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چكيده

از مهمترين . شوند هاي بنيادي جنيني و سلولهاي بنيادي بزرگسالان تقسيم مي عمده سلول سلولهاي بنيادي از لحاظ منشاء به دو دسته

. توان به سلولهاي بنيادي مزانشيم اشاره كرد سلولهاي بنيادي بزرگسالان كه امروزه توجه اكثر محققين را به خود جلب كرده است مي

كنند و البته   تاندون و چربي شركت مي  ماهيچه،  غضروف، خوان،سلولهاي بنيادي مزانشيم در ترميم بافتهايي با منشاء مزانشيمي مثل است

ترين منبعي كه براي  در دسترس. اين سلولها به عنوان سلولهاي حمايت كننده براي سلولهاي هماتوپويتيك در مغز استخوان نيز هستند

خون نوزادان، خون بند ناف و  منابع ديگري مثل شود همان مغز استخوان است اگرچه اين سلولها از  استفاده از اين سلولها پيشنهاد مي

دار مغز استخوان انسان را   درصد از جمعيت سلولهاي هسته0/1 تا 0/001اين سلولها . مايع آمينيوتيك نيز قابل جداسازي هستند

ده شبه فيبروبلاستي به دهند، اما جالب اين است كه توانايي ازدياد و تكثير در محيط آزمايشگاهي به صورت سلولهاي چسبن تشكيل مي

  .دهند كف ظروف پلاستيكي را به خوبي نشان مي

 و CD34 ،CD45 ،CD14تاكنون براي اين سلولها نشانگر خاصي به دست نيامده است ولي اين سلولها فاقد نشانگرهاي هماتوپويتيك 

تعداد وسيعي از مولكولهاي چسبنده هستند و ) ويلبراند - فاكتور ون (CD34 ،CD31 ،VWFهمچنين فاقد نشانگرهاي اندوتليال 

CD44 ،CD29 ،CD90 و شاخصهاي سلولهاي استرومايي SH-2 ،SH-3 ،SH-41هاي سايتوكايني مثل گيرنده انترلوكين   و گيرنده 

)IL1-R ( و گيرندهTNFدر هاي مختلف را  سلولهاي بنيادي مزانشيمي توانايي تبديل شدن به سلولهايي از رده.كنند  را هم بيان مي

جداسازي و تكثير به نسبت راحت و اتولوگ بودن سلولهاي مزانشيم آنها را كانديد مناسب براي . اند شرايط آزمايشگاه نشان داده

منتها به دليل ميزان پايين اين سلولها در مغز استخوان و همچنين نياز به عوامل تكميل كننده با منشاء . درماني ساخته است سلول

به تعداد زياد، كار را براي استفاده در مطالعات باليني مشكل كرده است، اما پژوهشها ) سرمهاي گاوي(اين سلولها حيواني براي تكثير 

و راهكارها به سمت و سوي ايجاد شرايط بهينه براي استفاده از اين سلولها با حذف سرم از محيط كشت آنها و تكثير به ميزان بالاي 

  .استآنها با استفاده از بيوراكتورها 

شناسي سلولهاي مزانشيم آشنا شويد و در ادامه ويژگيهاي ايمونولوژيك، كاربرد  در اين مقاله سعي بر اين است تا در ابتدا با زيست

  .شود و در نهايت روشهاي جداسازي اين سلولها ارايه شده است سلولهاي مزانشيم در ترميم و كاربردهاي كلينيك آنها ارايه مي

  

لهاي بنيادي مزانشيم، مغز استخوان، كشت سلول، سول درماني، پيوند سلو:ها كليدواژه
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  شناسي سلولهاي مزانشيمي  زيست

  سلولهاي بنيادي مزانشيم 

سلولهاي بنيادي از لحاظ منشاء به دو دسـته عمـده سـلولهاي             

. شـوند   بنيادي جنيني و سلولهاي بنيادي بزرگسالان تقسيم مـي        

رگسالان كه امروزه توجـه اكثـر   از مهمترين سلولهاي بنيادي بز  

تـوان بـه سـلولهاي     محققين را به خود جلب كرده اسـت، مـي    

سلولهاي بنيادي مزانشيم در تـرميم      . بنيادي مزانشيم اشاره كرد   

   ماهيچـه،    غضروف،  بافتهايي با منشاء مزانشيمي مثل استخوان،     

كنند و البته اين سـلولها بـه عنـوان            تاندون و چربي شركت مي    

كننده براي سـلولهاي هماتوپويتيـك در مغـز            حمايت سلولهاي

فريـدن  اين سلولها براي اولين بار توسـط        . استخوان نيز هستند  

 از مغز استخوان    (Petrakova)  پتراكووا  و Friedenstein)(اشتاين  

تـرين منبعـي كـه بـراي          در دسـترس  . ]1[رت به دست آمدند     

اسـتخوان  شـود همـان مغـز         استفاده از اين سلولها پيشنهاد مي     

 خـون    است گرچه ايـن سـلولها از منـابع ديگـري مثـل كبـد،              

نوزادان، خون بند ناف و مايع آمينيوتيك نيز قابـل جداسـازي            

 درصد از جمعيت سـلولهاي      0/1 تا   0/001اين سلولها   . هستند

دهنـد، از اسـتخوان       دار مغز استخوان انسان را تشكيل مي        هسته

ايلياك كرست 
�

ازي از اسـتخوانهاي     جدا شده و قابليت جدا س      

فمور
�

 و تيبيال  
�

 را هم دارند و جالب اينكـه توانـايي ازديـاد و             

  .اند  را به خوبي نشان دادهآزمايشگاهيتكثير در محيط 

اي مغـز     سلولهاي بنيادي مزانشيم كه به عنوان سلولهاي زمينـه        

انـد،    ساز مزانشيم هم شناخته شده      استخوان و يا سلولهاي پيش    

ت تكثير و پرتوان هستند كه قابليت تمايز بـه          سلولهايي با قابلي  

انواع مختلفي از سلولهاي رده مزانشيمي را دارند و از آنهـا بـه      

در مطالعات  . شود  عنوان سلولهاي بنيادي بزرگسال نام برده مي      

اند كـه در      مختلف اين سلولها را با نامهاي متفاوت به كار برده         

ــشيم   ــادي مزان هــستند حقيقــت همگــي همــان ســلولهاي بني

  .]2[ )1جدول(

  

 دهه پيش در 4آميز اين سلولها حدود       اولين جداسازي موفقيت  

 و همكـارانش انجـام گرفتـه     فريدن اشـتاين  توسط 1966سال  

________________________

1- Iliac Crest 
2- Femur 
3- Tibial 

   مثالهايي از نامهاي مختلفي كه در مطالعات مختلف به اين سلولها داده شده است. 1جدول 

  تعريفنام

Precursor of non-hematopoetic tissue

شامل سلولهاي شبه فيبروبلاست، سلولهاي : ولهاي چسبنده مغز استخوانسل

  ماكروفاژها است/اندوتليال و مونوسيت

Colony forming unit –fibroblast (CFU)كلونيهاي سلولهاي فيبروبلاستي با حضور معمول سلولهاي مونوسيت و ماكروفاژ  

Mesenchymal Stem Cells (MSCs)شوند يت چسبندگيشان به سطوح جامد شناخته ميسلولهايي كه با خاص  

Marrow Stromal Cells

سلولهاي چسبنده مغز استخوان كه شامل سلولهاي شبه فيبروبلاست، سلولهاي 

  ماكروفاژ است/اندوتليال و كلونيهاي مونوسيت

Bone marrow stromal (Stem) cells (BMSSCs) and/or Stromal 

progenitor cells (SPCs)

شناسي شبيه  سلولهاي غير هماتوپويتيكي با منشاء مزانشيمي، كه از نظر ريخت

  سلولهاي فيبروبلاست هستند

RS-1،RS-2، mMSCs (RS: Recycling stem cell)(m:mature)  

RS-1 : سلولهاي دوكي شكل نازكRS-2 : سلولهاي دوكي شكل تقريبا نازك

mMSCs : تر سلولهاي دوكي شكل پهن  

Multipotent adult progenitor cells (MAPCs)سار مشتق از مغز استخوان كشت داده شده سلولهاي پيش  
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ساز غضروف و استخوان را       آنها توانستند سلولهاي پيش   . است

