rack  مـورد 
 را   آن و     را گرفتـه    ، سـرويال     با فورسـپس    ، سپس   نظر را گرفت  

 . كنيد  مطابقت  را با آدرس  آن مشخصاتدرضمن .  كنيد قفل

اد بگذاريـد تـا    گـر ي درجه سانت37بن ماري  سلولها را در) 4
 .باشد   مانده  باقي  يخ  كنيد تا اندكي  دقت  شوند، ولي ذوب

 . درصد بشوييد70   را با اتانول  ويال سطح) 5

 . را باز نماييد  كنيد و در آن  زير هود منتقل  را به ويال) 6

   فلاسـكي   را به  ويال محتويات ml  2   پيپت  از يك با استفاده) 7
 . كنيد ايد، منتقل  نموده ه تهي  از قبل كه

در  DMSO ، زيـرا   سلولها نيـست   شستشوي  به  كنيد نيازي دقت
  خـارج   و از ظـرف  تبخيـر شـده    درجه سـانتي گـراد  37 دماي
. پوشـانند   را مـي   ظـرف   روز سلولها كـف  3ـ4 از    پس. شود مي
  .ستي محيط ن  تعويض  به  نيازي  مدت  اين طي

 
    موش  جنين ي فيبروبلاست پاساژ سلولهاي
   بـزرگ    فلاسـك  3ـ ـ5   به   بزرگ   فلاسك   يك  معمولا سلولهاي 

   بـه  سـلولي  پاسـاژ . بهتـر اسـت    ظرف  سه ولي. شوند  مي منتقل

                                                                                  
1- Cryocooler 
2- Dimethyl Sulphoxide; DMSO 
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 فرآينـد عبارتنـد       اين  مراحل.  ميشود  منظور تكثير سلولها انجام   
 :از

  . را بكشيد سلولها  روي  محيط كشت )1
  .بشوييد +Mg2 و +Ca2 از  عاري PBS دوبار سلولها را با) 2
3(ml 5محلول   Trypsin/EDTA   در را   فلاسـك  و اضـافه كنيـد

 .  د دقيقه نگهداري3   مدت  به  آزمايشگاه دماي

  كنـاره هـاي      بـه   چنـد ضـربه     سلولها   كامل   جداسازي  براي) 4
 . بزنيد فلاسك

5 (ml  10 خنثـي   بـراي   كننـده   تغذيـه   سـلولهاي  محيط كشت   
  .كنيد  پيپتسوسپانسيون حاصل را و اضافه كنيد   م آنزي كردن

   اضـافه    سـلولي   از سوسپانسيون  ml  5جديد     هر فلاسك   به) 6
  .كنيد

7 (ml  5 هـر    بـه   كننـده،   تغذيـه   سـلولهاي  ديگر محيط كشت 
   اضـافه   فـوق    سـلولهاي      سوسپانـسيون    حـاوي    بـزرگ   فلاسك
 .نماييد

  . كنيد  انكوباتورمنتقل  را به فلاسك) 8
  .پوشانند  مي را كاملاً  ظرف  روز سلولها كف3ـ4  طي) 9
  

 C  با مايتومايسين   موش  جنين تيمار فيبروبلاستهاي

 كننـده    تغذيـه   سـلولهاي   عنـوان  بـه  MEF  از  منظور اسـتفاده  به
 در ابتـدا، تكثيـر آنهـا را           اسـت   ، لازم   سلولهاي بنيادي جنينـي     

 باشـند و از       داشـته    متابوليكي  فعاليت كرد تاتنها بتوانند      متوقف
دو .  نـشوند   تقـسيم   نمايند ولي حمايت   جنيني بنيادي  سلولهاي

شـود اسـتفاده از اشـعه گامـا و            مـي  روش براي اين كار انجام    
 كه در آزمايشگاه مـا از مايتومايـسين       C استفاده از مايتومايسين  

Cشود  مياستفاده.  
گيـرد و از جـدا         قرارمـي  DNA  تهرش ـ دو    بـين  C مايتومايسين  

  كنـد و بنـابراين       مـي    اينترفـاز جلـوگيري    S فـاز      آنها طي   شدن
  . دشو  مي  متوقف  سلولي تقسيم
  :   است  زير  شكل  كار به روش

است   مايتومايسين mg 2  حاوي  آن  ظرف كه C  مايتومايسين )1
 . نماييد را تهيه

2 (ml  1 نماييد ضافه ا  آن  به  استريل  يون  بدون آب  mg/ml) 2(.  
.  كنيـد   منتقـل   اسـتريل   اپندرف  لوله  يك  را به  آن محتويات )3

   و در ضـمن     است    سمي   العاده   فوق   مايتومايسين   كنيد كه   دقت
   نگهداري تاريكي  را در آنبايد    و همواره  است  نور حساس به
 .ردك

ــاي آن) 4 ــراد و در   -20   را در دم ــانتي گ ــه س ــاريكي درج ت
  . كنيد نگهداري

   رسـوباتي    كـه    است  ممكن.  كنيد   را ذوب    آن   استفاده  هنگام) 5
مقـدار نيـاز       بزنيـد و بـه       هـم    را بـه     نماييد، تنها آن    را مشاهده 

 .برداريد

 هـر    به بنابراين.  است µg/ml 10   مورد استفاده  نهايي غلظت) 6
از  µl 100ر مقـدا  ، محـيط كـشت   ml  20  حاوي  بزرگ فلاسك
 انكوبـاتور    را بـه   نماييـد و فلاسـك   اضـافه  mg/ml 2 محلـول 

 5/1معمـولا .  بگذاريـد    سـاعت  5/1ـ ـ3   مـدت   برگردانيد و بـه   
   تغذيـه    سلولهاي   تقسيم   عمل  با اين .   است   مناسبي   زمان  ساعت
 .شود  مي  متوقف دائم طوره  ب كننده

 را برداريـد    C  ين مايتومايس  ، محيط داراي     ساعت 5/1بعد از ) 7
 +Mg2 و +Ca2  از عـاري  PBS  را بـا   بـزرگ  بار فلاسـك سه و 

 Trypsin/EDTA  محلـول   ml  5 سـپس ).  ml10 هر بـار (بشوييد 
  پهلـوي    بـه    ضـربه    دو يـا سـه      بـا زدن  ).   دقيقـه  3( كنيـد     اضافه

 محـيط     مقـدار لازم    ، سلولها را كاملا جدا نماييد و بـه          فلاسك
  .نماييد   اضافه  كننده ذيه تغ  سلولهاي كشت

توانيد دو كـار    مي مورد نيازتانظرفهايبراي پوشاندن كف  )8
 را بـه   سـلولها  يا بر اساس نسبت سطح بـه سـطح  ،انجام دهيد 

 cm2150 براي مثال فلاسكي بـا سـطح   ،تان منتقل كنيدظرفهاي

 است يا اينكـه بـا شـمارش        cm2 25 فلاسك با سطح     6معادل  
منتقـل  سـلول    3000 ظرفهايتـان   از cm2رنهايت به ه   سلول در 

  .كنيد تا كف آنها پوشيده شود
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چسبند و   مي  ظرف  كف به MEF   سلولهاي  كوتاهي  مدت ظرف
 بعد،    ساعت 6ـ12. كنند   پرمي  لايه   صورت تك    را به    ظرف  كف

   كـه    است   بهتر آن   ولي. باشند   مي   استفاده   مزبور آماده   سلولهاي
.  كنيد   بگذاريد و روز بعد از آنها استفاده        شب   يك  آنها را براي  

  ايـن    هـستند و اگـر ظـرف         اسـتفاده    قابل   سلولها تا دوهفته    اين
  . شوند  نشود بايد دور انداخته استفاده مدت از آنها

 هـر چقـدر ايـن سـلولها بيـشتر بماننـد             ،نكتة قابل ذكر اينكـه    
ينه سازند كه زمان تريپـس      مي ماتريكس برون سلولي قطورتري   

  . برد  ميكردن سلولها را بالا
  

شـي و    مو   جنينـي    بنيـادي    توليد سلولهاي   مراحل
   انساني
ــهاي ــددي روش ــراي  متع ــلولهاي   ب ــد س  ICM از ES   تولي

 هـستند و    آنهـا مـشابه    تمـام   كه   است   شده  يه ارا  بلاستوسيست
 از    در بعـضي     البتـه  ]2-4 [وجـود دارد    در آنهـا     اندكي  تفاوت
 .شود  ذكر مي  مرحله  به  مرحله  كه  شده  داده تغييراتي  مراحل

(I روزه  و نيم  سه  ماده  از موشهاي اخذ بلاستوسيست    

  
   : مورد نياز عبارتند از ظروف

Center-Well ــراي ــين  بلاستوسيــست  كــشت ، ب  پاســاژ   و اول
   ESC شبه  كلونيهاي
96 Well كــشت ، بــراي  صــاف تــه   ICM و دوم و پاســاژ اول   
 موشي ICM  سلولهاي

24 Well شبه   پاساژ كلونيهاي براي دومين ، 4ياESCموشي   
  موشيESC   كلونيهاي  كشت براي  ،-T-25فلاسك

 پوشـيده شـده بـا        از ظروف    از استفاده   ، قبل    ذكر است    به  لازم
MEF    دهيـد   قـرار      مورد بررسـي    بايد آنها را زير ميكروسكوپ

   كننـده    تغذيـه    سلولهاي   محيط كشت    آنها را كه    ومحيط كشت 
  . كنيد   تعويض  بنيادي  سلولهاي  با محيط مخصوص است

 

 از    مشتق  پينو گنادوتر   واحد هورمون  5/7به هر موش ماده     ) 1
 .كنيد  تزريق  1 باردار  ماديان سرم

   كوريـوني   ، هورمـون     PMSG ساعت بعد از تزريـق       46ـ48) 2
د و هـر دو     و ش ـ   تزريق   هرموش  حد به  وا 5/7   ميزان  به 2انساني
 . دهيد نر قرار  موش در كنار يكرا    ماده موش

، كنيـد   بررسـي را    واژنـي  ، پـلاك  HCG  روز بعد از تزريـق ) 3
  اي  جداگانــه در قفــسرا    واژنــي  پــلاك  داراي  مــاده موشــهاي

  .شود  مي  در نظر گرفته  بارداري، روز نيم روز اين. كنيد جمع
   بـراي    مناسـب   ، زمان    واژني   پلاك   از مشاهده    روز پس  5/3) 4

ابتـدا    منظور بدين.  است  بلاستوسيست  در مرحله  جنين گرفتن
بـا  را Center-Well   داخـل   كننـده   تغذيـه   سلولهاي كشت محيط
 تعـويض  اسـت IU/ml 5000 LIF   حاوي كه ESC كشت محيط

 كـشت  محيطبا  μl 30   قطراتmm2 35   ديش  كفسپس.كنيد 

ESC حاوي كه   iu/ml 5000 LIFبـا را    قطـرات   و روي گذاشته 
mineral oilديپوشان ب. 

   و دو شـاخ  يدكـش ب  ي نخـاع   قطع  روش بهرا    ماده موشهاي )5
   و مزانتـري   بودند بريده  متصل  هم  به  واژن  از ناحيه   كه  را    رحم
  محـيط   حـاوي mm2 35  ديش  پتري داخل كنيد و جدا را نيز  آن
T6 دهيدقرار .  
 داراي T6  از محـيط كـشت  برداريـد و     انسولين  سرنگ يك)6

mg/ml 4 ، BSA زير استريو . يدكن   خم كميرا   د و سر آنكني پر
   كـوچكي    بريـدگي    با قيچي    رحم   در دوسر شاخ    ميكروسكوپ

د، كني ـوارد  را   محيط     واژن   از ناحيه    انسولين  ايجاد و با سرنگ   
  خـارج  هـا    بلاستوسيست   ديگر رحم   از طرف در اين حالت    كه  
  ).گويند  ميبه اين روش فلاش كردن( شوند مي

 دهيـد و      انتقـال  μl 30 قطرات   داخل  جنينها را بعد از هر فلاش     
 .كنيد  انكوبه

________________________ 

1- PMSG: Pregnant Mare Serum Gonadotrophin  
2- HCG: Human chorionic gonadotrophin 
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(II روزة انساني7 تا 5هاي اخذ بلاستوسيست    

 ادهكه بـراي كارهـاي تحقيقـاتي اسـتف          هاي انساني بلاستوسيست
شوند جنينهايي با رتبه هاي پايين هـستند كـه بـا روشـهاي       مي

IVFشوند  مي در آزمايشگاههاي درمان ناباروري توليد.  
 