كه شبيه سلولهاي فيبروبلاست بودند از مغز استخوان رت جدا        

، ايـن جداسـازي بـر       ]1[د دهنـد    و در محيط آزمايـشگاه رش ـ     

اساس خاصيت چـسبندگي سـلولهاي مزانـشيمي بـه ظـروف            

كــشت، بــرخلاف عــدم چــسبندگي ســلولهاي هماتوپوئتيــك، 

صورت پذيرفت كه در حقيقت ايـن روش جداسـازي تـا بـه              

امروز به عنوان روش اسـتاندارد بـراي جـدا كـردن سـلولهاي              

شود   استفاده مي بنيادي مزانشيم از مغز استخوان شناخته شده و         

جداسازي و تعيين هويت و بررسي ويژگيهاي اين سلولها         . ]3[

 سگ   ،]9-7[، موش   ]6-4[داران مثل انسان      در تعدادي از مهره   

  ،]14[، خـوك    ]13[، مرغ   ]12[ گوسفند    ،]11[، خرگوش   ]10[

ــه اســت ]16[ و گــاو ]15[اســب  ــه خــوبي صــورت گرفت .  ب

آينـد     روش به دست مي    كلونيهاي سلولهاي مزانشيم كه به اين     

يكنــواختي خواهنــد بــود كــه احتمــالا حــاوي  كلونيهــاي غيــر

سلولهاي  ساز استخوان، سلولهاي استئوبلاست و سلولهاي پيش

ــي،   ماكروفاژهــا،  هــا، ســلولهاي رتيكــولار، فيبروبلاســت چرب

ــلولهاي خــوني و    ــي از س ــي جزئ ــدوتليال و حت ــلولهاي ان س

بنابراين در حقيقـت    . ستندسلولهاي بنيادي هماتوپوئتيك نيز ه    

اين سلولهاي چسبيده به ظرف، اگر توانايي تمايز به سـلولهاي           

استخواني و غضروفي را در محيط آزمايشگاه نشان دهند ، بـه            

  .]17[ي مزانشيم شناخته خواهند شد  عنوان سلولها

سلولهاي بنيادي مزانشيم انساني در حقيقت سلولهايي هـستند         

:ISCT)المللي سلول درمـاني    بينكه بر اساس تعريف انجمن

International Society for Cellular Therapy)  داراي سه ويژگـي 

  :زير باشند

 در شرايط كشت معمولي در ظروف كشت پلاسـتيكي بـه            -1

كف ظرف بچسبند؛

 را بيان كنند و     CD90 و   CD105،  CD73 شاخصهاي سطحي    -2

، CD45نــسبت بــه بيــان شاخــصهاي هماتوپوئتيــك بــالاخص 

CD34       و ساير شاخصها از قبيل CD14،  CD11b  ،CD79  ،CD19 

 منفي باشند؛ HLA-DRو 

بايست توانايي تمايز به سـلولهاي چربـي، غـضروف و              مي -3

.]18[استخوان را در شرايط آزمايشگاهي داشته باشند 

هاي مغز استخوان بـا قابليـت چـسبندگي           اين سلولها از نمونه   

 1 ردنـد و در محـيط كـشت   گ خود به ظروف كشت جدا مـي 

DMEM داراي گلوگز اندك كه با FBS 210٪گلوتـامين  -و ال

بر طبـق روش كـار اسـتاندارد كـشت داده     تكميل شده است،

شوند كه در اين حالت جمعيت آنها در زير ميكروسـكوپ             مي

ــلولهاي     ــبيه س ــه ش ــك لاي ــلولهاي ت ــورت س ــه ص ــوري ب ن

بـا روشـهاي    سلولهاي مزانـشيمي    . شوند  فيبروبلاست ديده مي  

مختلفي در محيطهاي كشتي كه حاوي سرم گاوي يـا انـساني            

امـا طـي پاسـاژهاي      . شـوند   است كشت و گـسترش داده مـي       

مختلف است كه اين سلولها بـه يـك جمعيـت يكنواخـت از              

سلولهاي (شناختي  لحاظ چسبندگي به ظرف و از لحاظ ريخت       

از آنجـايي كـه ميـزان ايـن         ). 1شـكل   (رسند    مي) دوكي شكل 

ولها در مغز استخوان بسيار پايين است و تـاكنون شـاخص            سل

خاصي براي جداسازي اين سلولها ارايه نشده اسـت بنـابراين           

جداسازي آنها تنها منحصر به جداسازيـشان از طريـق كـشت            

  . ]17[شده است 

 پتانـسيل غيريكنواخـت      با وجود اين تفاوتها در شرايط كشت،      

، HLA-DRايي مثـل    بودن سـلولهاي بنيـادي و بيـان نـشانگره         

 مطالعات و مشاهدات جـالبي      (Prockop)  پروكاپ گروهي بنام 

آنهـا نـشان    . انـد   از زيست شناختي اين سلولها گـزارش كـرده        

اند كه مهار مسير پيام رساني به سـلول از طريـق پـروتئين                داده

Wnt با به كار بردن مولكول آنتاگونيست آن�  Dkk-1 �  منجـر

رخه سلولي و مهار مسير تمايزي بـه        به ورود اين سلولها به چ     

________________________

1- Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium 
2- Fetal Bovine Serum 
3- Wingless 
4- Dickkopf-1 
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انـد كـه      شود و اخيرا نـشان داده       سمت سلولهاي استخواني مي   

هـاي پپتيـدي مولكـول        استفاده از كلريد ليتيوم و آنتاگونيـست      

 در تنظيم تكثير و تمايز ايـن سـلولها در درمـان             (Dkk-1)فوق  

.]20و19[شكستگيها بسيار مناسب و مفيد است 

سـلولهاي انـساني    : A سلولهاي مزانشيم مشتق از مغز اسـتخوان         . 1شكل  

سلولهاي :و ) نعمتي و بهاروند(سلولهاي ميموني : B) پورنصر و بهاروند(

)هاشمي و بهاروند( موشي 

كنام
1

   سلولهاي مزانشيم 

اي از عوامـل فيزيكـي و         كنام يك سلول در حقيقت مجموعـه      

توان   در حقيقت مي  . كنند   كه سلول را احاطه مي     شيميايي است 

از كنام به عنوان ابرحجم چندبعدي كه سلول را احاطـه كـرده             

اينكه چـه عـواملي كنـام سـلولهاي مزانـشيم را            . است نام برد  

دهند، يكي از مباحثي است كه تحقيق در اين زمينه            تشكيل مي 

در البته پرواضح است كه كنـام مشخـصي         . كند  تر مي   را جذاب 

مغــز اســتخوان وجــود دارد كــه در حقيقــت بقــاي ســلولهاي 

هماتوپوئتيك را از طريق رهاسازي فاكتورهاي متعدد و ايجـاد          

رسد كه    به نظر مي  . نمايد  شرايط چسبندگي براي آنها فراهم مي     

سـاز اسـتخوان تـشكيل        اين كنام در حقيقت از سلولهاي پـيش       

همچنـان كـه    استروما و سلولهاي اسـترومايي      . ]21[شده باشد   

يـك مكــان فيزيكــي را بــراي بلـوغ ســلولهاي خــوني فــراهم   

طيف وسيعي از ترشحات و سيگنالهايي از سلولهاي     نمايند،    مي

مختلف را دارند كه براي متعهد شدن، تمايز و بلوغ سـلولهاي            

ــاز اســت  ــژه ســلولهاي ]22[هماتوپوئيتيــك مــورد ني ــه وي ، ب

ولهاي رتيكـولار،   اندوتليال، سلولهاي چربي، ماكروفاژهـا، سـل      

ســاز اســتخوان، ســلولهاي  هــا، ســلولهاي پــيش فيبروبلاســت

هماتوپوئيتيك و سلولهاي مشتق از آنها هستند كه اين فـضاي           

در حقيقت اين   . ]23[دهند    فيزيكي مغز استخوان را تشكيل مي     

فضايي است كه در مغـز اسـتخوان بـراي سـلولهاي مزانـشيم              

شـود ايـن      طـرح مـي   سوالي كه در اين مـورد م      . شود  فرض مي 

است كه خود اين سلولهاي مزانشيم از همان كنامي كـه خـود             

گيرنـد يـا از       سازند، تـاثير مـي      براي سلولهاي هماتوپوئتيك مي   

كنند؟ البته    كنامي كه سلولهاي هماتوپوئتيك براي آنها ايجاد مي       

توان اين گونه فرض كرد كه در حقيقت اين دو رده سلولي              مي

در تعامل متقابل   ) سلولهاي هماتوپويتيك سلولهاي مزانشيم و    (

سـازند كـه هـر دوي آنهـا از آن و از               با هم يك كنام ويژه مـي      
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هـاي    لازم به ذكـر اسـت كـه سـيگنال         . گيرند  يكديگر تاثير مي  

درون سلولي و خارج سلولي كه ايـن دو رده سـلولي در طـي               

بنـابراين  . كننـد كـاملا متفـاوت اسـت         تكامل خود دريافت مي   

ه بهتر اين كنام شرايط كـشت و گـسترش بهتـر            شناخت هر چ  

سلولهاي مزانشيمي را در محـيط آزمايـشگاه بـراي مـا فـراهم              

البتـه بايـد توجـه داشـت از آنجـايي كـه سـلولهاي               . سازد  مي

مزانشيم از منابع مختلفي غير از مغز استخوان مثل استخوانهاي          

 ترابكولار ، بافتهاي چربي، كبد، سينوويوم ، عضلات اسكلتي ،         

 و حتي بافت ژل وارتـون      ]24 [ششها و دندانهاي شيري   
�

 بنـد   

يابي هستند، كنام سـلولهاي مزانـشيم          هم قابل دست   ]25[ناف  

مختص به مغز استخوان نخواهـد بـود و در بافتهـاي مختلـف              

كنند يـا شـايد اينكـه سـلولهاي           هاي متفاوتي را تجربه مي      كنام

ني را  هـاي يكـسا     مزانشيم در جاهاي مختلـف بـدن هـم كنـام          

  .]2[تجربه نمايند 

  