  توليد سلولهاي بنيادي جنيني
توليد سلولهاي بنيادي جنيني ازموش يا انسان ، يك فرايند چنـد            

  : اي است كه به طور شاخص شامل مراحل زير است مرحله
  

 از تروفواكتودرم   (ICM) سلولي داخلي    جداسازي توده 
  )قبل از لانه گزيني(جنين در مرحله بلاستوسيست 

 بـراي توليـد رده      ICMبسياري از عوامل دخيل در جداسـازي        
. سلولي بنيادي جنيني هنوز به طور كامـل شـناخته نـشده انـد             

برخي از اين عوامل عبارتند از؛ مرحله جنـين مـورد اسـتفاده،             
 مدت زماني كه جنين كشت شده تا به         ،روش فريز و ذوب آن    

مرحله بلاستوسيست رسيده، شرايط كشت، چگونگي كيفيـت        
ICMــودرم ــازي  .  و تروفواكتـ ــوركلي جداسـ ــه طـ  از ICMبـ

 جراحي ايمني و  كلاسيك با دو تكنيك  بلاستوسيست به روش  
گيـرد كـه هـر دوروش در توليـد            مـي  روش مكانيكي صورت  

لازم بـه   . شي كـاربرد دارد   سلولهاي بنيادي جنيني انساني و مو     
كه روشهاي ديگري همچـون روشـهاي اسـتفاده از           ذكر است 

 انتقال هسته و انتقال هسته تغييريافتـه در توليـد     ،تك بلاستومر 
  .شود  ميسلولهاي بنيادي جنيني نيز استفاده

  
   1جراحي ايمني

 در ســال SolterوKnowles  كليــات انجــام ايــن روش توســط
زونـا  ( 2مل برداشـتن ناحيـه شـفاف   ه شـد ، كـه شـا   اي ار 1975

با استفاده ازمحلول اسيدتايرود ، انكوباسـيون جنـين         ) پلاسيدا

________________________ 

1- Immunosurgery 
2- Zona pellucida 

ــادي   ــي ب ــلولهاي     (در آنت ــه س ــادي ب ــي ب ــا آنت ــه دراينج ك
شـوند و نـه       مي تروفواكتودرمي كه در سطح قرار دارند متصل      

و سپس ليز كردن سلولهاي ) كه در قسمت داخل استICM به
سازي آنتي بادي در كنار كمپلمان و        لتروفواكتودرم توسط فعا  

نهايت پيپت كردن ساده جنين براي جداسازي سلولهاي ليز          در
 . ICMتا باقي ماندن ICMشده اطراف

ICM       جداشده حاصل، برسلولهاي تغذيه كننده (MEF)   كـشت 
  .شود  ميتوضيح داده) 2(شود كه در مرحله   ميداده

 ت تجربـي تعيـين    زمان مناسب براي انجام اين فرايند به صور       
 و  روز7 تـا   5بـين    براي جنينهـاي انـساني     شود كه معمولاً   مي

  .  روز است4 تا 3/ 5براي جنينهاي موشي 
نكته قابل توجه ديگر اين است كه ، جنينهايي براي ايـن كـار              

ــره  ــشكيل حف ــه در حــال ت ــد ك ــد بلا مناســب ان ستوســل ان
يـن  در غيـر ا   .  دسـت نخـورده اي دارنـد       نسبتاً وتروفواكتودرم

 را جدا كـرد كـه توضـيح         ICMصورت بايد با روش مكانيكي      
  .شود  ميداده

  
  مواد مورد نياز

  )4طرز ساخت در ضميمه (  اسيد تايرود ●

 3 عليه سرم انسانيآنتي بادي ●

محتواي هر ويال آنتي بادي را بر اساس مقدار مـورد اسـتفاده             
در هر مرحله، در ميكروتيوبهاي جداگانـه تقـسيم و در دمـاي             

 درجه سانتيگراد نگهداري كنيد، هنگام استفاده بـا محـيط           -80
 رقيـق و قطـره گـذاري        1:3 به نسبت    hESCكشت جداسازي   

 )براي جراحي ايمني جنين انساني( نماييد

  
  عليه سرم موشيآنتي بادي ●

آنتي بادي را بر اساس مقدار مـورد اسـتفاده           محتواي هر ويال  

________________________ 

3- Antihuman whole seum antibody 
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نـه تقـسيم و در دمـاي        در هر مرحله، در ميكروتيوبهاي جداگا     
 درجه سانتيگراد نگهداري كنيد، هنگام استفاده بـا محـيط           -80

 رقيق و قطـره گـذاري       1:3 به نسبت    mESCsكشت جداسازي   
  )براي جراحي ايمني جنين موشي( نماييد

  
 1 خوكچة هنديكمپلمان ●

 اساس مقدار مورد اسـتفاده در        بر كمپلمان را  محتواي هر ويال  
 -80يوبهاي جداگانه تقسيم و در دمـاي        هر مرحله، در ميكروت   

درجه سانتيگراد نگهداري كنيد ، هنگام استفاده با محيط كشت          
 رقيــق و قطــره 1:10 بــه نــسبت mESCيــا  hESCجداســازي 

پيپت پاستور را روي   پردازش شده  پيپت پاستور  گذاري نماييد 
نگه داريد تا گرم شود و سپس يكنواخـت آن را بكـشيد    شعله

 در ICM به قطر اي نازك شود كه تقريباً  به اندازه (تا نازك شود    
كتـودرم را جـدا     وافوكه بتوان با آن سلولهاي تر      طوريه  ب) آيد
  .كرد

  
  روش انجام كار

البتـه در   ( شود    مي دراين فرايند هرجنين جداگانه پردازش     -1
 جنين نيـز    10توان تا     مي مورد جنينهاي موشي تا مرحله كشت     

 هاي  انجام اين فرايند به يك سري ديش      براي  . )با هم كار كرد     
انـدازه  .  است آمده 3  شكل  در قطره گذاري شده نياز است كه     

پس از قطره گذاري مطابق شـكل روي        .  است μl 30هر قطره   
قطره ها را با روغن معدني تست شده بپوشانيد و سـپس ايـن              

 دار قـرار    2COظرف ها را به مدت يك سـاعت در انكوبـاتور            
چـون  : اسـتثنا .( بـه تعـادل برسـد      pH دمـا و     دهيد تا از لحـاظ    

كمپلمان خيلي ناپايدار اسـت بايـد بلافاصـله قبـل از اسـتفاده              
 ).قطره گذاري شود

________________________ 

1- Guinea pig complement 

در زيــر استريوميكروســكوپ جنــين را بــه كمــك پيپــت   -2
هدايت شونده توسط دهان به اولين قطره اسيد تايرود ببريد و           

 عبـور  قطـره بعـدي اسـيد تـايرود     خيلي سريع جنين را از دو
شود و ممكـن اسـت     مي حلدراينجا ناحيه شفاف كاملاً .دهيد

در قطره آخر كف ظرف بچسبد كه بايـد بـه آرامـي بـا پيپـت                 
سپس اين جنين به قطره هـاي شستـشو         . كردن آن را جدا كرد    

  . شود  ميمنتقل
  

  
  گذاري براي انجام جراحي ايمني  قطره.3شكل

  

ا به قطـره آنتـي      ناحيه شفاف است ر    جنين حاصل كه فاقد    -3
 دقيقه جنين را بـه قطـره       30بادي منتقل كنيد و بعد از گذشت        
 . دقيقه زمان بگيريـد 5 الي 3هاي شستشو ببريد و در هر قطره   

در اين مرحله براي جنين انساني آنتي بـادي عليـه سـلولهاي             (
انساني و براي جنين موش آنتي بادي عليـه سـلولهاي موشـي             

  ).استفاده شود
به قطره حـاوي كمپلمـان منتقـل كنيـد و بعـد از              جنين را    -4
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دقيقه انكوباسيون جنين رامشاهده كنيد، اگر ابزارهاي ايمني        15
به خوبي عمـل كـرده باشـند،        ) سيستم كمپلمان و آنتي بادي      (

 سلولهاي تروفوبلاسـتي بـه شـكل بـادكنكي و بـادكرده ديـده             
اگـر   ).4شكل(شوند كه نشان از ليز شدن اين سلولها است           مي

 سلولهاي تروفوبلاستي بـه شـكل بـادكنكي در نيامـده باشـند            
 دقيقه يك بار آنها     5بايست به انكوباسيون ادامه دهيد و هر         مي

را مشاهده كنيد و زماني كه سلولهاي ليز شـده جديـد ديديـد              

) قطــره هــاي شستــشو(جنــين را در قطــره هــاي جداســازي 
لمـان  بايدتوجه داشت كه زمان انكوباسيون كمپ     . شستشو دهيد 
جنـين را بـه آرامـي پيپـت كنيـد      .  دقيقه باشد  30نبايد بيش از    

 ICM هم اندازه     كه گفته شد قطر پيپت بايد حدوداً       طور همان(
  ). جدا شوندICMتا سلولهاي ليز شده تروفواكتودرم از  باشد

5– ICM              را در قطره هاي محيط حـاوي سـرم شستـشو دهيـد 
  ). انجام شود2مرحله (

  

  
   هاي جدا شدهICM (C) بلاستوسيست هاي تيمار شده با كمپلمان (B) )دهد  مي را نشانICMپيكان ( در مرحله بلاستوسيست جنين(A) .4شكل

  
  روش مكانيكي

طور كه گفته شد جنين هايي كه تروفواكتودرم سـالمي            همان
 بلاستوسيست ها .ندهستندارند انتخاب خوبي براي اين روش       

شوند و    مي خلي شان رتبه بندي   بر اساس اندازه توده سلولي دا     
 طبق اين رتبه بندي كل جنين و يـا بخـشي از آن كـشت داده               

 و MEF دراين روش پس از كشت بلاستوسـيت روي         .شود مي
چسبيدن جنـين بـه كـف ظـرف سـلولهاي تروفواكتـودرم بـه          

كننـد ولـي     صورت دو بعدي در سـطح شـروع بـه رشـد مـي             
 تكثيـر  ت بـالا  به صـورت سـه بعـدي بـه سـم          ICMسلولهاي  

) براي جنينهاي موشـي   ( روز   5  الي 3بعداز   يابند كه معمولاً    مي
به صورت يك برآمـدگي     ) براي جنينهاي انساني  (روز   7 الي 5

شوند كه درايـن هنگـام بـا كمـك يـك             گنبدي شكل ديده مي   
تـوان بـه      مـي  )ايـم  آنرا روي شعله نازك كـرده      كه قبلاً ( پيپت  

بايد توجه داشت كه  . د را از تروفواكتودرم جدا كر     ICMراحتي  
 تعدادي از سلولهاي تروفواكتودرم نيـز جـدامي         ICMبه همراه   

  . شود  ميشوند كه در كشت هاي بعدي خالص سازي
  

  ICMكشت 
ICM             حاصل را در ظرفي كه كف آن با سلولهاي تغذيه كننـده 

ده شـده اسـت كـشت       انپوش ـ) از لحاظ تقسيم  (غير فعال شده    
 بعد به سلولهاي تغذيه كننـده      ساعت   24 تا    حدوداً ICMدهيد،  

درتمامي موارد ، تقسيم سـلولهاي تغذيـه كننـده را           . چسبد مي
كننـد    مـي  قبل از هم كشتي با سلولهاي بنيادي جنيني متوقـف         

  ).به طور مفصل شرح داده شده كه قبلاً(
 در مورد جنين هـاي انـساني بايـد بـه            ICMچون بعد از رشد     
 ICMبهتــر اســت  ، را چنــد قطعــه كنيــدICMروش مكــانيكي 

 ،انساني در ظرفهاي پهن مثل ظرفهاي چهارخانه كشت شـوند         
اما در مورد جنينهاي موشي چون هم تعداد زياد اسـت و هـم              

خانه بهتر اسـت    96پراكنده كردن به روش آنزيمي است ظرف        
 MEF  با  شده  پوشيده  خانه96   از پليت  خانه در يك ICM هر(
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  ).دو ش  داده كشت
سلولهاي رايـج تغذيـه كننـده،       بلا نيز گفته شد     همان طور كه ق   

كه قابل ذكر است ( هستند MEF لاست هاي جنين موشبفيبرو
 دراينجا تأمين كننده برخي مواد ناشناخته مـورد نيـاز           MEFكه  

 اي سلولهاي بنيادي جنيني و همچنين فراهم كننده غشاي پايـه         
(ECM)1 براي چسبيدن سلولها به كف ظرف است .(  
 كشت سلولهاي بنيـادي در  راستايخي محققين كه در   بر اخيراً

موفق به كشت    كنند،  مي كار 2شرايط عاري از مشتقات حيواني    
ICM    از منـابع انـساني روي آورده و رده           بر بسترهايي مـشتق

كه در ادامه مروري نيز بـر ايـن روشـها     اند، سلولي توليد كرده
  .خواهيم داشت

  
  ICM3پراكنده كردن 

ICM ايـن كـار را انجـام     يـد  توان  مـي   زير  روشهب:  هاي موشي
   :دهيد

ــس) 1 ــار روز پـ ــشت چهـ ــست  از كـ از را ICM , بلاستوسيـ
 96  يـد ودر ديـش    كن جدا     پاستور   پيپت   كمك   به  تروفوبلاست

 .دهيد   كشت  مايتومايسينه  با فيبروبلاست  شده  پوشيده خانه

 ،  كـه  رتيـب  اين ت به. د كنيمنفردرا  ICM  روز بعد، سلولهاي )2
  شو شست ـ -PBS  بـار بـا    2،  كنيـد   حـذف را   سلولها    محيط روي 

، بعـد از    كنيـد    سلولها اضـافه     به μl70 ،  Trypsin-EDTA،  دهيد
تـا   كنيـد    بـار پيپـت    40 سـمپلر،      كمـك    به   دقيقه 5/1  گذشت
 از    دقيقـه  3  بعـد از گذشـت    . از هم جدا شوند    ICM  سلولهاي

   منظـور خنثـي   بـه  ESC محـيط  μl70،  تيمار سلولها با تريسپين   
را    كـردن    پيپـت    بار ديگر عمل    ،چندينكنيد   اضافه   آنزيم  شدن

  . انجام دهيد
   ديگـري   خانـه 96   در پليت را  حاصل  سلولي سوسپانسيون )3

________________________ 

1- Extra-Cellular Matrix; ECM 
2- Xeno-free culture 
3- ICM Dispersion 

  .دهيد   كشت  شده  پوشيده مايتومايسينه MEF   از سلولهاي كه
ICM   ري اسـت كـه     در مراحل اوليه توليد، ضـرو      :انساني هاي

 قطعـه   3 الـي    2 كشت شده را بـه       ICMكلوني تشكيل شده از     
 .در ظرفي هم سطح يا با سطح بيشتر منتقل كنيد          برش دهيد و  

، بايد آنهـا    )1-5(كمي قطعه وجود داشته باشد       اگر تنها تعداد  
البتـه بايـد    . را در ظرف كشت جديد نزديك هـم قـرار دهيـد           

بهتـر اسـت    .  باشند توجه كردكه فضاي كافي براي رشد داشته      
قبل از آنكه لبه كلوني ها با هم تماس پيدا كنند وهمچنين قبل             

  . در آنها مشاهده شود پراكنده شوند هاي تمايز از اينكه نشانه
 سـوم محـيطش     –دو   كنند ،   مي وقتي كلونيها به آهستگي رشد    

 روز تعويض كنيد تـا درتمـام مـدت حالـت آن             3 الي 2را هر   
 سـوم  -اي بهتر و بيـشتر ، هـر روز دو   براي كلونيه . حفظ شود 

  .محيط تعويض شد
  

  ي ازحصول سلولهاي بنيادي جنين
  سلولهاي موشي

  هـاي   خانـه  , ICM   از پاساژ سلولهاي  روز پس هفتحدود ) 1
تيمار و  Trypsin/EDTA   با آنزيم را   تمايز نيافته  سلولهاي داراي

 بــا  شــده   پوشــيده  ديگــري  خانــه96   و درديــشكنيــدمنفــرد 
 .ددهي پاساژ   مايتومايسينه فيبروبلاستهاي

ــدود)2 ــين  ح ــاژ، اول ــد از پاس ــاي  دو روز بع ــبيه  كلونيه    ش
  بايـد  ازديـاد،   بـراي   كـه  )5لكش ـ(د وش  ميظاهرES  4سلولهاي
 بــا    شــده  پوشــيده Center-Well و در ظــرف دهيــد  پاســاژ 

 . دهيد   كشت  مايتومايسينه فيبروبلاست

 Center-Well  موجود در هاي ، كلوني  بعد ساعت48حدود ) 3

   بـا فيبروبلاسـت    شـده  پوشـيده  خانـه -6   از ظرف  خانه  يك به
 .دهيدپاساژ 

________________________ 

4 ES cell like 
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موجـود در ظـرف    ESC  ، كلونيهـاي   ساعت بعـد 48حدود ) 4
   سلولهاي   لايه   از يك    پوشيده cm225 (T-25)  فلاسك  خانه به -6

  . دهيد ه داد ، انتقال  ماتيومايسينه كننده تغذيه

در نظـر   (P1)1  پاساژ  اولين معادل T-25   در فلاسك  كشت اولين
 بـه را  LIF   بعـد غلظـت    بـه   مرحلـه  د و از ايـن وش ـ  مي گرفته

1000IU/ml محـيط    از ذكر شـده   موارد    در تمامي .  دهيد كاهش 
  . استفاده كنيدESC  كشت

  

  
  

. دهد شان مي را نMEFو تروفواكتودرم چسبيده به سلولهاي  ICM.5شكل 
به  ICMطور كه مشخص است تروفواكتودرم به صورت دوبعدي و  همان

  .صورت سه بعدي رشد كره است

  
   انسانيسلولهاي

نيهــايي بــا و روز كل8 الــي 6 بــا تكــرار مرحلــه قبــل بعــد از 
دست مي آيد، كه بعد     ه   ب hESCمورفولوژي شاخص كلونيهاي    

نكتـه قابـل     .دهيـد  روز بايد آنهـا را پاسـاژ         8 الي   6از اين هر    
توجه آن است كه مي توان آنها را به مدت طولاني كـشت داد              

كه در قسمت بعدي توضيح     (يا براي سالها منجمد نگاه داشت       
حتي ايـن سـلولها ميتواننـد        در شرايط مطلوب،  ) داده مي شود  

________________________ 

1 Passage 1; P1 

كاريوتايپ طبيعـي خـود را بـراي سـالها      حالت غير تمايزي و   
  .حفظ كنند

 
  ولهاي بنيادي جنيني موشيروش بهينة توليد سل

يكي از دغدغه هاي اكثر مراكز تحقيقاتي توليد ردة سـلولي از            
روشهايي كه تاكنون براي توليد رده      . موشهاي ترانس ژن است   

هاي سلولي استفاده شده است زمان بر و بـا بـازدهي نـامعلوم       
كه احتمالاً به دليل استفاده از مواد و تجهيزات گوناگون          (است  

  ).گاههاي مختلف استدر آزمايش
در همين راستا دانشمندان موسسه كارولينا توانسته اند با يـك           
سري تغييرات در روشهاي قديمي روش جديدي ابـداع كننـد           

 روز و 20 تــا 15 مــدت زمــان توليــد ردة ســلولي ،كــه در آن
  ].5[ درصد گزارش شده است 50بازدهي روش حدود 

  .رده شده استوآ 6شكل  نكات و مراحل انجام اين روش در
 روزة 3-5 در ايــن روش بــه جــاي اســتفاده از پاســاژهاي -1

MEF         از پاسـاژ هـاي اول يـا دوم          ، كه قـبلاً اسـتفاده مـي شـد 
 زودتر به پيري مـي    MEFاستفاده شده، چرا كه پاساژهاي بالاتر     

رسند و در كل قدرت كمي براي پشتيباني از توليد ردة سلولي            
  .دارند

 هايي است كـه     MEF استفاده از    ،ش نكتة مهم ديگر اين رو     -2
حداكثر يك روز بيشتراز زمان مايتومايسينه كردن آنها نگذشته         

 هـايي كـه زمـان بيـشتري ازمايتومايـسين           MEF چرا كه    ،باشد
كردن آنها مي گذرد، ماتريكس برون سلولي ضخيم تري توليد          

 مشكل سـاز    ICMمي كنند كه بعداً در پراكنده كردن سلولهاي         
  .مي شود

)  درصـد  5/2(نكته ديگر، استفاده از غلظت بالاتر تريپسين         -3
  .استICM در مرحله پراكنده كردن سلولهاي
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   مراحل توليد سلولهاي بنيادي جنيني موشي.6شكل 

  
ــداري ( ، داشــت) كــشت ( كاشــت   و برداشــت)  نگه

   موشيجنيني  بنيادي سلولهاي) پاساژ و انجماد(
  لازم   جنينـي  بنيـادي   سـلولهاي    منظور حفظ شرايط پرتـواني  به

 . كـرد    و نگهـداري    كـشت     آنها را در شرايط مطلـوب        كه  است
  بنيـادي    سـلولهاي   مواظـب   دقت به  شود كه  مي  توصيه بنابراين
ــي ــوده  جنين ــواره ب ــوژي  و هم ــت   مورفول ــا را تح ــك  آنه   ي

  همچنـين .  كـرد  بررسـي معكـوس     فاز كنتراست   ميكروسكوپ  
 آنهـا    كـشت    بـراي    مطلـوب    محيط كشت    از يك    كه  ت اس  لازم

   سـرعت    بـه   بـسته ( روز     نمود و هر دو يا حداكثر سـه         استفاده
  بنيادي   سلولهاي  در كل  ).3   به 1  نسبت(آنها را پاساژ داد     ) رشد

.  پاساژ يا انجمـاد هـستند   آمادهsub confluence   در زمان جنيني
   هـم    در مجاورت   اند كه   كرده شد كلونيها، آنقدر ر     زمان  اين در

،    سـاعت  48  ، ظـرف  3   بـه  1  با نسبت .  )7شكل( گيرند  قرار مي 
 كلونيهـا تغييـر      اگـر در شـكل    . رسند  مي    فوق   حالت  كلونيها به 
 كـاملا     به   صاف   كلونيها از حالت    وجود آمد و كناره   ه   ب  ناگهاني
آنهـا   شـد، از    تمـايز در آنهـا مـشاهده     و حالـت  تبديل  مضرس
 و پاسـاژ      انجمـاد، ذوب     نحـوه    بيـان    بـه   در زير .  نكنيد  استفاده

  . پردازيم مي (ESC)   جنيني  بنيادي سلولهاي
  
  
  
  

  

  
  

به حالت . B1 رويان  موشي جنيني بنيادي   كلونيهاي سلولهاي.7 شكل
  دوكي شكل و سه بعدي كلونيها توجه كنيد

  
    جنيني بنيادي   سلولهاي نگهداري

  جنيني  بنيادي  سلولهاي در محيط كشت  جنيني بنيادي  ايسلوله
   ايـن   تركيبـات . شوند   مي   و نگهداري   كشت )2 جدول(موشي  
،    كـشت    ظرف   اندازه   به   بسته .است   شدهدر ادامه آورده    محيط  
   اين   به  افزودني    سرم  كند كيفيت    تغيير مي    محيط افزودني   حجم

  1 گـسترش    بـر بـازدهي      كـه   يطور  به؛   است  محيط بسيار مهم  
اثـر     جنينـي  بنيـادي ي  از سـلولها   حاصـل   تعدادكلونيهاي يعني

________________________ 

1- Plating Efficeincy 
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 .گذارد مي

 را   جنينـي  بنيـادي    سـلولهاي   روي هر روز بايد محـيط كـشت  
 روز بايـد آنهـا     نمـود و هـر دو روز يـا حـداكثر سـه        تعويض

 در    كـه    اسـت    آنقـدر مهـم      محـيط كـشت     راپاساژ داد كيفيـت   
 تمـايز    جنينـي  بنيـادي   ، سـلولهاي   مناسب  نبود كيفيت صورت

  ).8  شكل(يابند  مي
  

   موشي جنيني  بنيادي  سلولهاي  محيط كشت  تركيبات.2 جدول
(ml)ماده نام  شركت  شماره كاتالوگ  حجم    
 500 10829-018 Gibco Knockout DMEM  

 5  15140-148  Gibco  ـ استرپتومايسين  سيلين پني    
5  11140-035  Gibco  غيرضروري  آمينه اسيدهاي    
5/0  M7522  Sigma   )1:1000( بتامركاپتواتانل   

75  161141-079 Gibco 1سرم جنين گاوي مخصوص كشت  

  شود  مي  اضافه لوله  هر  بهESGRO  ياLIF  و ـ گلوتامين ال   استفاده  هنگام شود و به  مي بندي تقسيم ml 50  هاي  در لوله  فوق محلول 
  

  

 
 تمايز  كلونيهاي  و  تمايز يافته  جنيني  بنيادي  سلولهاي  كلونيهاي.8  شكل

  نيافته
  

  موشي   جنيني  بنيادي پاساژ سلولهاي
 از تمـايز   و نيـز جلـوگيري    جنيني بنيادي   تكثير سلولهاي براي

كلونيهـا     اندازه  هرگاه  زيرا  , آنها را پاساژ داد      كه   است  آنها لازم 
   مـوارد زيـر      پاسـاژ شـامل      واژه .يابنـد    شود، تمـايز مـي      بزرگ
  :شود مي
  . سلولها را برداريد محيط روي) 1
  براي(بشوييد  +Mg2 و +Ca2  از عاري PBS دوبار سلولها را با) 2

  ).ml 10  بزرگ فلاسك و ml 5   كوچك فلاسك
3( PBS و ريـد را بردا  ml 2  محلـول  PBS-EGTA    بـه فلاسـك

  بـين +Ca2   حـذف  سـبب  EGTA. )دقيقـه 2(نيد  ك كوچك اضافه
   مـشخص  اي  سـلولها فاصـله    بين  آن دنباله شود و ب   سلولها مي 

  ).9 شكل( شود مي
  

  
  سلولهاي   شدن  و مشخص  كلسيم  يون  جذب سبب EGTA  افزودن .9 شكل

  شود  مي  در هر كلوني  جنيني بنيادي

 
  .را برداريد PBS-EGTA   محلول  تمام  هر چه آرامي به) 4
5( ml1  محلـول Trypsin/EDTA زمـان    دقيقـه 3 و كنيـد  اضـافه 

  فلاسـك     بار به    تيمار، دو يا سه      زمان   انتهاي   به   نزديك .بگيريد
   زمـان   در انتهـاي  .  شـوند    سـلولها كنـده      بزنيـد تـا همـه       ضربه

ــده ــوان ، مــي باقيمان ــسيون  ســلولها را پيپــت ت    كــرد تاسوسپان
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  . آيد دسته ها ب از آن سلولي تك
6( ml5 محيط ES-DMEM را   سـلولي   كنيد و محتويـات  اضافه 

 MEF   حـاوي  كوچـك   عدد فلاسـك   سه  به كردن  از پيپت پس

محيط  ).ml2 هر فلاسك( كنيد   منتقل  با مايتومايسين تيمار شده
محيط  ml5  با  ) قبل   ساعت 3ـ4 ترجيحاً( از قبل را   فلاسكها    اين

  .كنيد  تعويض موشي  جنيني نيادي ب  سلولهاي كشت
  

   موشي  جنيني  بنيادي انجماد سلولهاي
 شـوند بـه   منجمـد مـي   MEF  بـا  همـراه   جنيني بنيادي  سلولهاي

منجمـد     ويـال  سـه  در cm225   كوچـك   فلاسـك   كـه   طـوري  
 از انجمـاد سـلولها، محـيط          قبـل   سـاعت   يك  حداقل. شود  مي

   اقـدام    و سپس  كنيد  تعويض  تازه    آنها را با محيط كشت      كشت
 cm2 25   كوچـك   فلاسـك يك   انجماد     مراحل .كنيد انجماد    به

  : عبارتند از
پنج مرحله اول مربوط به پاسـاژ سـلولهاي بنيـادي موشـي را              

  .انجام دهيد
ديگر محـيط   ml2  كنيد و  منتقل  لوله  يك  را به سوسپانسيون) 6

 از شستـشو،     كنيـد و پـس        اضافه   فلاسك  بهES-DMEM كشت
 . نماييد  اضافه  لوله  را به  آن محتويات