  جداسازي و تعيين هويت سلولهاي مزانشيم

  و همكـارانش    فريدن اشـتاين   به دنبال روش ارايه شده توسط     

ــت يكنواخــت   ،]1[ ــه جمعي ــري از   راهكارهــاي ديگــري ك ت

1- Niche 
2- Warton’s Jelly 

به . اند  دهد ابداع شده    سلولهاي مزانشيم را در اختيار ما قرار مي       

شانگر اختـصاصي هـستند،     دليل اينكه سلولهاي مزانشيم فاقد ن     

كننـد يعنـي در       كارها بر پايه انتخاب منفي عمـل مـي          اغلب راه 

حقيقــت ســلولهايي كــه فاقــد نــشانگرهاي انــدوتليال و      

هماتوپوئتيك هـستند جـدا شـده و در كـشت اوليـه بـه كـار                 

روند تا به يك جمعيـت يكنواخـت از سـلولهاي مزانـشيم               مي

لهايي كه معمولا داراي    در مقايسه با انواع سلو    . دست پيدا كنيم  

نشانگرهاي ويژه سطحي هستند مثلا سـلولهاي هماتوپوئتيـك         

 4[ هستند   CD14    ،CD34  ،CD45كه حاوي نشانگرهاي سطحي     

 هـستند  CD31 يا سلولهاي اندوتليال كـه داراي نـشانگر     ]26 و

تـر    ، و اين ويژگي جداسازي آنها را تـا حـدودي راحـت            ]27[

لهاي مزانشيم منحصر به فرد      تشخيص فنوتيپيك سلو    سازد،  مي

نيست و داراي ويژگيها و نـشانگرهاي مـشترك بـا سـلولهاي             

اي  تليــال و ســلولهاي ماهيچــه  انــدوتليال، اپــي هماتوپوئتيــك،

هستند كه در حقيقت تشخيص اختصاصي و قطعي آنها را غير           

  .]17[سازد  ممكن مي

  

تاكنون براي سلولهاي مزانـشيمي نـشانگر خاصـي بـه دسـت             

  

  ) ]17[برگرفته از منبع ( بيان نشانگرها در سلولهاي مزانشيم مغز استخوان . 2جدول 

  شناسي و فيزيكي   ويژگيهاي ريخت

        سلولهاي دوكي شكل و چسبنده به ظرف 

   نشانگرهاي سطح سلول

   CD34neg ،CD45neg ، CD14neg ،CD31neg:       نشانگرهاي هماتوپويتيك

CD29pos،CD44pos، CD54pos ،CD56pos ، CD73pos ، CD105pos ، CD106pos :لهاي چسبنده       مولكلو

   CD49pos ،CD61pos،   CD104pos :ها       اينتگرين

CD121pos،  CD123pos ،CD124pos ،CD126pos ،CD140apos ،CDw119pos ،CD71pos ،20pos: ها       فاكتورهاي رشد و سايتوكاين

  . CD80neg،CD3neg ،CD86neg،MHC Class II Antigens neg: هاي خوني سفيد ژنهاي معمول گويچه       آنتي

  ويژگيهاي عملكردي

  . دارا هستند      پتانسيل تمايز به سلولهاي استخواني، غضروف، چربي، عصب و عضله را 
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، CD34  ،CD45ه است ولي فاقد نشانگرهاي هماتوپويتيك       نيامد

CD14          و همچنين فاقـد نـشانگرهاي انـدوتليال CD34  ،CD31 ،

VWF)  سلولهاي مزانشيمي تعداد   . هستند). ويلبراند-فاكتور ون

 و CD90 و CD44 ،CD29وســـيعي از مولكولهـــاي چـــسبنده 

ــترومايي    ــلولهاي اسـ ــصهاي سـ  و SH-2 ،SH-3 ،SH-4شاخـ

و ) IL1-R (1ي سـايتوكايني مثـل گيرنـده انترلـوكين        ها  گيرنده

 TNFگيرنده  
�

در مطالعـات اخيـر     . ]27[كننـد      را هـم بيـان مـي       

گانگليوزيد عصبي
�

)GD-2 ( به عنوان ماركر اختصاصي سلولهاي

 و جالـب اينكـه در مطالعـه    ]28[مزانشيم معرفـي شـده اسـت    

وان ديگري نشان داده شده است كه سلولهاي مزانشيم مغز اسـتخ          

 را كه در سـلولهاي بنيـادي جنينـي بيـان            SSEA-4انسان نشانگر   

  .]29[) 2جدول  (.كنند  درصد بيان مي71شود، به ميزان  مي

هاي اوليه سلولهاي مزانـشيم جـدا         رويكردهاي اوليه در كشت   

شده از مغز استخوان بر پايه جداسازي سلولهاي هماتوپوئتيك         

سلولهايي . ايع است از سلولهاي استرومايي در سيستم كشت م      

  چـسبند، حـاوي     كه در اين سيستم كشت مايع بـه ظـرف مـي           

  ســلولهاي چربــي، ســلولهاي مزانــشيم خواهنــد بــود چراكــه

ماكروفاژها و سلولهاي پلاسمايي توانايي چسبيدن به ظرف را         

در بعضي از روشـهاي جداسـازي از حـساسيت          . ]18[ندارند  

ن خـارج سـلولي     ماكروفاژها و سلولهاي هماتوپوئتيك بـه يـو       

ATP ــي ــره م ــلولهاي      به ــا و س ــه ماكروفاژه ــرا ك ــد، چ برن

هماتوپوئتيك در مجاورت اين يون نفوذپذير شـده و بـه ايـن             

ترتيب سبب ورود مواد كشنده به داخل سلول شـده و از بـين              

 در حالي كه سلولهاي مزانشيم به ايـن يـون حـساس              روند،  مي

البتـه سـلولهاي    . نيستند و در مجاورت آن زنده خواهنـد مانـد         

فلورواوراسـيل كـه    -5خاموش مزانشيم با استفاده از مولكـول        

به راحتـي     برد، نيز     سلولهاي فعال از لحاظ تقسيم را از بين مي        

________________________

1- Tumor Necrosis Factor Receptor
2- Neura Ganglioside-2 

با وجـود ايـن كـه تـا بـه امـروز              .]17[قابل جداسازي هستند    

ويژگيهاي منحصر به فردي براي سلولهاي مزانشيم بـه دسـت           

 پيدا كـردن نـشانگر اختـصاصي        نيامده است اما مطالعات براي    

وقتـي كـه سـلولهاي مزانـشيم        . اين سلولها همچنان ادامه دارد    

  شــوند، مــشتق از مغــز اســتخوان در محــيط كــشت داده مــي 

سلولهاي چسبنده، مثل سلولهاي فيبروبلاست تمايل به تشكيل        

كلونيهايي از سلولهاي دوكي شكل در محيط كـشت دوبعـدي           

CFU-Fح  بدين ترتيب از اصطلا     دارند،  
�

 در مطالعات تكثيـري     

اين سـلولهاي شـبه فيبروبلاسـت       . شود  اين سلولها استفاده مي   

كشت داده شده در ابتـدا سـلولهاي آلكـالين فـسفاتار مثبـت،              

 مثبت ، فيبرونكتين مثبت و حساس به رنگ مـشكي           IVكلاژن  

به . سودان هستند در حالي كه از نظر آنزيم استراز منفي هستند          

اطه كننده سلولهاي مزانشيم حاوي كلاژن تيپ       علاوه محيط اح  

I  البته تعدادي از كلونيهـا فـاكتور   .  و لامينين غشاي پايه هستند

كنند كه احتمالا نشان دهنده متعهد شدن         هشت را هم سنتز مي    

  .]17[آنها به سمت اندوتليال است 

ژنهاي   اين سلولهاي اوليه كشت داده شده براي تعدادي از آنتي         

 SH2) CD105( ، SH3،  SH4(CD73)دهايي مثـل  سطحي و پپتي ـ

، SB-10      هاي فاكتورهـاي      و ساير مولكولهاي چسبنده و گيرنده

ــل  ــد مثــ   ،CD166،  CD54 ،CD102،  CD121a،b ،CD123رشــ

CD124 ،CD4917[) 2جدول . (  مثبت هستند[.  