 سـانتريفوژ   rpm 800 و بـا دور      دقيقـه  8   مدت  سلولها را به  ) 7
  .كنيد

   كوچك  هر فلاسك  ازاي به ,2  (Nunc(ml انجمادي  ويال سه) 8
ــه ــا ماژيــك تهي ــد و ب    مشخــصات  آن روي   مخــصوص  نمايي

در   جنيني ، بنيادي  سلول  رده  نام شامل   جنيني بنيادي  سلولهاي
 . انجماد را بنويسيد تاريخو   ، پاساژ  نياز نژاد موش صورت

 . سلولها را برداريد محيط روي) 9

  . بزنيد  هم  را به سلوليپلاك  ،  آرام  چند ضربه با زدن) 10
11( ml 3 كنيد و سلولها را پيپـت   اضافه  لوله  انجماد به محلول   
  انجمـاد سـلولهاي    محلـول   تركيبـات  د و غلظت موا نوع. كنيد

 و بايـد    اسـت   شده  قبلا بيان است كه MEF  شبيه   جنيني بنيادي

 محـيط     جـاي    بـه    كـه   اسـت    آن  تنها تفاوت .  سرد باشد   محلول
   كـه  ES-DMEM   از محيط كـشت      كننده   تغذيه   سلولهاي  كشت
  .دوشمي   است، استفادهLIF (1000IU/ml) حاوي

12(ml 1 اضـافه   انجمـادي   هر ويال بهرا    فوق از سوسپانسيون   
 .كنيد

 درجـه  4 (  در يخچال  از قبل كه 1 انجماد  ظرف بهرا ويالها ) 13
   ظـرف    و سـپس    كنيـد   شـود، منتقـل      مي  نگهداري )سانتي گراد 

  منتقـل  ) درجه سانتي گـراد – 70 ( فريزر  به بلافاصلهرا مزبور 
 .دكني

   منتقـل    نيتـروژن    تانـك    را بـه     انجمـادي   لهايروز بعد ويا  ) 14
 .دنمايي

  و شماره holder  ، شماره  تانك شمارهشامل  سلولها  آدرس) 15
rack در  ،  جنينـي  بنيـادي   رده  نـام   سـلولها شـامل   و مشخصات

 فـرد     انجمـاد، نـام     ، تعداد پاساژ، تاريخ      نياز نژاد موش    صورت
در را   جنينـي  بنيادي  رده  بر شده   انجام  تغييرات ومنجمد كننده

 .بت كنيدثدفتر مربوط به آن 

 
  موشي جنيني  بنيادي  سلولهاي ذوب

   و ذوب  كنـدي  بـه   جنيني بنيادي   انجماد سلولهاي  طور كلي به
   بنيـادي    سـلولهاي    ذوب  بـراي . شـود    مـي    انجام   سرعت  آنها به 
 )cm2 25 (  كوچـك    فلاسـك   يكشده در      كشت  موشي جنيني

   :مراحل زير را انجام دهيد
تيمـار   C   با مايتومايـسين   از قبل كهرا    فلاسك محيط كشت) 1

  محيط كشت ml7  آن  جاي و به   برداشته  است شده
  ES-DMEMكنيد اضافه  . 

 آنها را از دفتـر   و مشخصات   جنيني بنيادي   سلولهاي آدرس) 2
   را روي   لوليس ـ   كنيد و مشخصات     انجماد ملاحظه   مخصوص
  . بنويسيد فلاسك

________________________ 

1- Cryocooler 
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   را گرفتـه    شود، ويال    مي   قفل   كه   فورسپس   از يك   با استفاده ) 3
درجـه   37  آب  را بـه   آن  نماييـد و بلافاصـله    خـارج  و از تانك

   آب   ويـال    داخـل    نماييـد كـه      دقـت  . نماييد  منتقلسانتي گراد   
 .نرود

 شد و مقـدار      وب ذ   ويال   محتويات   بخش عمده    كه  هنگامي) 4
 70  با اتـانول    را   ويال   ماند، سطح    منجمد باقي    صورت   به  كمي

 . را زير هود باز كنيد  ويال دردرصد بشوييد و

   تـدارك    از قبـل     كـه    كوچكي   فلاسك   را به    ويال  محتويات) 5
  . كنيد  بوديد منتقل ديده

 37 و CO2  درصـد 5،   انكوبـاتور مرطـوب    را بـه  فلاسـك ) 6

 . نماييد منتقلجه سانتي گراد در

 . نماييد روز بعد، محيط سلولها را تعويض) 7

 
  از سـلولهاي   جنينـي  بنيادي   سلولهاي جداسازي

 تغذيه كننده 
 تـا در    است  لازم  جنيني بنيادي   تمايز سلولهاي  منظور انجام به

را از فيبروبلاستهاي جنـين مـوش      جنيني بنيادي  ابتدا سلولهاي
(MEF)  زير را به ترتيب انجام  منظور، مراحل  اين براي.  جدا كرد
 :دهيد

را   جنينـي  بنيـادي    پاساژ سلولهاي  دستورالعمل1ـ 5  مرحله) 1
  . دهيد انجام

   كوچـك   فلاسك به ES-DMEM  محيط كشت ml 5در انتها) 2
تـا  .  نماييـد    پيپـت   خـوبي    را به    سلولي  محتويات  كنيد و   اضافه

   بسيار مهم    موضوع  اين.  آيد  دسته   ب   سلولي  تك  سوسپانسيون
 از   تعـداد زيـادي    بعـدي  ، در مراحل صورت  ، در غير اين  است

فلاسك كوچك را به يك     يك سوم   . رود   هدر مي  ES  سلولهاي
 ml مخصوص كشت سلول منتقل كنيـد و  )cm) 10پتري بزرگ   

  ن نماييد و سوسپانسيو     اضافه   آن   به ES-DMEM   محيط كشت  8
ــه ــم را ب ــع    ه ــا توزي ــد ت ــت   بزني ــلولها يكنواخ ــد  س .  باش

 بيـشتر   MEF   سلولهاي   فاز كنتراست  معكوس  زيرميكروسكوپ
 هـستند     و تيـره     مـضرس    جنيني و با كنـاره       بنيادي  سلولهاي از

  .  است  و براق  صاف  جنيني  بنيادي  سلولهاي  كناره  كه درحالي
 را    آن   سـاعت  5/1 كنيد و بـراي      انكوباتور منتقل    را به   پتري) 3

    سـلولهاي    مـدت    ايـن   طـي .  كنيد   انكوبه  حركتي   هرگونه  بدون
MEF گردند، درحـالي     مي  شوند و پهن     مي   متصل   ظرف   كف  به  
   بـاقي   سوسپانـسيون   حالـت  بـه    جنينـي  بنيـادي    سـلولهاي  كـه 
  چـسبيدن   بـه   شـروع   دقيقـه 5بعـد از   MEF  سلولهاي. مانند مي
  ).10  شكل(كنند  يم

  

  
   بهMEF   سلولهاي  گرد و شناورند ولي  صورت به   جنيني بنيادي   سلولهاي  كنيد كه  توجه قبل از جداسازي) MEF. A از   جنيني  بنيادي  سلولهاي  جداسازي.10 شكل

   از جداسازي  بعد) B. اند  شده  و پهن  چسبيده  ظرف كف
  
 را بـا      رويـي   سـلولي    سوسپانسيون.  نماييد   سلولها دقت   تفاوت  بـه .  كنيـد    نگـاه    فـاز كنتراسـت      را زير ميكروسكوپ    پتري) 4
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  . كنيد  منتقل اي  لوله  برداريد و به پيپت

   بزنيـد و سـطح       پليـت    كناره   به   اشاره   با انگشت   چند ضربه ) 5
  موشـي   جنينـي    بنيـادي    سلولهاي   محيط كشت  ml5 با     را پتري

 . نماييد  منتقل  لوله  همان  را به توياتو مح بشوييد

 سـانتريفيوژ   دقيقـه  8  بـه مـدت  rpm 800  را با سرعت لوله) 6
 .كنيد

 . كنيد  را حذف محيط رويي) 7

 . بزنيد  هم  را به سلوليرسوب  ،  لوله  به  آرام با چند ضربه) 8

 را    مـورد نظرتـان      سـلولها، محـيط كـشت       بهلازم   مقدار    به) 9
  .كنيد  اضافه

  

  1 بنيادي جنيني انسانيهايسلولپاساژ 
بـه   Dispase  توليد شده با كلاژناز يا     hESCهاي   بسياري از رده  

   .شوند مي همراه پراكنده كردن مكانيكي پاساژ داده
تـوانيم قـسمتهاي     در پاساژ مكانيكي به جهت اينكه مـا مـي         

تمايز نيافته را از قسمتهاي تمايز يافته جـدا كنـيم و كـشت              
م در كشتهاي بعدي حاصل از ايـن نـوع پاسـاژ كلـوني              دهي

هاي بهتري خواهيم داشت ولي بايـد بـه ايـن نكتـه توجـه               
توانيم بـا    داشت كه اين روش بسيار زمان بر است و ما نمي          

پس در واقع مـا در      . اين روش سلولهاي زيادي كشت دهيم     
پاساژهاي اوليه كه قـسمت هـاي تمـايز يافتـه كـشتهايمان             

كنـيم و   مـي   ي شود از روش مكانيكي استفاده       بيشتر ديده م  
سلولهاي تمايز يافته كمتري داشت ما از       ما،  وقتي كه كشت    

 كلونيها معمـولاً  . روش آنزيمي براي پاساژ استفاده مي كنيم      
 5/1- 2در روز هفتم يعني وقتي كـه قطـر آنهـا بـه حـدود                

ميليمتر رسيد پاساژ داده مي شوند، البته اگر كلونيها خـوب           

________________________ 

1- Human Embryonic Stem Cells; hESCs 

 پاساژ در روز ششم هم ممكن است و بـرعكس اگـر             باشند
  .شوند كوچك باشند روز هشتم پاساژ داده مي

بـراي   اي كـشت را   ه ـقبل از انتقال كلونيها بايد بهترين ظرف      
همچنين بايد بهترين قـسمت مربـوط   . شوداين كار انتخاب   

كلونيهاي مربوط به هر ظرف پس       .به هر كلوني را برداشت    
  .شوند  ظرف هم سطح منتقل مي4 الي 2 به از برش معمولاً

 تركيبات محيط كـشت سـلولهاي بنيـادي جنينـي           3جدول  
  .دهد انساني را نشان مي

  
   تركيبات محيط كشت سلولهاي بنيادي جنيني انساني.3 جدول

  

(ml)ماده نام  شركت  شماره كاتالوگ  حجم    

400  10829-018 Gibco Knockout DMEM  

5  15140-148  Gibco  ـ استرپتومايسين  سيلين پني    

5  11140-035  Gibco  غيرضروري  آمينه اسيدهاي    

5/0  M7522  Sigma   0.1M)1:1000( 
   بتامركاپتواتانل

100  161141-079 Gibco 
سرم جنين گاوي مخصوص 
  كشت

5 41400-045 Gibco ITS 

  
  اده استف  هنگام د و بهكني  بندي  تقسيمml 50  هاي  در لوله  فوق محلول 

ml500نماييد اضافه   هرلوله  به  ـ گلوتامين  ال.  

  
  hESCرتبه بندي كلونيهاي 

  . را نشان مي دهد نيهاوبه بندي كل، رت11 شكل و 4 جدول
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  hESCرتبه بندي كلونيهاي  .4 جدول

 

  توصيف  رتبه
 
 
A 
  عالي

 نبايد دايره اي شكل باشند ، بلكه لونيها لزوماًسطح در ظاهر هموار و لبه هاي مشخص ، بايد توجه داشت كه ك كلونيهايي با
كه بيشتر خاكستري يا ) مانند(ضخيم و چند لايه  كلونيها متراكم ،. لبه هاي مشخص و سلولهاي هم شكل قابل قبول است

  .داگانه باشيدجشما نبايد به راحتي قادر به تشخيص سلولها به طور . شفاف به نظرمي رسند
  تمايز يافتگي 0 - 30درصد  كلوني شامل

  . درصد كلوني براي انتقال استفاده كرد100 تا 70توان از  مي
B  

  خوب
  

   درصد تمايز يافتگي60 تا 30كلوني با 
   درصد از كلوني براي انتقال استفاده كنيد70 تا 40شما مي توانيد از 

C  
  متوسط

 40راي انتقال استفاده نمي كنند اما اگر نياز بود كمتر از  از اين كلونيها بتمايز يافتگي، معمولاً  درصد 70 تا 60كلوني با حدود 
  .درصد از اين كلونيها قابل استفاده است

D  
  بد

كلونيهايي كه خوب رشد نكرده اند و سلولهاي تمايز يافته زيادي دارند اين كلونيها اغلب سطح ناهموار با مورفولوژي 
  .اند  بي استفادهاين كلونيها كاملاً. ده مي شوددر آنها دي»  دره–تپه «اي، حبابي شكل يا حالت  رشته

  
  

  
  رتبه بد )D .رتبه متوسط) C .رتبه خوب)   B. عالي رتبه)  hESC .A ينيهاو رتبه بندي كل.11 شكل
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   hESCدرست كردن پيپت براي برش كلونيهاي 
 ميليمتر است كه بايد بـا كـشيدن آن روي           1قطر پيپت پاستور    

 تـا قـادر     د ميليمتـر برسـاني    25/0 حـدود    شعله اين اندازه را به    
بايد توجـه داشـت كـه       . د با ظرافت كلونيها را برش بزني      دباشي

اگر نوك پيپت خيلي دراز و نازك باشد هنگـام بـرش كلـوني              

مي شكند وهمچنين نوك خيلي ضخيم باعث پاره شدن كلوني 
نـوك پيپـت بايـد طـوري         .و عدم تسلط ما به برش مي شـود        

 كوتاه، بدون دندانه و تيز ايجـاد        به نسبتاً شكسته شود كه يك ل    
   .) است نشان داده شده13 مراحل ساخت در شكل(كند 

   hESCبرش كلونيهاي 
 hESCتوان كلونيهاي    بر اساس علاقه شخصي به دو روش مي       

  . نشان داده شده است12را برش زد كه در شكل 
 در زمان برش بسيار مهمهاي يكسان  با اندازهبرش زدن كلوني 

است، چراكه اگر قطعات كوچك باشـند زمـان بيـشتري نيـاز             

است كه به اندازه اي رشد كنند كه قابل پاساژ شود و همچنين             
اگر قطعات بزرگ باشند درانتقال آنها با پيپـت بـه مـشكل بـر               

، (MEF)بايد توجه داشت كه سلولهاي تغذيه كننده        . دخوري مي
  .دنتاحد امكان از قطعات كلوني بايد جدا شو

  
  
  
  

  

  
  چرخ مانند شبكه مانند 
  hESC برش زدن كلونيهاي .13شكل

  
  hESCت براي برش كلونيهاي  مراحل درست كردن پيپ.12 شكل
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   پليت كشت شده درhESCكلوني هاينماي شماتيك 
  
  

  
  

ني هاي سلولهاي ووسكوپ از كلرعكس استريوميك
 كه روي)  روز پس از كشت7 ( انسانيبنيادي جنيني

   اند رشد كرده سلولهاي تغذيه كننده
 

   انسانيني هاي سلولهاي بنيادي جنينيووسكوپ از كلرس استريوميك عك ونماي شماتيك .14 شكل
  
  
  
  
 

 

 

 

  
  

  
   انسانيني سلولهاي بنيادي جنينيوكليك  از  معكوسوسكوپر عكس ميك ونماي شماتيك .15 شكل

  
  
  

 شكل ظاهري كلونيها بعد از انتقال
از انتقـال، از روز       بعد hESC هايمشخصات كلوني ،  6در جدول 

  .تقال بعدي آورده شده استاول تا روز ان
  

  ج

لبه هاي صاف و 
 گرد 

لايه سلولي متراكم و 

مركز متراكم و گرد حاصل از 
  قطعه ي اوليه منتقل شده

 قطعات تمايز نيافته كلني
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  از انتقال  بعدhESC هاي مشخصات كلوني.6جدول
  توصيف  روز

  )پاساژ( روز اول انتقال   0
  . متراكم ديده مي شوند"هاي مشخص و كاملا با لبه» دكمه«به طور معمول قطعات به شكل گرد شبيه به   1
 .كنند مي) رشد(سلولها از قسمت وسط دكمه شروع به گسترده شدن   2

كلوني ها دراين روز خيلي تيپيك نيستند و . دهند كه تا حدودي مشخص است سلولها به گسترده شدن از مركز اين دكمه ادامه مي  3
  .ممكن است سالم به نظر نرسند

ي ها همچنان به حالت توصيف شده درروز قبل هستند ، در صورتي كه كلوني ها ي ديگر مورفولوژي يك كلون بعضي كلوني  4
  .رانشان مي دهند ، اگر چه همچنان كوچك مي باشند) تيپيك ( مشخص 

قطعه اوليه كلوني است نشان  ها مورفولوژي طبيعي خودشان را كه شامل كناره هاي مشخص و مركز متراكم تر حاصل از كلوني  5
ها دراين روز  كلوني. رسند ر مي سلولهايي كه درناحيه بين قسمت لبه ها و قسمت مركزي هستند نازك به نظ"معمولا. مي دهد

  .تاحدودي كوچك هستند
بايد توجه داشت كه كلوني ها ممكن است هنوز كوچك باشند وتراكم كمتري نسبت . كلوني بسته به رده سلولي آماده انتقال است  6

  .به كلوني در روز هفتم داشته باشند
  )پاساژ( روز اول انتقال   7

 

  
  ز انتقالظاهر كلونيها بعد ا .15شكل
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  انجماد سلولهاي بنيادي جنيني انساني
ــه دو روش انجــام   انجمــاد ســلولهاي بنيــادي جنينــي انــساني ب

2ويالي  وانجماد1ي انجماد شيشه: شود مي
   

  
  اي انجماد شيشه روش) الف

شده انـد     كشت MEFاز اين روش براي انجماد سلولهايي كه روي         
  :صورت زير اقدام كنيدبراي انجام اين روش به . شود   استفاده مي

در بخــشهاي كــه مقــاديري انجمــاد را طبــق  محلولهــاي ذوب و
 آورده شده اند آماده كنيد ، نكات مربوط بـه تركيبـات و              مربوطه

  .استفاده از آنها در متن آورده شده است
ابتدا بايد كلونيها را به قطعاتي كه اندكي بزرگتر از برشهاي مربـوط             

و سپس توسط سمپلر ايـن قطعـات را         به پاساژ هستند، برش دهيد      
  .)17شكل  ( پليت چهار خانه قرار دهيد1كنده و در چاهك شماره

  

 
  بنيادي جنيني انساني  سلولهاييبرش كلونيها حاصل از قطعات .17شكل 

 
ــاد  ــصوص انجم ــال مخ ــك وي ــري بردا5 3ي ــي ليت ــد ميل ، ري

مشخصات رده سلولي را كه قراراست منجمـد شـود روي آن            
 كـه روي شـعله داغ       G 18به وسيله يك سر سوزن      بنويسيد و   

سـوراخ در قـسمت بـالا و چهـار سـوراخ در              كرده ايد چهار  
قسمت پايين ويال ايجاد كنيد تا نيتروژن به راحتي وارد فضاي         

سپس در اين ويال را نيمه باز كنيد و در يك رك            . داخلي شود 

________________________ 

1- Vitrification 
2- Cryopreservation 
3- Cryovial 

  قرار داده و آن را داخل يك ظـرف در          4مخصوص آلومينيومي 
درمراحل بعدي اهميت اين    ( . حاوي نيتروژن مايع بگذاريد    باز

  )كار معلوم مي شود
  

  روش  بـه  انجماد سلولهاي بنيادي جنيني انساني    
  اي انجماد شيشه

hESC/ HEPES 
1) HEPES 1M 250μl 

2) hESC 10ml 

3) Combine, store 4 ºC 

 
1M Sucrose media:  

  .ستاي ا اين محلول تركيبي از محلول انجماد شيشه
1) Sucrose 71/1  gr 

2) hESC/HEPES 4 ml 

3) Warm 37 ºC 

4) Up to 5ml with hESC/HEPES 

5) Filter  

6) Store at 4ºC , 1 week 
  

 %10اي  محلول انجماد شيشه
1) hESC/HEPES 2 ml 

2) Ethylene Glycol 25/0  ml 

3) DMSO 25/0 ml 

4) Combine, store at 4ºC, 1 day 

 % 20اي همحلول انجماد شيش
1) hESC/ HEPES 750 μl 

2) Sucrose 750μl 

3) Ethylene Glycol 500 μl 

4) DMSO 500 μl 

5) Combine, store at 4ºC, 1 day  
 

________________________ 

4- Cryocane 
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1) 

 

2) 

 محيط
hESC/HEPES 

3) 

10%  

VS 
1′ 

4) 

20%  

VS 
25″ 

  

  ظرف چهارخانه
 

 در اينجا   HEPES( مولار   HEPES   ، 1 محيط انساني حاوي     – 1
 ميلي ليتـر از     1).  در محيط كمك مي كند       PHدن  در پايدار مان  

بريزيـد و   ظرف چهارخانه يك   2اين محيط را در چاهك شماره       
  .)A-18شكل ( را به آن منتقل كنيد1سلولهاي چاهك شماره 

 ميلـي ليتـر از آن را داخـل          1: (  درصـد  10 محيط انجمـاد     -2
را در كمترين مقدار ممكن كه       سمپلر)  بريزيد 3چاهك شماره   

 كلوني به آن منتقـل كنيـد تنظـيم          10 تا   8 توانيد به راحتي     مي
 2وبا دقت اين تعداد كلوني را از چاهك         ) µl 10حدود  (كرده  

بايـد دقـت    .  منتقل كنيد و يك دقيقه زمان بگيريد       3به چاهك   
داشت كه در حين كار حباب ايجـاد نـشود ودر ضـمن درهـر          

ن محـيط  قطعات منتقل شده به اي  . انتقال سرسمپلر عوض شود   
به علت ويسكوزيته بالا به حالت چرخان در مي آيند و پخش            

سـمپلر بـه قطعـات    سر مي شوند كه بايد توسط ضربات نوك  
  .آنها را در محيط غوطه ور كرده و در كف ظرف جمع كنيد

 ميلي ليتر داخل چاهك شماره  1: ( درصد 20 محيط انجماد    -3
دقت به ايـن  قطعات داخل چاهك قبلي را با همان       )  بريزيد   4

. )B -17شـكل  ( ثانيـه زمـان بگيريـد      25محيط منتقل كنيـد و      
دراينجا نيز به علت ويسكوزيته بالا همان مشكل پخش شـدن           
و در سطح قرار گرفتن كلوني ها را داريد كه بايد دقت داشت             

در  .و همانطور كـه گفتـه شـد قطعـات را غوطـه ور سـاخت               
ط روي در اين قطعات را بـا كمتـرين حجـم محـي     مرحله بعد

كـه از قبـل   (ظرف قرار دهيد و با يك ني مخـصوص انجمـاد      
ايـد وقطـر آن را نـازك تـر            كـشيده  ċ150روي هيتر با دمـاي      

توجـه  . )Dو  C-17شـكل  (قطعـات را جمـع كنيـد    ) ايد كرده
 درجـه بـا     30داشته باشيد كـه بايـد نـي انجمـاد را در زاويـه               

ت بـه   قطعات تماس دهيد تا طبق خاصيت موئينگي اين قطعـا         

داخل ني كشيده شوند، همچنين سرعت عمـل بـالا در انجـام             
اين ني حاوي قطعات    . اين مراحل بسيار ضروري و مهم است      

 درجه وارد نيتروژن مايع كنيد وبعد آنهـا         45سلولي را با زاويه     
. يـد نگهـداري كنيـد    را در ويال انجماد كه از قبل آمـاده كـرده      

  .بخشي از كار را نشان مي دهند 17شكل 
  

  
  

 مراحل انجام فريز سلولهاي بنيادي جنيني انسان به روش انجماد .18 شكل
   Vitrification)(اي  شيشه

 

 اي انساني به روش انجماد شيشهذوب سلولهاي 
 

0.2M sucrose 
1) hESC/HEPES 2 ml 

2) Sucrose 1M 5/ 0  ml 

3) Combine, store at 4ºC, 1 day 

0.1M sucrose 
1) hESC/HEPES 25/2  ml 

2) Sucrose 1M 25/0  ml  
3) Combine, store at 4ºC, 1 day  

  

1) 

2/0 M 

1′ 

2) 

1/0 M 

5′ 

3) 
hESC/HEPES 

Medium, 
5′ 

4) 
hESC/HEPES 

Medium 
5′ 

 چهارخانه ظرف
hESC/HEPES 
Sucrose 1M 

Archive of SID

www.SID.ir



  

   سلولهاي بنيادي جنينيانجماد و تكثير ،وليدت

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Winter & Spring 2008 

333333

  محلول ذوب
  .پس از آماده كردن محلولها به صورت زيرعمل كنيد

ر آورده در آن را نيمه باز كرده ها را د ابتدا ويال فريز حاوي ني
ريختـه ايـد    و سپس در داخل ظرفي كه نيتـروژن مـايع در آن             

هـا را     يكـي از نـي     1سپس با يك پنس نوك باريك     . دقرار دهي 
برداشته و با كمك انگشت شصت وانگـشت وسـط نـي را بـا            
 سرعت از نيتروژن خارج كرده و به داخـل چاهـك اولـي كـه              

TS20    ين تماس با محـيط انگـشت       و در ح  ببريد   درصد است
 تا فـشار حاصـل از       داشاره را با فشار در ته ني فريز قرار دهي         

بخار نيتروژن باعث خروج قطعات سلولي فريز شده به داخـل     
TS 19شكل( د گيريبيك دقيقه زمان . شود 20درصد- B(.  