همچنين مطالعات نشان داده است كه اين سلولهاي كشت داده          

ــه ويژگيهــاي ژ ــي ســلولهاي هماتوپوئتيــك و رده شــده اولي ن

cbfa1(ساز    سلولهاي استخوان 
�

استئوكالـسين     آلكالين فسفاتاز،     ،

را ) ليپوپروتئين ليپاز (ساز  و رده سلولهاي چربي   ) و استئوپونتين 

 كه اين خـود نـشان دهنـده         ]31[كنند    به طور همزمان بيان مي    

در حقيقـت ايـن     . عدم تعهـد ايـن سـلولهاي مزانـشيم اسـت          

ي مزانـشيم نـشانگرهاي سـطحي سـلولهاي انـدوتليال           سلولها

________________________

3- Colony forming unit –fibroblast
4- Core binding factor 1 
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)CD31(ــيت ــا /، مونوسـ ــيت ، )CD14 (ماكروفاژهـ ــا  لنفوسـ هـ

)CD11a/LFA-1(، ــيت ــا  لكوس ــول ، )CD45(ه ــز  گلب ــاي قرم ه

 و ساير نشانگرهاي سـلولهاي هماتوپوئتيـك         )Aگليكوفورين  (

ــل  ــان CD66b و CD3 ،CD14 ،CD19 ،CD34 ،CD38مثـ  را بيـ

همچنين سلولهاي مزانشيم تعداد زيادي از      ). 2شكل  (كنند    نمي

توكاينها و فاكتورهاي رشد مثـل فـاكتور سـلولهاي بنيـادي            ساي

-TGF،  11، انترلـوكين    8 ، انترلـوكين     7انترلوكين    ،) c-Kitليگاند  (

β� ، Cofilin ،Galectin-1، ســيكلوفيلين 1– گيرنــده لامينــين ، A،  

. ]30[كننـد     يز بيان مي   را ن  �)MMp-2 (2ماتريكس متالوپروتئيناز   

RosetteSep     ــركت ــاري از شـ ــصولي تجـ  Stem Cell محـ

Technologies   سـازي   همـين خاصـيت بـراي غنـي     اسـت كـه از

  )3شكل(نمايد  مغز استخوان استفاده ميسلولهاي مزانشيم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

بيان و عدم بيان يك سري از نشانگرها در سلولهاي مزانشيم   .2شكل 

]30[  

________________________

1- Transforming Growth Factor β
2- Matrix Metallopreoteinase 2 

 نحوه جداسازي سلولهاي مزانشيم با استفاده از  .3شكل

Rosettesep(cat#15128) ) شركتStem Cell Technologies 

،www.stemcell.com(  

  

  با وجود جداسازي مناسب اين سلولها به روش انتخاب منفي،         

ين سلولها از مغز    براي انتخاب مثبت ا   ) Stro-1(بادي    اولين آنتي 

هـاي    بـادي   عـلاوه بـر ايـن آنتـي       . استخوان به كـار بـرده شـد       
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ــل   ــال مث  anti-sca-1مونوكلون
�

ــي HOP-26 (CD63)  و  در غن

در بعـضي از    . اند  كار رفته   ساز استخوان به    سازي سلولهاي پيش  

ها سعي بر اين است كه جمعيت يكنواخـت بيـشتري از              روش

 محيط كشت با فاكتورهاي     سلولهاي مزانشيمي را با غني كردن     

TGF-β1رشد مثـل    
�

  ،bFGF
�

EGF(درم    ، فـاكتور رشـد اپـي      
�

( ،

PDGF(فاكتور رشد مشتق از پلاكت      
�

به دست بياوريم، براي    ) 

 براي حفظ و بقاي پتانسيل تمـايزي        bFGFمثال هنگامي كه از     

هـايي مثـل       سـايتوكاين   شـود،   سلولهاي مزانشيمي استفاده مـي    

درت تمايزي اين سـلولها بـه سـمت          در حفظ ق   11انترلوكين  

با اين  . هاي بالا ناتوان هستند     سلولهاي هماتوپويتيك در كشت   

 اغلب روشهاي جداسازي     هاي فراوان،   حال و با وجود كوشش    

ويژه و مختص گونه هستند، كه منجر به ايجاد جمعيت سلولي           

 شاخـصهاي ســلولي و   شناسـي ،  هومـوژن بـر اسـاس ريخــت   

  ).3شكل  (]17[ت ويژگيهاي فنوتيپيك اس

 و  (Schieker)  شـيكر   توسـط  2004اي كـه در سـال         در مطالعه 

همكارانش صورت گرفت يـك روش فلوسـايتومتريك بـراي          

ارزيابي و تاييد سريع سلولهاي مزانـشيمي تعريـف و بـه كـار              

 پـروتئين   4برده شـد كـه در ايـن روش در حقيقـت ارزيـابي               

ر همزمان و بـا      به طو  CD44، فيبرونكتين و    IV، كلاژن   Iكلاژن  

پذيرد كه آناليز سلولهاي       رنگ مختلف صورت مي    4استفاده از   

حاصل نشان دهنده جمعيت يكنواختي از سـلولهاي مزانـشيم           

در روش ديگري كه اخيرا براي جداسازي و تعيـين          . ]32[بود  

 و  (Guo)  گـو  هويت اختـصاصي سـلولهاي مزانـشيمي توسـط        

املا اختصاصي  همكارانش طراحي شده است، از مولكولهاي ك      

نام آپتـامر    اسيدهاي نوكلئيك و ايجاد ساختارهايي به     
�

 اسـتفاده   

________________________

1- Anti Stem Cell antigen - 1 
2- Transforming Growth Factor β1
3- Basic Fibroblast Frowth Factor 
4- Epidermal Growth Factor
5- Platelet Derived Growth Factor
6- Aptamer

اي هـستند كـه       آپتامرها در حقيقت مولكولهاي گيرنده    . شود  مي

. كننـد   آوري مـي    به طور اختصاصي سلولهاي مزانشيم را جمـع       

ــا،   ــن مولكوله ــته DNAاي ــك رش ــاي ت ــا (ssDNA)اي   ه  و ي

تواننـد در     ند كـه مـي     بـاز هـست    100 با طول    RNAمولكولهاي  

فضاي سه بعدي تا خورده و با مولكولهاي هـدف خـود مثـل              

هاي مختلف    ها و گيرنده    بادي  ها، آنتي   ها، پپتيدها، آنزيم    پروتئين

ايـن مولكولهـا نـسبت بـه سـاير          . سطح سلولها واكنش دهنـد    

مولكولهاي مشابه از نظر فعاليت امتيازاتي دارنـد بـه طوريكـه            

يل پيوندي بـالا بـه مولكولهـاي هـدف          كاملا اختصاصي و با م    

خود بدون هيچ گونه اثـر سـمي و تحريـك كننـدگي سيـستم               

يابند و اينكه اين مولكولها به راحتي در محيط           ايمني اتصال مي  

  .]33[گردند  آزمايشگاه توليد مي

  

و بافت ) a( مقايسه سلولهاي مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان .4شكل

  )]42[برگرفته از منبع (شناسي  ختاز لحاظ ري) b(چربي 

طـور كـه ذكـر شـد اغلـب رويكردهـا در غنـي سـازي                   همان

سلولهاي بنيادي مزانـشيم بـر اسـاس فاكتورهـا و شاخـصهاي           

فنوتيپيكي آنها بوده است ، اما يك روش كشت ساده بر اساس            

وابستگي به اندازه سلول طراحي شده است كه تا حـدودي در            
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در ايـن روش  . م موفق بوده اسـت غني سازي سلولهاي مزانشي   

در حقيقت آسپيراسيون مغز استخوان بـا اسـتفاده از غـشاهاي            

شود كه به نسبت يك جمعيـت يكنواخـت           منفذدار، غربال مي  

. نمايـد   با قابليت خودنوزايي و قدرت بالاي تمايز را ايجاد مي         

به علاوه رويكردهـاي پيچيـده بيـشتري مثـل انتخـاب مثبـت              

FACS استفاده از ميكروبيـدها و دسـتگاه         سلولهاي مزانشيم با  
�

 

MACSيا با استفاده از     
�

 روشهاي مورد توجهي هستند كـه نـه          

تنها در جداسازي و غني سازي بهتر سلولهاي مزانشيم كـاربرد    

دارند بلكـه در آشكارسـازي تـوان ايـن سـلولها در حالتهـاي               

در روشـي    . ]17[آيد    فيزيولوژيك و پاتولوژيك نيز به كار مي      

انـد بـا اسـتفاده از          و همكاران ارايه نموده    Scherepfer اخيرا   كه

 و بـه روش انتخـاب       MACSجداسازي سـلولي بـا روشـهاي        

 از جمعيـت    CD11bمنفي، ماكروفاژها را با استفاده از نـشانگر         

سلولي خارج كرده و بدين ترتيب بـه جمعيـت يكنـواختي از             

لولي و  هاي س   دركشت. اند  سلول هاي مزانشيم دست پيدا كرده     

در پاساژهاي مختلف سلولي از سلولهاي مزانشيم، ماكروفاژها        

همچنان بـه دليـل خاصـيت چسبندگيـشان در محـيط وجـود              

  .]34[شوند  خواهند داشت كه به اين شكل از محيط حذف مي

  