از عينك ايمنـي درايـن كـار         بايد توجه داشت كه حتماً    : نكته  
روژن براي چشم خطرنـاك اسـت و در         استفاده شود چراكه نيت   

ما يـا  ش ـضمن در حين انتقال ني، ته نـي بـه سـمت صـورت       
  .كه نيتروژن از آن به بيرون مي پرد ان نباشد چراتهمكاران

 دقيقه زمان جمع كرده به داخل محيط دوم         1قطعات را بعد از     
  د گيريب دقيقه زمان 5 و دبريب سوكروز است M 1/0كه حاوي 

  .)C -19شكل( 
 هر كدام بـه  4و 3ن قطعات را در داخل چاهك هاي شماره اي

 . از محيط فريز شسته شوند دقيقه ، منتقل كنيد تا كاملا5ًمدت 

پس از اين مراحل قطعات را داخل ظرفهاي پوشـيده شـده بـا              
MEF            د  قـرار دهي ـ   د غير فعال شده كه از قبـل آمـاده كـرده اي ـ

  ).D -19شكل(
 عـاري از    در شـرايط   hESCكشت، پاساژ و انجماد   
   2سلولهاي تغذيه كننده

در راستاي كاربردي كردن سـلولهاي بنيـادي جنينـي انـساني،            

________________________ 

1- Forceps 
2- Feeder Free Culture 

گروههاي تحقيقاتي مختلفي درسراسر دنيا در حال كشت ايـن          
 هـستند   3سلولها درشرايط عاري از هر گونه مشتقات حيـواني        

  ].6[كه تاكنون به موفقيت هايي در اين زمينه دست يافته اند 
  

  
  

مراحل انجام ذوب سلولهاي بنيادي جنيني انساني كه به روش  .19شكل
  . اند  منجمد شدهVitrification) (اي  انجماد شيشه

  

در اين راستا به جاي سلولهاي تغذيه كننده از يـك مـاتريكس            
 ، و همچنين به جاي سرم جنـين         4برون سلولي به نام ماتريژل    

ــام     ــه ن ــاري ب ــرم تج ــك س ــاوي از ي  Knockout serumگ

Replacement   كه تقريباً تمـام تركيبـاتش بـه         ، استفاده مي شود 
غير از تركيبات ناشناخته اي كه در فرايند استخراج و خـالص            
  .سازي آلبومين همراه آن مي آيند شناخته شده و سنتزي است

جديد ترين كاري كه در اين زمينه انجام شـده توليـد دو رده              (
 در شـرايط    WA16و  . WA15سلول بنيادي جنيني به نـام هـاي       

كاملاً تعريف شده بود كه درآن از لامينين و فيبرونكتين انساني 
به جاي ماتريژل كه از يك ساركوماي موشي به دست مي آيد            
و منبع حيواني دارد و همچنين استفاده از آلبـومين انـساني در             

________________________ 

3- Xenon Free Culture 
4 Matrigel, ECM gel From Engelbreth Holm-Swarm Mouse Sarcoma  
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  ).تركيب سرم بوده است
  

  استفاده از ماتريژل
شود، بـراي ايـن كـار        مي استفاده   30/1ماتريژل با رقت نهايي     

درجه سـانتي گـراد      -20 ظرف اصلي ماتريژل را كه در فريزر      
 درجـه   4( سـاعت در يخچـال       24شود، به مدت     نگهداري مي 

دقت داشـته باشـيد كـه       ( نگه داريد تا ذوب شود    ) سانتي گراد 
شود كـه قابـل اسـتفاده        ماتريژل در دماي اتاق به ژل تبديل مي       

 رقيق كنيـد    2/1 به نسبت    DMEM/F-12، سپس بامحيط    )ناست
 بندي كنيد و در فريزر     و به ميزان مورد استفاده در ويالها تقسيم       

 درجه سانتي گراد نگهداري كنيد زمان استفاده اين ويـال           -20
 برابـر ديگـر رقيـق    15 درجه سانتي گراد ذوب كنيد و 4 را در 

سپس كف ظرفهاي   .  ذكر شده است   30/1كنيد كه همان رقت     
بعد از ايـن    .  ساعت صبر كنيد   3 الي   2بپوشانيد و خود را با آن     

   كـف ظـرف را شستـشو        +PBSمدت ماتريژل را بكشيد و بـا        
  .دهيد و بعد محيط كشت سلول را اضافه كنيد

  

  كشت و پاساژ
 +PBS روز كشت شده را پس از دو بار شستشو با            7كلونيهاي  

و بـه   )  دقيقه 8 الي   6به مدت    (IVبه وسيله آنزيم كلاژناز نوع      
 جمع كنيد و به يك لوله سانتريفوژ منتقـل  Cell Scraperكمك 
كلوني، محلول رويـي كـه       پس از ته نشين شدن قطعات     . كنيد

حاوي سلولهاي تك شده يا قطعات بسيار ريز است بـه گونـه             
 از آن بـا قطعـات سـلولي تـه           lµ200اي جدا كنيد كه حـدود       

 قطعات  انگشت دستتان به آرامي به اين     . نشين شده باقي بماند   
 100 تـا  50قطعـات د رحـد      ( ضربه بزنيد تا اندكي ريزتـر شـوند       

ايـن قطعـات را بـه ظرفهـايي كـه از قبـل بـا                ). اند سلولي مناسب 
  ).20شكل  و6جدول(ايد منتقل كنيد  ماتريژل كف آنها را پوشانده

  
 ي از سلولهاي تغذيه كننده انساني در شرايط عار  جنيني  بنيادي  سلولهاي تركيبات و غلظت مواد محيط كشت.6جدول 

 (ml)حجم غلظت نهايي در محيط كشت   ماده نام

1) DMEM/F-12 80% 150  
2) Knockout SR 20% 40  
3) NEAAs 1/0  mM 2 

4) L-glu  2  mM 2 

5) B-ME 1/0  mM 200μl (from 100mM Stock) 

6) Pen/strep 
100 U/ml penicillin and 

 100 μg/ml streptomycin 
2  

7) ITS 
5 mg/ml insulin, 5 mg/ml 

transferrin, 5 µg/ml selenium 2 

8) noggin 100 ng/ml 400 μl 

9) bFGF 40ng/ml 320 μl 
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عد از بIV (B) قبل از تيمار با آنزيم كلاژناز نوع (A)  يك كلوني از سلولهاي بنيادي جنيني انساني كشت شده در شرايط عاري از سلولهاي تغذيه كننده.20شكل

  IVتيمار با آنزيم كلاژناز نوع 
  

  انجماد ويالي 
  : در ابتدا محلول انجماد را آماده كنيد

: DMSO -3 درصد، ko/SR : 50 -2 درصد، 40:  محيط كشت-1
  درصد 10

ml4-5/3     آنزيم كلاژنـاز IV         در ( روي سـلولهاي كـشت شـده
سپس .  دقيقه زمان بگيريد   8 الي   6بريزيد و   ) cm10اينجا ظرف 

 Cell Scraper شستشو دهيد و با استفاده از يـك  +PBSبار با دو
يـك  . كلونيها را از كف ظرف جدا كنيد و در يك لوله بريزيـد         

  .  سانتريفوژ كنيدrpm700دقيقه با دور 
به آرامي به پلاك سلولي باقي مانده ضربه بزنيد تا كلونيها تكه            

  .تكه شوند
بـراي  . (ضافه كنيدسپس به آرامي محلول انجماد را به سلولها ا      

 درجـه   -70ويال را بـه فريـزر     )  سوسپانسيون µl 200هر ويال   
 ساعت به تانـك نيتـروژن       24سانتي گراد منتقل كنيد و بعد از        

  .منتقل كنيد و مشخصات را در دفتر مربوطه يادداشت كنيد
  

  ذوب ويالي
مشخصات سلولي را كه مي خواهيد ذوب كنيد از دفتر انجماد           

يك فورسپس ويال را خارج كرده و بـا         مشخص كنيد سپس با   
حركت دوراني ويال درون بن ماري محتويات ويال را تا باقي           

دقت داشته باشيد كـه     ( ماندن يك بلور كوچك يخ ذوب كنيد      

 70 جـدار ويـال را بـا الكـل           .)آب بن ماري به در ويال نرسد      
 محيط كشت   ml4درصد بشوييد و محتويات آن را زير هود به          

 دقيقــه بــا دور 1اضــافه كنيــد و ) هــاي رشــدبــدون فــاكتور (
rpm1000            سانتريفوژ كنيد بعد قطعـات تـه نـشين شـده را بـه 

  . ظرف كشت ماتريژله منتقل كنيد
ي و   موش   جنيني   بنيادي   سلولهاي   مشخصات   برخي بررسي -7 

   .انساني
   جنينـي    بنيـادي    سـلولهاي   مشخـصات بعـضي از     7در جدول   

  .اند  قرار گرفتهه مقايسي و انساني موردموش
  

 روشــهاي ارزيــابي پايــداري وپرتــواني ســلولهاي 
  بنيادي جنيني

 ،تـا كنـون     1998 در سـال     hESبعد از توليد اولين رده سـلولهاي        
رده از بلاستوسيستهاي انـساني توليـد       ) 414حدود  (تعداد زيادي   

روشهاي توليد ونگهداري اين سلولها در آزمايشگاهها       . شده است 
  .]7[متفاوت است 

ي سـلولهاي بنيـادي جنينـي،       ژ   اما با وجود يكسان بودن مورفولو     
تفاوت : اختلافات مهمي در بين آنها ديده مي شود، كه عبارتند از          

ــداري    ــيون، پاي ــوي متيلاس ــتلاف در الگ ــايز، اخ ــد و تم در رش
كاريوتايپ، اختلافات اللي و تغييرات مـرتبط بـا تكثيـر طـولاني             

ختلافات ممكن است منوط به     اين ا . مدت در محيط آزمايشگاهي   
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نتيكي ذاتي نمونه انساني باشد و از طرفي ديـده شـده كـه              ژتنوع  
يك رده تحـت شـرايط مختلـف كـشت ويـا در آزمايـشگاههاي          

اين اختلافات زماني كـه     . متفاوت رفتار گوناگوني نشان مي دهد     
سلولهاي پرتوان به تمايز القاء مي شوند افـزايش مـي يابـد زيـرا               

ــه  ــت اولي ــاً جمعب ــايز، عميق ــتفاده در تم ــورد اس ــر و روش م  ب
 ـ      8در جـدول    . ثير مـي گـذارد    أخصوصيت جمعيت تمايز يافته ت

عوامل احتمالي كه منجر به بروز تفاوتهاي معني دار بين رده هاي       
  . مي شود خلاصه شده استhESسلولي 

  

   منابع تنوع در ميان سلولهاي بنيادي جنيني انساني .8جدول 
  ژنتيكيتنوع  تفاوت به علت

  مرحله اي ازبلاستوسيست كه رده از آن مشتق مي شود  منشاء رده سلول
ــه   ــذي، شــرايط كــشت (شــرايط كــشت اولي ــه مغ  )لاي

   Xگذاري وغير فعال شدن كروموزوم  نشانه
تفاوت به علت 
كشتهاي طولاني 

 مدت

از دست دادن يا بدست آوردن توالي (تغييرات ژنتيكي  
 اپي ژنتيكيتغييرات عمومي وتخصصي ) ويژه

  ) واستيلاسيون هيستون DNA متيلاسيون(
تفاوت به علت 

 موزاييسم

ــي در جمعيتهــاي كوچــك كــشت  ــي و جزئ  تمــايز كل
 تغييرات ژنتيكي و اپي ژنتيكي تنوع در ميان

  ]5[ي و انساني  موش  جنيني  بنيادي  سلولهاي مشخصاتمقايسه بعضي از  . 7جدول 
  ماركر  لهاي بنيادي جنيني موشسلو  سلولهاي بنيادي جنيني انساني

_ + SSEA-1  

+ _ SSEA-3/-4 
 

+ _ TRA-1-60/81 
 

+ _ TRA-2-54  

+ _ GCTM-2  

+  TG 343  

+  TG 30 

+ + CD 9 

+ + CD133/promrmri 

 آلكالين فسفاتاز + +

+ + Oct-4 

+ + Nanog 

+ + Sox-2 

+ + FGF4 

 LIF گيرنده + -/+

 تلومرازي فعاليت + +

 يا سلولهاي MEF(لولهاي تغذيه كننده س
   bFGF ، ماتريژل سرم ،) انساني

لايه تغذيه  gp 130 از طريق رسپتورهاي
 MEF كننده

BMP-4 ، Nanog 

 تنظيم خودنوزايي

اتصالات محكم ، كلونيهاي چند لايه اي و  كلونيهاي پهن با اتصالات بين سلولي سست
  گرد

 in vitroخصوصيات رشد

EBهاي كيستي EBتشكيل هاي ساده و كيستيEB 

 in vivoدرTeratomas تشكيل + +
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 در طـب    hESمحققين در رابطه با ايمن و كارآمد بودن سلولهاي          
پيوند، نگراني بسيار زيادي دارند، مطالعه مقايسه اي فراگيـر بـين            

اهمييـت  . ، راه حل ايده آلـي در ايـن زمينـه اسـت            hESرده هاي   
راي پيدا كردن مناسـبترين رده بـراي        ارزيابي مقايسه اي رده ها، ب     

درمان، باعث شده تا مراكز تحقيقـاتي بـا ايجـاد طرحهـاي ملـي               
دست به طراحـي مجموعـه اسـتانداردهايي بزننـد كـه در سـطح               

  ] .8[جهاني قابل استفاده باشد 
از Peter Andrew است كه توسط دكتـر  ISCI1 از جمله اين مراكز،

 رده 59در ايـن طــرح  . ددانـشگاه شـفيلد انگلـستان پيـشنهاد ش ـ    
.  مركز سراسر دنيا مورد بررسي قرار گرفتنـد        17 از   hESسلولهاي  

ن شـاخص در    ژ 93ن سـطح سـلولي،      ژ آنتـي    17در اين مطالعه    
سلولهاي تمايز يافته و تمايز نيافته مـورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد،              

شـده و همچنـين    ن نشانه گذاريژ 10ه ژوضعيت بيان اللهاي وي
. ي نمونه ها نيز بررسي شـد      ژي و هيستولو  ژيولووضعيت ميكروب 

نـي و    ژ نتايج بدست آمده نشان دهنده مشترك بودن الگوي بيـان         
ني در رده هاي مورد مطالعه بود علـي رغـم اينكـه زمينـه               ژآنتي  

تيكي گوناگوني داشتند و از آزمايشگاههاي متفاوت با روشهاي         ژن
لاف گرچـه اخـت   . توليد وكشت مختلف جمع آوري شـده بودنـد        

نامحسوس بين رده ها در فنوتيپ و يا در رفتار تمـايزي را نمـي               
 ـ        ه اي را ژتوان ناديده انگاشت، ولي اين مطالعه هـيچ شـاخص وي

  ].9[ معرفي نكرد hESبراي سلولهاي 
يكي از چالشها در زمينه ايجاد مجموعه ي استاندارد، راه انـدازي      

 بتـوان در  فناوري قابل اطمينان و ارزان و پيـشرفته اي اسـت كـه     
غربالگريهاي رايج از آن استفاده كرد، اما مشكل بزرگتر، هماهنگ          
شدن محققين براي توليد سلولها و رسيدن به يك توافق عمـومي            

 را بـه    hESاست تـا بتواننـد اطلاعـات خـود در مـورد سـلولهاي             
  .اشتراك بگذارند

 بايـد در نظـر      hESموضوعاتي كه براي استاندارد كردن سلولهاي       
  . آمده است9ود در جدول گرفته ش

________________________ 

1- International Stem Cell Initiative 

   موضوعاتي براي استاندارد كردن سلولهاي بنيادي جنيني.9جدول 
  

   از يكديگر قابل تشخيص هستند؟hESچگونه رده هاي 
  hESتشخيص هويت رده هاي 

   در طول زمان تغيير مي كنند؟hESCآيا رده هاي 
  ارزيابي پايداري سلولها در طول زمان

  يكساني دارند؟ها پرتواني  hESآيا همه 
  ارزيابي توانايي تمايز

 ها به اندازه كافي براي استفاده هاي درماني ايمن هستند؟ESCآيا 

  قوانين استاندارد آژانس دولتي
  
 

تشخيص هويت رده هاي سلولهاي بنيـادي جنينـي         
  انساني 

در اكثر مراكز تحقيقاتي بيش از يك رده سلولي نگهداري مـي            
منظم ترين و دقيقترين آزمايشگاهها     امكان اشتباه حتي در     .شود

ــا، شناســاي  . هــم وجــود دارد ــوگيري از خط ــه منظــور جل ب
 باشد بسيار مهم    hESگيهايي كه خاص وشاخص سلولهاي      ژوي

ترين روشها،  يكي از متداول . و مانع خطا در روند كار مي شود       
 در STRبـا توجـه بـه اينكـه     .  استSTR 2تيكيژنتعيين نقشه 

روش قابل اطميناني براي مطالعات ارتباط      افراد، متفاوت است    
  .تيكي و تشخيص هويت والديني استژن

 در هر نمونه، اطلاعات صحيحي      SNP3علاوه بر اين ،تعيين تنوع      
راجع به تنوع اللي يا انحراف در بين تعـداد زيـادي از رده هـاي                

تهيه پروفايل براي هـر رده   . براي ما فراهم مي نمايدhES سلولي
نجام مي شود و بايد اين داده ها در بانـك اطلاعـاتي             فقط يكبار ا  

  ].8[براي دسترسي آزاد محققين قرار داده شود 
  

  در طول زمان پايداري ارزيابي
از سـلولهاي بنيـادي     اسـتفاده   برخلاف درمان سـلولي اتولـوگ با      

________________________ 

2- Single Tandem Repeat 
3- Single Nucleotide Polymorphism 
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 سوماتيك مثل سلولهاي بنيادي هماتوپوئيتيك كه به تكثير محدود        
درمــان  در  نيــاز دارد،يــشگاهي درمحــيط آزم دســتكاري كمــيو
 تعداد زياد سـلول و در  دستيابيتكثير براي  به نيازhES سلولهايبا

جداسازي  سپس    و  است  نياز پي آن تمايز به يك فنوتيپ مناسب      
 تمايز نيافته، سلولهاي تغذيه كننده      سلولهاي (سلولي مورد نظر از   

، يرلازمه طي ايـن مـس     . است )و سلولهاي تمايز يافته غير مناسب     
  و جمعيـت پايـدار   صـورت بـه    hESسـلولهاي   توانايي نگهداري   

خودنوزا خواهد بود كه توانايي تمايز به انواع سلولهاي مورد نياز           
روشهاي كنترل كيفـي كـه اجـازه        مجموعه  توسعه   .دنرا حفظ كن  

ارزيابي سريع مراحل سلولي را بدون استفاده از تعداد زياد سلول           
 ليست فاكتورهاي مورد ارزيابي    10جدول  .فراهم كند، مهم است     

  ].8 [ استhESسلولي پايداري رده هاي در
  

  ارزيابي پايداري سلولهاي بنيادي جنيني .10جدول 

 شاخص هاي مرتبط با خودنوزايي
 فعاليت تلومراز •
 پايداري ميتوكندريايي •
  روشهاي استاندارد تعيين ترادف با روش ميكروآرايه •

 پايداري ژنومي
 كاريوتيپ •

• Fluorescent in situ hybridization (FISH) 
• Single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping 
• Spectral karyotyping (SKY) 
• Comparative genome hybridization (CGH) 

  پايداري اپي ژنتيكي
 تغييرات متيلاسيون •
 تغيير وتبديل هيستوني •
  Xغيرفعال شدن كروموزوم  •

  
 سـلولهاي غيـر تمـايزي از قبيـل          ايشاخـصه در كنار استفاده از     

بررسـي   هـاي سـطحي سـلول   ژنهاي مرحله غير تمايزي وآنتي ژن
فاكتورهاي ديگر كه در كاهش كيفيت سلولها و تغييرات پتانـسيل   

عبارتنـد  گيهـا   ژوياين  . تمايزي آنها دخيل اند، پيشنهاد شده است      
 ).كه در سلولهاي غير تمـايز يافتـه بالاسـت         ( فعاليت تلومراز   : از

متابوليسم ميتوكندريايي، پايداري ژنومي و ماركرهاي تغييـر اپـي          
  .  و تغييرات هيستونيDNAژنتيك از قبيل متيلاسيون 

دليل انتخاب اين سنجشها بر اين فرض استوار شده كـه سـلولها             
تحت فشار ثابت انتخابي براي تقسيم شدن و خود نـوزايي قـرار             

. تصادفي اتفاق مي افتد   مي گيرند كه در كليه كشتها اين تغييرات         
جهش هاي كه مانع رشد مي شوند حذف مي شوند، در حاليكـه             
جهش هاي كه باعث مرگ نمي شوند ورشد را تسريع مي كننـد             

علاوه بـر ايـن     . و يا تمايز را تغيير مي دهند انتخاب خواهند شد         
،اگر سلولها با اين تغيير، سازش يافته و تعداد آنها زياد باشد ايـن     

وم آنها ثابت شده و سـلولها بطـور جبـران            ژن وم واپي ژنتغيير در   
اين تغييـرات در    ]. 10[ ناپذيري در تمام مدت تغيير پيدا مي كنند       

مـشاهده شـده    ] 12[ موشي   ESوسلولهاي  ] 11[ رده هاي سلولي  
در نتيجـه،   .  هـم تعمـيم داد     hESكه آن را مي توان بـه سـلولهاي          

ه چرخه  ژركرهاي وي مثل، تلومراز، ما  (هاي كليدي   ژنسنجش بيان   
متيلاســيون، (ومي ژنــومي وكيفيــت اپــي ژنــپايــداري ) ســلولي 

مجموعـه  ) xاستيلاسيون هيستونها و غير فعال شـدن كرومـوزوم          
پيــشنهاد شــده اي بــراي ارزيــابي توانــايي عملكــردي ســلولها و 

 .پايداري آنها خواهد بود

تغييرات عمده ژنتيكـي از قبيـل از دسـت دادن و بدسـت آوردن              
كاريوتيپ به راحتي با انجام      بزرگ،    هاي وزوم و جابه جائي   كروم

در سـيتوژنتيك تـا      1بهترين قدرت تفكيك  . قابل تشخيص هستند  
، CNP,SNP2 است براي تعيين تغييرات كوچكتر نقـشه       Mb10حد  

تغييـرات هيـستوني و متيلاسـيون       .  اسـت  30kbقدرت تفكيك تا    
DNA          دو داراي    تغييرات اندازه گرفتني اپي ژنتيك است كـه هـر 

آرايه روشهاي ارزاني هـستند     ريزاما روشهاي   . زحمت زياد است  
  .]8 [ن عنصر تنظيمي را بررسي مي كنداكه پيكره متيلاسيون هزار

  
ــابي ــسيتي ارزي ــاهمگوني( هتروژني ــايي ) ن و توان

  تمايز 
 سـنجش توانـايي خـود نـوزايي سـلولها و             الذكر ارزيابيهاي فوق 

________________________ 

1- Resolution 
2- Copy Number Polymorphism 
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گرچـه بـه علـت     .ن ميدهـد  پايداري آنها درطول كشت را نـشا      
 را در يـك     hES سـلولهاي    تمـايز  بين پرتـواني و    يفتعادل ظر 

حالت همگون نمي توان نگهداري كرد، حتي رده سـلولي كـه            
 دارند تغييرات اتفـاقي   ي حفظ شده و ثابتي      ژمورفولو اًبه ظاهر 
رده هـاي سـلولي     از طرفـي،    .  در آنها انباشته مي شـود      زيادي

للـي در سـازگاري در       آ تلالات اخ ـ  دارا بـودن   مختلف به علت  
اين موضـوع، آزمايـشگاههاي      علاوه بر . كشت متفاوت هستند  

. مختلف معيارهاي متفاوتي درباره حد تمايز قابل قبول دارنـد         
هايي بـراي   نـشانگر بنابراين در قوانين اسـتاندارد كـردن بايـد          

  .ه شودحالت تمايزي نيز در نظر گرفت
ي كــه در هايروشــعلــت اصــلي هتروژنيــستي تمــايز اســت،  

 توصيف شده در برگيرنده روشـهاي ارزيـابي تمـايز      11جدول
  .خود به خودي و پرتواني است

  

  ارزيابي ناهمگوني وتوانايي تمايز .11جدول 
Immunocytochemistry and immunoblot  
Fluorescence- activated cell sorting (FACS) analysis  
Gene expression Gene expression  
• Reverse transcription – polymerase chain reaction (RT-

PCR) and quantitative RT-PCR  
• Array hybridization methods  
• Massively parallel signature sequencing (MPSS) 

Micro-RNA profiling  
Proteomic analysis methods (two-dimensional 
polyacrylamide  
Gel electrophoresis (PAGE), mass spectrometry, Surface  
Enhanced Laser adsorption and ionization (SELDI)  
Functional assays  
Teratoma analysis  
 

  
عـلاوه بـر    . در دسترس تـرين روش ايمونوسيتوشـيمي اسـت        

 كمي مي توان بيـان      PCR -RT از    با استفاده  ايمونوسيتوشيمي،
.  تمايزي و تمايزي را بررسـي كـرد        ژنهاي شاخص مرحله غير   

ژن را همزمـان    ده ها هزار    آرايه ها كه در حدود      ريزاستفاده از   
در يك نمونه بررسي مي كند در مقايسه با روشهاي بيان ژنـي             

روشهاي مولكـولي   . باشند گرچه دقت كمتري دارد     ارزانتر مي 
ــل ميكــرو   ــين پروفاي ــل تعي  و سنجــشهاي RNAديگــر از قبي

  .ال توسعه در آزمايشگاههاي تحقيقاتي استپروتئيني در ح
 مثـل  اسـت  نهايي پرتواني، ارزيابي بيولـوژيكي تمايز   آزمونهاي

ــه، آناليزهـــاي   ــاليز الكتروفيزيولـــوژي نـــورون و ماهيچـ آنـ
نكـات  .hES سلولهايهيستولوژي تتراتوما مشتق شده از پيوند 

  :قابل توجه در اين ارزيابيها عبارتند از
ــاني  -1 ــق همگ ــدم تواف ــولاً   ع ــا، معم ــتفاده از ماركره در اس

ماركرهايي كه به سلولهاي غيـر تمـايزي محـدود ميـشوند در             
  .انواع ديگر سلولها به عنوان شاخص وجود دارد

  . چه چيز تفاوتهاي سنجش به سنجش را تعيين مي كند-2
   شناسايي محدوديتهاي هر سنجش -3

ر طبـق   باتوجه به تنوع آزمايشات دستيابي به يك توافق عمومي ب         
ماركرهاي اسـتاندارد كـه توسـط مجـامع علمـي و بـين اللمللـي            

شامل معرفي آنتي    شناخته شده باشد توصيه شده است اين علائم       
روشهاي چگونگي اسـتفاده از     به همراه    PCRباديها و پرايمرهاي    

  .]8 [آنها و چگونگي تفسير نتايج آنها است
  

  مرجع هاي استاندارد
 ISCI   براي تعدادي از آزمايـشات ارائـه        رده تراتوما مرجعي را 

داده كه اين امكان را فراهم مي كند تا بتوانند نتايج حاصـل را              
البتـه انتخـاب مناسـبترين      . با استانداردهاي مرجع مقايسه كنند    

. رده سلولي به عنوان استاندارد مرجع موضوع قابل بحث است
ــدول  ــا 12ج ــب و مزاي ــلولي 3 معاي ــوع رده س ــي  ن رده يعن
كــه بــه لحــاظ  hESســلولهاي نرمــال، يــك رده hESســلولهاي

  است و يك رده سلولي تراتوكارسـينوما       طبيعيكاريوتيپ غير   
كه انتـشار اطلاعـات مربـوط بـه          در حالي . را بر شمرده است   

 رده يك نقشه معقولانه اسـت ولـي اجـرا كـردن ايـن               20-10
از جمله مشكلات مي تـوان بـه         .استراتژي بسيار مشكل است   

توافــق عمــومي بــر انتخــاب روش : اره نمــودمــوارد زيــر اشــ
معقولانه، شناسايي رده هـايي كـه بـه عنـوان اسـتاندارد قابـل               

و شناسايي گروهي يا آژاتـسي كـه بودجـه ايـن       استفاده باشند 
  .]8 [ اين استانداردها كنديتلاشها را تأمين كند و ملزم به اجرا
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   مرجع رده هاي سلولي مورد استفاده در استانداردهاي.12جدول 
  