منابع مختلـف دسترسـي بـه سـلولهاي بنيـادي           

  مزانشيم

مغـز  مهمترين منبع سلولهاي بنيادي مزانشيم در سالهاي اخيـر          

استخوان بوده است كه سلولهاي مـورد نظـر بـه راحتـي از آن               

اما اخيرا سـلولهاي مزانـشيم را از        . شوند  جدا و كشت داده مي    

 بافتهاي جفت   ]35[منابع فرعي ديگري هم مثل بافتهاي چربي        

ــاف  ــد ن ــي ]38-36[و بن ــون محيط ــاي ]40و  39[، خ ، بافته

در مقايسه بـا    . دان   جدا كرده  ]7[هاي اسكلتي     پيوندي و ماهيچه  

تـر هـستند و جـدا كـردن            در دسترس   مغز استخوان اين منابع،   

________________________

1- Flourescence Activated Cell Sorting

تر است مضافا بر اينكه ميـزان         سلولهاي مزانشيم از آنها راحت    

مطالعات نشان داده   . ]41و   35[اين سلولها در آنها بيشتر است       

است كه سلولهاي مزانشيمي جدا شده از بافت چربـي از نظـر             

 حتي بيان نشانگرهاي سطحي شبيه و)4شكل (شناسي  ريخت

) 5شـكل   (همان سلولهاي جدا شده از مغز اسـتخوان هـستند           

سلولهاي مزانشيمي جـدا شـده از بافـت چربـي از نظـر      .]42[

رفتار سلولي در محيط كشت و قدرت تمـايزي بـه سـلولهاي             

استخوان، غضروف و چربي تفاوتي با سلولهاي جـدا شـده از            

  ).6شكل  (]43[د ان مغز استخوان نشان نداده

لهـاي بنيـادي جـدا شـده از منـابع             الگوي فنوتيپيكي اين سـلو    

در ايـن   .  با يكديگر مقايـسه شـده اسـت          5مختلف در شكل    

شكل بروز اين مولكولها در سلولهاي مزانـشيم مـشتق از مغـز             

استخوان در دو حالت مختلف از نظر شرايط كشت، يكـي در            

يط كـشت   و ديگـري در مح ـ    ) DMEM) BM-MSC-M1محيط  

-BM-MSC(مخصوص سلولهاي مزانشيم كه به صورت تجاري      

M2 (   وجود دارد)  شركتCambrex(     با سلولهاي مزانشيم جدا ،

و سلولهاي مزانشيم جـدا     ) AT-MSC-M1(شده از بافت چربي     

و با رده سلولي فيبروبلاسـت      ) CB-MSC-M3(شده از بند ناف     

ن ژنهـاي   اي بيـا    در مطالعـه  . انـد   مقايـسه شـده   ) HS68(انساني  

سلولهاي جدا شـده از منـابع مختلـف بررسـي و بـا يكـديگر                

اند كه نشان داده شده است سلولهاي مزانشيمي از           مقايسه شده 

نظر بيان ژنها با يكديگر متفـاوت هـستند و نـسبت بـه نمونـه       

 بيـشتر     ژن فعـال شـده     25فيبروبلاست حـداقل داراي تعـداد       

ان تمـايزي متفـاوت     تواند نشان دهنده تو     هستند كه اين امر مي    

 در درمان بيماريهـاي     سلولهاي مزانشيمي و استفاده بهتر از آنها      

مختلف و حتي كمـك بـه شـناخت بهتـر سـلولهاي مزانـشيم و                

  .]44[) 7شكل (تفكيك آنها از سلولهاي فيبروبلاست باشد 

2- Magnetic Activated Cell Sorting
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: AT-MSC.سلولهاي مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان : BM-MSC-M1,2 . مقايسه الگوي فنوتيپيك سلولهاي مزانشيم جداشده از منابع مختلف.5شكل 

  )]44[برگرفته ازمنبع (سلولهاي مزانشيم جدا شده از بند ناف : CB-MSC. سلولهاي مزانشيمي جدا شده از بافت چربي
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  )]44[برگرفته از منبع ( مقايسه ريخت شناسي و تمايز سلولهاي مزانشيم جدا شده از منابع مختلف.6شكل

  

 ، سلولهاي BM-MSC-M2) و BM-MSC-M1(شناسي سلولهاي مزانشيم جدا شده از مغز استخوان در دو شرايط كشت مختلف   در اين تصوير ريخت

تمام سلولها با خاصيت چسبندگي به سطح . بررسي شده است) CB-MSC-M3(و سلولهاي جدا شده از بند ناف ) AT-MSC-M1(جداشده از بافت چربي

رسد كه اندازه سلولهاي جدا شده از بافت چربي كوچكتر باشند در حالي كه سلولهاي جدا شده از بند ناف  به نظر مي. دوكي شكل مشخص هستندو ظاهر 

تخواني در تمامي جمعيت سلولي مورد مطالعه تمايز به سمت سلولهاي چربي و اس. دهند هاي متفاوتي را به صورت گرد، پهن يا سلولهاي كشيده نشان مي ريخت
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لازم به ذكر است تمايز به سلولهاي چربي و استخواني در . تر بوده است تمايز به سلولهاي چربي در سلولهاي جدا شده از بند ناف ضعيف. نشان داده شده است 

  . تحت شرايط مشابه ايجاد نشده است) HS68(سلولهاي فيبروبلاست انساني 

  

  .دهد ي مختلف كه ميزان تفاوت و تشابه را نشان مي مزانشيمي مشتق از بافتها بين سلولهاي ESTs مقايسه ژنها و .7شكل 

  )]44[برگرفته از منبع ( 

  

يكي ديگر از منابعي كه سلولهاي بنيادي مزانشيم را از آن جدا            

اند، پرده و مايع آمنيوتيك جنـين اسـت كـه             كرده و كشت داده   

خـارج  بعد از جدا كردن آن از كوريون به صورت مكانيكي و            

نمودن سـلولهاي اپيتليـالي آن بـا اسـتفاده از تيمـار كـردن بـا                 

 به  DNase سلولهاي مزانشيم آن را با تيمار كلاژناز و           تريپسين،

دست آورده و در محيط كشت غني شده با فاكتورهاي رشد و            

ــشت داده ــد ســرم ك ــلولهاي  . ان ــه  س ــشان داده ك ــات ن مطالع

 سري از ويژگيهاي    مزانشيمي جدا شده از آمنيوتيك داراي يك      

سلولهاي كارديوميوسيت هستند بدين معني كـه تـوان تبـديل           

شدن آنها به سلولهاي قلبـي در محـيط آزمايـشگاه و در درون              

توانند كانديدهاي مناسبي براي تحقيقـات        بدن بالا است كه مي    

-45[درمـاني بيماريهـاي قلبـي باشـند         بيشتر و در آينده سلول    

انسيل تمايز سلولهاي مزانشيم جدا     اي جالب پت    در مطالعه . ]47

GFPشده از مغز استخوان و مايع آمنيوتيك را كه با پـروتين  
1

�

 و  ]47[نشاندار شده بودند، در رت مورد بررسـي قـرار دادنـد           

 روز بعـد از پيونـد تعـداد كمـي از ايـن         30مشاهده كردند كه    

اي تبـديل     اي صـاف رگـي و روده        سلولها به سلولهاي ماهيچه   

 در حالي كه اكثر سـلولهاي مزانـشيم بـدون تمـايز             شده بودند 

در مطالعات آزمايشگاهي كه ايـن سـلولهاي        . باقي مانده بودند  

اي صـاف كـشت داده بودنـد          مزانشيمي را با سلولهاي ماهيچه    

________________________

1- Expressed Sequence Tags
2- Green Fluorescence Protein
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مشاهده كردند كه پديده همجوشي سلولي     
2

 سبب تبـديل ايـن      

جالـب  . ]47[شـود     اي صـاف مـي      سلولها به سلولهاي ماهيچـه    

 تـا   1ه سلولهاي مزانشيمي را از آپانديس طبيعي افراد بين          اينك

  .]48[اند   سال نيز جدا و كشت داده18

از منابع ديگري كه امروزه توجه بسياري از محققين را به خود            

جلب كرده است بافت اطراف رگهاي بند نـاف اسـت كـه ژل              

وارتون
�

اين بافت غنـي از سـلولهاي مزانـشيم         . شود   ناميده مي  

ي است كه توان تمايزي آنها همانند سـلولهاي مـشتق از            پرتوان

مغز استخوان است و داراي همان ويژگيها است كه به دليل در            

دسترس بودن اين بافـت و عـدم وجـود مـشكلات اخلاقـي،              

استفاده از آن را بـراي جداسـازي سـلولهاي مزانـشيم كانديـد          

كرده اسـت، عـلاوه بـرآن، بـراي اسـتفاده از آن در پيونـد بـه                  

.  نيـست  HLAبيماران نياز به يكسان سازي كامـل مولكولهـاي          

بنابراين ايجاد بانكي از سلولهاي مشتق از ژل وارتون بند نـاف            

توانـد منبـع      و يا به طور كلي سلولهاي مشتق از بند نـاف مـي            

مناسبي براي رويكردهاي درماني با استفاده از سلولهاي بنيادي         

لهاي مزانشيمي از خـود      جالب اينكه سلو   ]49[. در آينده باشد  

رگهاي بند ناف  
�

 هم با همان خصوصيات سـلولهاي مزانـشيم         

اند، ايـن سـلولهاي جـدا         مغز استخوان جدا و كشت داده شده      

شده از رگهاي بند ناف همان تـوان تمـايزي را دارا هـستند و               

ــه ســلولهاي شــبه   حتــي در مطالعــه اي تمــايز ايــن ســلولها ب

  .]50[ كارديوميوسيت گزارش شده است

  

  پتانسيل تمايزي سلولهاي بنيادي مزانشيم

تا امروز در انواع پستانداران تمايز ايـن سـلولها بـه سـلولهاي              

چربي، تاندون و بافتهـاي   قبيل استخوان، غضروف، مختلفي از

اين سلولها عـلاوه بـر قـدرت        . عضلاني نشان داده شده است    

________________________

3- Cell Fusion
2- Warton’s Jelly 
3- Umbilical vein cord Blood. 

هـاي   تمايز به سلولهاي رده خود توانايي تمـايز بـه سـاير رده            

سلولي مثل سلولهاي كبدي، كليوي، قلبـي و حتـي سـلولهاي            

بنابراين اصطلاح پرتوان و چنـدتوان بـه        . عصبي را دارا هستند   

  .شود طور متقابل براي اين سلولها به كار برده مي

پتناسيل تمايزي 
�

 در حقيقـت فراينـدي اسـت كـه در آن يـك              

ولي را  هـاي سـل         سلول بنيادي توانايي تبديل شدن به ساير رده       

اگر چـه ايـن فراينـد بـه خـوبي در دوزيـستان              . دهد  نشان مي 

مشاهده و تاييد شده است اما اينكه آيا در سلولهاي پستانداران           

تحقيقات اخير  . هم اين فرايند وجود داشته باشد نامعلوم است       

در پيوندهاي سلولي نـشان داده اسـت كـه سـلولهاي بنيـادي              

دن به سلولهاي مـشتق از      مزانشيم همچنان كه توانايي تبديل ش     

ــاي    ــا ويژگيه ــلولهايي ب ــه س ــستند ب ــي را دارا ه رده مزودرم

سلولهاي اكتودرم و اندوردم نيز در محـيط آزمايـشگاه تبـديل            

شوند، كه اين خود بيانگر وجود پديده تبـديل و تمـايز در               مي

اي معتقدنـد كـه       اگر چـه عـده    . رده سلولهاي پستانداران است   

وانــد ناشــي از حــضور ســلولهاي ت نتــايج ايــن تحقيقــات مــي

اما  مطالعات نشان    . ساز يا حتي پديده الحاق سلولي باشد        پيش

داده كه همين سلولهاي مزانشيمي كه در حقيقت بـراي ايجـاد            

انـد در شـرايط       يك سري و يك رده خاص سلولي متعهد شده        

هاي مـصنوعي توانـايي       آزمايشگاه و با ايجاد تحريكات و پيام      

  .]51[هاي سلولي را دارا هستند  ر ردهتبديل شدن به ساي

هـاي    همانطور كه قبلا هم اشاره شد يكـي از ويژگيهـاي سـلو            

مزانــشيم و در حقيقــت يكــي از راههــاي شــناخت ســلولهاي 

ــه ســلولهاي    ــا ب ــديل شــدن آنه ــوان تب ــشيمي بررســي ت مزان

 غــضروفي و چربــي در محــيط آزمايــشگاه اســت  اســتخواني،

 ـ       ). 8شكل( ب تـوان تمـايز سـلولهاي    امـا در يـك مطالعـه جال

استخواني نشات گرفته از سـلولهاي مزانـشيم مغـز اسـتخوان            

بـه  . انسان به سلولهاي چربي و غضروفي بررسي شـده اسـت          

اين ترتيب كه مـشاهده شـد سـلولهاي مزانـشيمي كـه تحـت               

شـوند    شرايط تبديل به سـلولهاي اسـتخواني كـشت داده مـي           

________________________

4- ransdifferentiation 
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هاي چربــي و  روز  توانــايي تبــديل بــه ســلول30حــداكثر تــا 

  .نمايند استخواني را حفظ مي

  

و سلولهاي ) A( تمايز سلولهاي مزانشيم به سلولهاي استخواني.8شكل 

  )خدادادي و بهاروند). (B(چربي 

  

بعد از  (حتي سلولهاي كاملا تمايز يافته به سلولهاي استخواني         

ــه ســلولهاي  )  روز30 ــديل شــدن ب ــايي تب ــان توان ــز همچن ني

تــر اينكــه   جالــب.  حفــظ كــرده بودنــدغــضروف و چربــي را

سلولهاي تمايز يافته غضروف و چربـي از سـلولهاي مزانـشيم      

مغز استخوان نيز توانايي تبديل شدن بـه سـاير سـلولهاي رده             

شـناخت  )  9شـكل   . (مزانشيمي را در خود حفظ كرده بودنـد       

هرچه بيشتر عواملي كه در فرايندهاي تمايزي سلولهاي بنيادي         

ما را در فهـم بهتـر تكامـل سـلولهاي انـساني و              دخالت دارند   

 درمـاني هـدايت     -استفاده از اين دانش در روش نوين سـلول        

  .]51[نمايد  مي

لهاي مزانشيني    مدل توان تمايزي سلولهاي نشات گرفته از سلو.9شكل 

  ]52[مغز استخوان انسان برگرفته از منبع 

  

هاي سلولي    اير رده سلولهاي مزانشيم انساني توانايي تمايز به س      

ــشان داده ــم ن ــد را ه  و (Sanchez)   ســانچز2000در ســال . ان

همكاران تمايز سلولهاي مزانشيمي به سـلولهاي عـصبي را در           

، كـه ايـن پتانـسل تمـايزي         ]53[محيط آزمايشگاه نشان دادند     

 و همكـاران بـا كـشت در آزمايـشگاه     (Xiang) ژيانـگ توسط

لكــولي و آزمايــشهاي ســلولهاي مزانــشيمي و بــا روشــهاي مو

وسترن بلات بيان نشانگرهاي عصبي در اين سـلولها را تاييـد            

مطالعــات نــشان داده كــه ســلولهاي مزانــشيمي . ]54[كردنــد 

هـا را نيـز در        توانايي تمايز به نورونهاي عصبي و آستروسـيت       

ــستند   ــشگاه دارا ه ــرايط آزماي ــه در  . ]55[ش ــشي ك در پژوه

نـشيم جـدا شـده از مغـز         پژوهشكده رويان روي سلولهاي مزا    

 سـلولهاي مزانـشيمي در       استخوان موش صورت گرفته است،    

محيط آزمايشگاه تحت تيمارهاي مختلف در ابتدا به سلولهاي         

بنيادي عصبي 
�

 كه توانايي تشكيل نوروسفر    
�

 را دارا بودند و از      

كـه  . لحاظ بيان نشانگر نستين نيز  مثبت بودند، تبـديل شـدند           

نيــادي ايجــاد شــده توانــايي تكــشيل بعــد از ايــن ســلولهاي ب

ــد      ــشان دادن ــشگاه ن ــيط آزماي ــصبي را در مح ــلولهاي ع س

  ).10شكل(

سلولهاي مزانشيمي توانايي تمايز به سلولهاي اندودرمي را نيز         

 مختلفي در مورد تمايز سلولهاي بنيـادي        مطالعات. دارا هستند 

و موش صحرايي به هپاتوسيت در محـيط         مغز استخوان موش  

اما براي تفسير و تاييد بيـشتر همـواره         .  شده است  كشت انجام 

نياز به بررسي تمايز و فعاليت سـلولها در بـدن موجـود زنـده               

فاكتورهاي رشد و تمايز مختلفي در مطالعات گونـاگون         . است

براي تمايز سلولهاي بنيادي مغز اسـتخوان بـه سـلولهاي بيـان             

________________________

1- Neural Stem Cell
2- Neursphere 
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استفاده كننده ژن و پروتين آلبومين و سلولهاي شبه هپاتوسيت          

ــد ــتش ــه ه اس ــد   ك ــاكتور رش ــيت، ف ــد هپاتوس ــاكتور رش  ف

 داده  نـشان . اند درم از آن جمله    فيبروبلاست و فاكتور رشد اپي    

تواند باعث تمايز سلولهاي     رشد هپاتوسيت مي   شده كه فاكتور  

بنيادي مغز استخوان موش به سـلولهاي شـبه هپاتوسـيت كـه             

ر مطالعــات د .]57  و56[شــوند كننــده آلبــومين هــستند  بيــان

مختلف تمايز سلولهاي بنيادي مغز استخوان انسان در شـرايط          

كـشتي     يا هم  ]59  و 58[مختلف با استفاده از فاكتورهاي رشد       

 و همچنين سلولهاي مزانشيم مشتق از بافت چربي انسان          ]60[

  . هم به سمت سلولهاي كبدي نشان داده شده است]61[

  