  معايب  مزايا  نوع رده
ــورد ESCرده  ــتاندارد م  اس

  توافق
نوع سلولي كه آزمايش مي شود يكـسان         •

 است 
اطلاعات جمع آوري شده ممكـن اسـت         •

  براي مطالعات قبل از درمان بكار رود
  

 ثبـت شـده   NIHتصميم گيري براي انتخاب رده استانداردي كه در   •
 است و يا مشتقات جديدتر 

 پيچيده است نيازمنديهاي كشت  •
 ناپايداري در كشت  •
 ارزش بالاي سلولهاي حاصل  •
اداره ثبت رده هاي سلولي آمريكا، اجـازه توزيـع رايگـان سـلولهاي               •

hESC نرمال را در سطح آمريكاممنوع كرده است   

ــلولهاي   ــايي از س ــه ه واريت
hES كــه كاريوتايــپ غيــر 

  طبيعي دارند

بــا ارزش  (ATCCتوزيــع شــده توســط  •
 )پايين

 مدارك و تاريخچه گسترده داراي  •
 قابل  MPSSاطلاعات ميكروآرايه اي و      •

 دسترس 
قـرار   تحت پوشـش حـق امتيـاز آمريكـا         •

  ندارند

 شرايط كشت نسبتاً پيچيده رشد •
 رشد سريعتر از سلولهاي طبيعي  •
  نگهداري پرهزينه  •

رده كارســـينوماي جنينـــي 
  انسان

بـا ارزش    (ATCCمنتشر شـده توسـط       •
 ) پايين

 ده روش هاي كشت سا •
 داراي مدارك و تاريخچه گسترده  •
 قابل  MPSSاطلاعات ميكروآرايه اي و      •

 دسترس 
  hESرشد بسيار سريعتر است ازسلولهاي •

  حفظ شده است ESCشاخص سلولهاي زاينده مثل شاخص هاي  •
 فهرست تمايز كامل نشده است  •
  آنيوپلوئيدي از مطالعات تمايز به سلولهاي زاينده جلوگيري مي كند  •

 
NIH: National Institutes of Health 
ATCC: American Tissue and Cell Collection 
MPSS: Massively parallel signature sequencing 

  
  چشم انداز آيندهنتيجه گيري و 

 سلولهاي مشتق از EU(EC,2003/94/2004/24)برطبق دستور 
hESCكه به منظور پيوند مورد استفاده قرار مي گيرند، براي  

كشت  G.M.P1تضمين ايمني و كيفيت سلول بايد تحت شرايط
 براي hESCشناسايي همه شرايط كشت و توليد . داده شود

به اين معني . ها است ، از جمله چالشGMPانجمن استانداردهاي 
مان رد كه كليه مراكز تحقيقاتي كه كشت سلولي براي استفاده در

   .قرار گيرندانجام ميدهند بايد به خوبي تحت كنترل خود 

________________________ 

1- Good Manufacturing Practice 

مراكز تحقيقاتي كه كشت سلول با هدف سلول درماني انجام 
مي دهند بايد پيشرفته و تحت كنترل باشند، توليدات 
استاندارد بالائي داشته باشند و همچنين بايد فاكتورهاي 

مديريت كاركنان، ثبت : ديگري را لحاظ كنند كه عبارتند از
ديريت خطا، روشهاي گزارشات، كنترل روشها، كاليبراسيون، م
تحقيق، نشان ) مستمر(استاندارد سازي قابل اجرا، روند دايمي 

، )حسابرسي(دار كردن محصولات، كنترل كيفيت، ارزيابي 
  .]13[ ارتقاء سطح تجهيزات و امكانات استاندارد

، GMP برطبق قوانين hESCعلاوه بر توليد با كيفيت رده هاي 
  با شرايط مشخصريمراحل بعدي به طرف توليد و نگهدا

   :سلولهاي بنيادي جنيني انساني خواهد بود به اين ترتيب كه
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و  با استفاده از روش مكانيكي hESC توليد رده هاي جديد -
  يا بدون استفاده از مواد حيواني

 از انسان يا شرايط مشتق استفاده از سلولهاي تغذيه كننده -
 يا نشاء انسانيبدون لايه مغذي با استفاده از سوبستراي با م

  سوبستراي نو تركيب
 در كشت مشخص  با تركيبات استفاده از محيط كشت-

   hES سلولهاي
 مورد استفاده براي اهداف درماني بايد به لحاظ hESسلولهاي 

نرمال باشند، سرعت نتايج تحقيقاتي در  ژنتيكي و اپي ژنتيكي
از طي چند سال اخير، به اندازه اي است كه مي توان استفاده 

 در علم hESسلولهاي روش درمان سلولي با استفاده از 
پزشكي را نويد داد هر چند هنوز موانعي در برخورد با آن 

  .]7[ وجود دارد
 

 توليـد، كـشت و       نيـاز بـراي     مورد  تجهيزات و مواد  
  نگهداري سلولهاي بنيادي جنيني موشي و انساني

  مورد نياز وسايل) 1ضميمه (

انكوباتور  )UV ،2 لامپمجهز به  II و I  هود لامينار كلاس  )1
  ،) درصد95 و رطوبت 37درجه سانتي گراد,5CO2درصد(
  ميكروسكوپ )4،   معكوس فاز كنتراست  ميكروسكوپ )3 

    گذاره  نورپردازي استريو با سيستم
  بن ماري )7،  سانتريفيوژ معمولي )6،   مايع  نيتروژن تانك )5
 و -20 ودرجه سانتي گراد– 70فريزردرجه سانتي گراد  )8

 4درجه سانتي گراد  معمولي يخچال

   CO2  كپسول  )10 ميلي گرم ، 1/0   حداقل ترازو با دقت )9
) 13، ءخلا  پمپ ) 12،  1 ميكروسكوپ الكتروني گذاره )11

    دهاني پيپت
 10μl , 10-100 μl , 100-1000 μl-0.5 متغير  سمپلرهاي) 14

ميكروسكوپ ) μl ،16 200-10  له سمپلر متغير چندكانا )15
  )هموسايتومتر(لام شمارش سلول ) 17، فلورسنس و دوربين

________________________ 

1- Transmitted 

  مواد مورد نياز) 2ضميمه (
شركت 
 سازنده

شماره 
 كاتالوگ

 نام ماده

Gibco 12800-058 Dulbecco's modified Egle 
medium(DMEM) 

Gibco 21600-051 Dulbecco's phosphate Buffered 
saline(D-PBS) 

Sigma G2500 Gelatin (Type A) 
Chemicon ESG1107 ESGRO (LIF) 

Sigma D 2650 Dimethyl Sulphoxide (DMSO)  
Gibco 16141-079 ES cell qualified Fetal bovine 

serum (ES-FBS) 
Gibco 11140-035 Fetal bovine serum (FBS) 
Gibco 25030-081 L-Glutamine-200 mM (100X), 

liquid 
Gibco 14185-045 HBSS(10X) 
Gibco 10829-018 KnockOut™ D-MEM 

Gibco 11140-035 
MEM Non-Essential Amino 
Acids Solution 10 mM (100X), 
liquid 

Sigma M7522 2- Mercaptoethanol ( ß-ME) 
Sigma M0503 Mitomycin C 
IMVS 

Veterinar
y Services 
Division 

1919 Guinea Pig complement 

Gibco 
25300-054 

 
Trypsin-EDTA (1X), liquid 
0.05% Trypsin, 0.53 mM 
EDTA•4Na.  

Sigma M8410 Mineral oil 
Sigma M 5774 Anti- mouse whole serum 
Sigma H7865 Anti- human whole serum 
Gibco 15140-148 Penicillin-Stereptomycin 
Sigma S-5761 NaHCo3 

R&D 1967-NG rmNoggin 

Sigma F0291 
Fibroblast Growth Famltor-
Basic,Human 

Gibco 10828-028 KnockOut SR 

Gibco 21331-020 DMEM : F-12 

Sigma E1270 
ECM gel From Engelbreth Holm-
Swarm Mouse Sarcoma 
(Matrigel)  

Sigma 
E 4378 

 
 

Ethylene glycol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetra 
acetic acid (EGTA)  

Organon  
Pregnyl(HCG;Human chorionic 
gonadotrophin) 

Intervet  
Folligon (PMSG;Pregnant Mare 
Serum Gonadotrophin)  
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 بهاروند و همكاران

 

 22 و 21مجله علوم تشريح ايران، سال پنجم، شماره 

342 342

 MEM   غيرضروري  آمينه اسيدهاي
،   شدهزير ذكر  در جدول MEM   غيرضروري  آمينه اسيدهاي
   به  آمينه اسيدهاي.   استmM1/0 اده مورد استف  نهايي غلظت
  . هستند  خريداري قابل )mM) 10 100×مخلوط و  صورت

   ولي  است  نگهداري  درجه سانتي گراد قابل4  در  محلول اين
 درجه سانتي -20 را در  عمر آن  نيمه  افزايش  براي توان مي

 . نمود گراد نگهداري
 

  MEM   غيرضروري  آمينه اسيدهاي
  

100xLiquid 
g/L  

    آمينه اسيدهاي

00/890  L-Alanine 

00/1320  L-Asparagine 

00/1330  L-Aspartic Acid 

00/1470  L-Glutamine Acid 

00/750  Glycine 

00/1150  L-Proline 

00/1050  L-Serine 

  

    مركاپتواتانول2 يا  بتامركاپتواتانول
   اضافه  محيط كشت  به اكسيدان  آنتي  عنوان  به بتامركاپتواتانول

 )M )0.1mM4-10 مــــــورد استفاده  نهايي غلظت. شود مي
 . استM 14  آن Sigma   محلول  كه  ذكر است به  لازم.  است

  ذخيره محلول PBS  ازml 10   به  از آنμl 70   با افزودن بنابراين

M  1/0ذخيره  محلول  استفاده  هنگام به. شود  مي ساخته  M 1/0 
  .د شو  برابر رقيق1000 بايد

  
    ـ استرپتومايسين  سيلين پني
 و IU/ml 50  با غلظت  ترتيب  به  و استرپتومايسين  سيلين پني

μg/ml 50با   آن  ذخيره محلول. گيرد  قرار مي  مورد استفاده 
.  شود  بايد صد برابر رقيق  استفاده  و هنگام  است100× غلظت
 درجه -20  در دماي  شده بندي  تقسيم  صورت  به  ذخيره محلول

 .شود  مي سانتيگراد نگهداري

 (LIF)   لوكميايي  كننده فاكتور ممانعت
.  شد استفادهLIF (Chemicon, ESGRO, 107IU)  از  طرح در اين

   استفاده  تا زمان  اصلي  ويال  عمر آن  نيمه  افزايش براي
 محتويات ، ابتدا  استفاده هنگام.  شد منجمد نگهداري بصورت

 -20و در .  شد  تقسيمμl 100 ،107IU ويال10   به   اصلي ويال
 μl 900 PBS  مصرف هنگام  گرديد و درجه سانتيگراد نگهداري

 IU106   حاصل  شد غلظت  اضافه  آن  به+Mg2و  +Ca2  بدون
  .  است نگهداري  گراد قابل سانتي  درجه4 مذكور در  ويال. شد

 
 EGTA ×100(stock)  محلول

1 (mg951 EGTAكنيد  را وزن .  
 . نماييد  اضافه  آن  به  فاقد يون  ميلي ليتر آب4/49) 2

  نماييد  اضافه  آن  سود بهM10   از محلولμl 600مقدار )3
(pH=8) شود تا حل . 

  نماييد   فيلترl μ 22/0فيلتربا  را   فوق محلول )4
 . كنيد  نگهداري  اتاق در دماي )5

 .  است100×  و با غلظتmM 50 محلول اين )6

  
  )PBS-EGTA×1)working  محلول

ml 5/0از محلول  EGTA )mM50 (×100را برداشته و ml 5/49 
  . اضافه نماييد+Ca2 (pH=7.5) و +Mg2فاقد  PBSاز محلول

  ظروف و وسايل مصرفي) 3ضميمه(
 شركت وسايل مصرفي

Tissue culture flasks (25,75,150cm2) Flacon& TPP 
Syringe (1ml) Supa 
Pipette Tips (1000ml) Treff 
Rack & storage Nunc 
Test plates (4-well) Nunc 
Test plates (6,12,24&96-well) TPP 
Test plates (24-well) TPP 
Serological pipettes (1,2,5,10&25ml) TPP 
Centrifuge tubes (15&50ml) TPP 
Syring filter TPP 
vacuum filter system TPP 
Tissue culture dishes Flacon&TPP 
Tissue culture central well Flacon 
Cell scrapers TPP 
Cryo tubes Nunk&TPP 
Cryo box TPP 
Rack&Storage TPP 
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    طرز ساخت اسيد تايرود4ضميمه
  ناحيه شفافآماده سازي محلول اسيد تايرود براي حذف 

 gr/100 ml  نام ماده
NaCl 0.8 

KCl 0.02 

CaCl2.2H2O 0.024 

MgCl2.6H2O 0.010 

glucose 0.100 

Polyvinylpyrrolidone(PVP) 0.400 

  
 

 5/2 به HClآن را با  pH اين محلول را در دماي اتاق بسازيد و
 براي افزايش ويسكوزيته و كاهش چسبندگي PVP. برسانيد

ده شده را فيلتر محلول آما. جنين به محلول اضافه مي شود
كنيد و در مقادير مورد استفاده تقسيم بندي كرده سپس در 

  . نگهداري كنيد-20فريزر 
 با Sigmaهمچنين اين محلول به صورت تجاري از شركت 

با شماره  Specialty Medin  و از شركتT1788شماره كاتالوگ 
  . قابل خريداري استMR- 004Dكاتالوگ 
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