نشانگر اختصاصي سلولهاي 3سلولها با نشانگر بتا توبولين : B. هاي سلول را رنگ كرده است  كه هستهPIرنگ : A آميزي ايمونوسيوشيمي  رنگ. 10شكل

 سلولهاي FوE. رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي نروسفرها: Dنوروسفرهاي ايجاد شده از سلولهاي مزانشيم موش در آزمايشگاه، : C. اند آميز ي شده عصبي رنگ

  ).هاشمي و بهاروند(اي مزانشيمي ه عصبي مشتق از سلو

  

سلولهاي مزانشيمي توانايي تمايز به سلولهاي مزودرمي را نيـز          

اند به طوريكـه اولـين        در شرايط كشت آزمايشگاهي نشان داده     

و همكاران تمايز سلولهاي مزانشيمي بـه       ) Makino ( ماكينو بار

ســمت ســلولهاي كارديوميوســيت را در محــيط آزمايــشگاه و 

 نـشان دادنـد و از سـلولهاي         Azacytidine-5ر مـاده    تحت تـاثي  

مزانشيمي موش رده سلولهاي كارديوميوژنيك را ايجاد نمودند        

مطالعات ديگر توانـايي تمـايز سـلولهاي مزانـشيمي در           . ]63[

كـشتي بـا سـلولهاي كارديوميوسـيت رت را نـشان              شرايط هم 

  ).3جدول  (]65 و 64[دادند 

ت با توجه بـه اينكـه اسـتفاده از          اي متفاو   در حاليكه در مطالعه   

 مناسـبي در رويكردهـاي       تواند گزينـه     نمي Azacytidine-5ماده  

بعدي استفاده از اين پتانسيل تمـايزي در كاربردهـاي كلينيـك           

ــه     ــسان ب ــشيمي ان ــلولهاي مزان ــايز س ــد تم ــلولهاي باش س

كارديوميوسيت در شرايطي متفاوت و در مجـاورت مخلـوطي          

 ]62[ها بررسـي و مطالعـه شـد           رموناز فاكتورهاي رشد و هو    

ــكل ( ــات ). 11ش ــشگاهيمطالع ــايزي  آزماي ــوان تم  روي ت

سلولهاي مزانشيم انساني به سمت سـلولهاي كارديوميوسـيت         

 را روي   Azacytidine-5شامل مطالعاتي است كه تنها تاثير ماده        

ــشيمي بررســي كــرده اســت   ــاثير ]63[ســلولهاي مزان ــا ت  و ي

 يا  ]66،  62[اند  لف را گزارش كرده   مخلوطي از فاكتورهاي مخت   

 ]74[هاي نـوزادان      كشتي كارديوميوسيت   مطالعاتي كه تاثير هم   

 يـا هـم     ]75 و   65[هـاي سـلولي كارديوميوسـيت         يا حتي رده  



  

سلولهاي بنيادي مزانشيمي انسان

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Summer2007

173173

  .]77 و 76، 73[اند   كشتي با سلولهاي كارديوميوسيت بالغ را گزارش كرده       

  

  وسيت تمايز سلولهاي مزانشيم به سلولهاي كارديومي.3جدول 

Induction Type of Cells References

5-Azacytidine Rat MSCs Wakitani et al[67]

5-Azacytidine Murine MSCs Makino et al[63]

5-Azacytidine Rat MSCs Tomita et al. [68]

5-Azacytidine Rabbit fatty tissue MSCs Rangappa et al.[65]

5-Azacytidine Rabbit MSCs Lin et al.[69]

Co-culturing with rat neonatal cardiomyocytes Rat MSCs Fukuhara  et al.[70]

5-Aza treatment and co-culturing with rodent 

cardiomyocytes
Human BM MSCs Shim et al،[62]

5-Azacytidine Human BM MSCs Xu، Zhang et al. [71]

Co-culturing with rat neonatal cardiomyocytes MurineMSCs Meifeng Xu et al[72]

In
 V

it
ro

 A
ss

ay
s

Co-culturing with adult rat cardiomyocytes Rat MSCs Wang et al، [73]

اكتين - پروتئين آلفا: A. رديوميوسيت بررسي بيان نشانگرهاي مختلف سلولهاي قلبي به روش ايمونوسيتوشيمي در سلولهاي تمايز يافته به كا.11شكل 

 :G قلبي،  Iتروپونين : F  تروپوميوزين ساركومري،- آلفا: Eاي،  ماهيچه/ تيتين ويژه سلولهاي قلبي : D دسمين،   :C اكتينين ساركومري، - آلفا: Bساركومري، 
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�H :  Serca2 ATPase زينجيره سنگين ميوزين ساركومري،

 I (43- كانكسين)  دهنده اتصالات سلولي استفلشها نشان
2

  ]62[برگرفته از منبع ) 

  

  )]2[برگرفته از منبع (  مدل تئوريك پتانسيل تمايزي سلولهاي مزانشيم.12شكل 

  

________________________

1. sarcomeric and endoplasmic reticulum calcium 2 ATPase 
2. Gap junction 
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بسياري از مطالعات حيـواني نـشان داده اسـت كـه سـلولهاي              

مزانشيمي بعد از كشت و پيوند توانايي تمايز به بافتهايي مثـل            

ــدون  ،]82 و 79، 10[ضروف ، غــ]81-78 و 10[اســتخوان  تان

ــضله]84 و 83[ ــصب]86 و 85[، ع ــستند]86[ و ع .  را دارا ه

مثالهاي فوق فقط از آن جهت اهميت دارنـد كـه تـوان بـالاي               

بايـد در نظـر     . تمايزي سلولهاي مزانشيمي را بهتر درك كنـيم       

داشت كه كليـه مطالعـاتي كـه تمـايز سـلولهاي مزانـشيمي را               

  ات مناسـبي از لحـاظ شـرايط كـشت،         اند اطلاع   بررسي نموده 

محركهاي مناسب و روشهاي مناسـب بـراي تـشخيص تمـايز            

اگرچـه  . گذارنـد   نهايي سلولهاي مزانشيمي در اختيـار مـا مـي         

هاي مولكولي و سلولي تمايز سلولهاي مزانـشيمي بـه            مكانيسم

رسد كه متعهد شـدن       درستي شناخته نشده است اما به نظر مي       

سـلولهاي اسـتخواني و غـضروفي يـا         سلولهاي مزانشيمي بـه     

 و Cbfa-1ســلولهاي چربــي بــه ترتيــب بــه بيــان مولكولهــاي 

PPARγ2
�

 نياز دارند و در تمـايز نهـايي بـه سـمت سـلولهاي               

استخواني بيان آلكالين فسفاتاز، استئوپونتين    
�

 استئوكلـسين   ،
�

 و  

يابد در حالي كـه ميـزان افـزايش در             افزايش مي  Iكلاژن تيپ   

 تمايز به سلولهاي غـضروفي      IX و   IIلاژن تيپ   هاي ك   مولكلول

شود و در تمـايز سـلولهاي مزانـشيمي بـه سـمت               را سبب مي  

 ، لپتـين    �، آديپسين aP2سلولهاي چربي ميزان بيان مولكولهاي      

در مطالعـه اخيـر كـه       . ]87[يابـد     و ليپوپرتئين ليپاز افزايش مي    

و همكاران انجام شده اسـت سـلولهاي        ) (Shiotaتوسط شيوتا   

مزانشيم را بعد از جدا كردن از مغز استخوان و تفكيك كـردن             

از سلولهاي هماتوپويتيك در آزمايشگاه كـشت داده و بعـد از            

اولين كشت در حالت چسبنده سلولهاي مزانشيمي آنهـا را در           

نام   شرايط غير چسبنده كشت داده تا ساختارهايي كره مانند به           

________________________

1- Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
2- Osteopontin 
3- Osteocalcin 
4- Adipsin 

Sphere           نـشانگر نـستين را      را تشيكل دهند كه در ايـن حالـت

 ها را خرد كـرده      Sphereكنند و در نهايت اين        خوبي بيان مي    به

نمـاييم و در شـرايط چـسبنده          و سلولهاي منفرد را ايجـاد مـي       

انـد كـه تحـت ايـن شـرايط            انـد و مـشاهده كـرده        كشت داده 

سلولهاي مزانشيمي نشانگرهاي سـلولهاي عـصبي، سـلولهاي         

  .]88[دهند  شان ميعضلاني و سلولهاي تپنده قلبي را ن

  

  مدل تئوريكال تمايزي سلولهاي مزانشيم

در اين مدل تئوريكال سلولهاي مزانشيم توانايي تمايز به اكثـر           

ــل اســتخوان، غــضروف،  ــدي مث ــاي پيون   ســلولهاي رده بافته

 چربي و درم دارا هستند ، به عـلاوه سـلولهاي             تاندون، عضله، 

 و تبديل و تمـايز      مزانشيمي توان خود نوسازي و تكثير فراوان      

اما عقيـده   . دهند  به ساير سلولها را در شرايط مختلف نشان مي        

 سـلولهاي بنيـادي   In Vivoبر اين است كه در مـدل فرعـي و   

مزانشيم جمعيتي از سلولهاي مزانشيم هستند كـه داراي تـوان           

تمايزي متعدد و متفـاوتي بـوده كـه در محـيط آزمايـشگاه در               

شـود و      جمعيت كشت داده مـي     حقيقت همه يا قسمتي از اين     

   .]2[) 12شكل (كند  در نتيجه توان تمايزي آن كاهش پيدا مي

ويژگيهـــاي ايمونولوژيـــك ســـلولهاي بنيـــادي 

  مزانشيم

انــد كــه ســلولهاي   نــشان دادهاكثــر مطالعــات آزمايــشگاهي

مزانشيمي توانايي گريـز از سيـستم ايمنـي را دارنـد و پاسـخ               

ها از نكات مهـم    دوي اين ويژگيكنند كه هر  ايمني را مهار مي   

براي مطالعه بيـشتر در ايـن       .  در پيوند و سلول درماني هستند     

  . مراجعه نماييد]89[زمينه به مقاله مروري 

  

  ايمني گريزي سلولهاي بنيادي مزانشيم

اند كـه سـلولهاي مزانـشيم پاسـخ           مطالعات متعددي نشان داده   

. كننـد    ايجاد نمي  هاي آلوژن   ايمني قابل توجهي را در لنفوسيت     
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مكانيسم چگونگي رخ دادن اين پديده به طور كامـل شـناخته            

 نوع دو و مولكولهاي     HLAنشده است گرچه به ميزان حضور       

كمكي در سطح سلولهاي مزانشيمي و البته مهار پاسـخ ايمنـي            

اينكـه سـلولهاي    . ]90[شـود     توسط اين سلولها ربـط داده مـي       

 كـلاس   MHCن كننـده     كـلاس دو و بيـا      MHCمزانشيمي فاقد   

   البتـه   يك هستند به خوبي شناخته شده و تاييـد شـده اسـت،            

  نشان دادند 2003 و همكارانش در سال )Le Blanc( بلانگ لي

 كلاس دو را به صـورت داخـل         MHCكه اين سلولها مولكول     

كنند و در صورت القا با سـايتوكاين اينترفـرون            سلولي بيان مي  

جالب اينكه همـين    . ز خواهد داد  گاما آن را در سطح خود برو      

اند هـم ماننـد سـاير         سلولهايي كه با انترفرون گاما مواجه شده      

 كلاس يك مثبـت و كـلاس دو منفـي پاسـخ             MHCسلولهاي  

نماينـد كـه ايـن امـر          هاي آلوژن ايجاد نمي     ايمني در لنفوسيت  

نقش مهم و اساسي انترفرون گاما را در مهار پاسـخ ايمنـي بـا               

مطالعات سازگار  . ]91[دهد    زانشيم نشان مي  واسطه سلولهاي م  

بادي عليه گيرنده     اند كه اضافه كردن آنتي      با اين يافته نشان داده    

انترفرون گاما به محيط كشت از مهار پاسخ ايمنـي بـه وسـيله              

 و حتـي  +CD8  و    +T ، CD4سلولهاي مزانشيم روي سـلولهاي      

 و). 13شـكل    (]92[كنـد     سلولهاي كشنده طيعي ممانعت مـي     

حتي در مطالعه ديگري نشان داده شده است كه سلولهاي بيان           

.  كلاس دو قادر به تحريك سيستم ايمنـي نيـستند          MHCكننده  

هـا اگـر چـه بـا ترشـح             با مزانـشيم   Tكشت همزمان سلولهاي    

 كـلاس دو را در سـطح        MHCاينترفرون گاما بيان مولكولهاي     

ولهـاي  دهـد امـا بـه دليـل فقـدان مولك            اين سلولها افزايش مي   

كمكي در سطح اين سلولها همچنان قادر به ايجاد پاسخ ايمني           

ها نشان دهنده اين اسـت كـه دور از            كه اين داده  . نخواهند بود 

دسترس بودن سلولهاي مزانشيمي و عـدم شناختـشان توسـط           

عـدم  .  بـستگي دارد   MHCسلولهاي ايمني به فاكتوري غيـر از        

 ســلولهاي  بــر عليــهTبــروز پاســخ ايمنــي توســط ســلولهاي 

 CD86و  ) CD80 ) B7-1مزانشيمي به بيان مولكولهـاي كمكـي        

)B7-2 (           در سطح سلولهاي مزانشيم هم بستگي ندارد چـرا كـه

انتقال اين مولكولها به سلولهاي مزانشيم تاثيري در القاي پاسخ          

تواند در مـورد اينكـه عـدم          ها مي   اين داده . ايمني نداشته است  

ها را عامل گريز از   مزانشيم حضور مولكولهاي كمكي در سطح    

سيستم ايمني بدانيم، بحث برانگيز باشد گرچه هنوز مطالعـات          

 و ليگانــد CD40كــاملي روي ســاير مولكولهــاي كمكــي مثــل 

مربوطه آن كه مطالعات، عدم حضورشان در سلولهاي مزانشيم         

  .]93 و18[را نشان داده است، صورت نگرفته است 

ك پـذيري سيـستم ايمنـي       بنابراين اين خصوصيت عدم تحري    

آلوژن توسط سلولهاي مزانشيمي استفاده از آنها در مقايسه بـا           

سلولهاي اتولوگ كه به دست آوردنشان به زمان بيشتري نيـاز           

  اليپولـوس  البتـه . دارد را در سلول درمـاني توسـعه داده اسـت          

(Eliopolous)ــه ــاران مقال ــورد     و همك ــز در م اي بحــث برانگي

 مزانشيمي در پيونـدهاي آلوگرافـت ارايـه         استفاده از سلولهاي  

هـا در     جالب اينكه وقتي سلولهاي مزانشيم با لنفوسيت      . اند  داده

شـوند،    كـشت داده مـي  CD28بادي تحريك كننده   حضور آنتي 

و ايـن مـساله بـه خـوبي در          . شود   ديده نمي  Tتكثير سلولهاي   

ها اثبات شـده اسـت        پيوند اتولوگ سلولهاي مزانشيم در بابون     

حتـي اينكـه    . شـوند    سبب ايجاد تحمل ايمونولوژيـك مـي       كه

سلولهاي مزانشيمي توسط سلولهاي كشنده طبيعي هم از بـين          

روند كه نشان دهنده گريز سلولهاي مزانـشيم از شناسـايي             نمي

.]94[توسط اين سلولهاي كشنده است 
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كنند كه از طرفي با اتصال به گيرنده خود در سطح سلولهاي  فرون گاما را ترشح مي فعال شده انترTسلولهاي.  نقش انتفرون گاما در سركوب ايمني.13شكل 

گيرند به اين ترتيب و تحت تاثير   فعال شده كه به طور معمول از سلولهاي مزانشيمي تاثير نميBسلول هاي . كند مزانشيمي فعاليت بازدارنده خود را اعمال مي

سلولهاي كشنده طبيعي اين مسير را با استفاده از . گيرند  فعال تحت مكانيسم بازدارندگي سلولهاي مزانشيم قرار ميTانترفرون گاماي آزاد شده از سلول هاي 

ي   و شايد مسيرهاي ناشناختهE2نمايند در حالي كه سلولهاي دندريتيك فعال با استفاده از مسير پروستاگلندين  توليد خود به خودي انترفورن گاما فعال مي

  )]92[برگرفته از منبع .(گيرند  تاثير بازدارندگي مزانشيم قرار ميديگري تحت

  

موشهايي كـه بـا سـلولهاي مزانـشيمي بينـان كننـده هورمـون               

انـد هـيچ       ، القـا شـده     MHCاريتروپويتين و ناسـازگار از نظـر        

ميزان . اند  اي را در هماتوكريت نشان نداده       افزايش تقويت شده  

ولهاي كشنده طبيعي، سلولهاي    سلولهاي فعال ايمني از قبيل سل     

T CD8+ ــلولهاي ــه T و سـ ــسيك در نمونـ ــاي   سايتوتوكـ هـ

كننده سلولهاي مزانشيمي در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل             دريافت

اي كه سلولهاي  در مقايسه در مطالعه . ]94[افزايش داشته است    

مزانــشيمي تمــايز يافتــه بــه ســلولهاي اســتخواني را بــه يــك 

 پيونـد زدنـد و نـشان        MHCول  خرگوش متفاوت از نظر مولك    

دادند كه اين سلولهاي تمايز يافته سيستم ايمنـي را بـا وجـود              

كننـد كـه خـود         كلاس دو تحريك نمي    MHCحضور مولكول   

 واكنـشگر عليـه سـلول       Tنشان دهنده اين است كه سـلولهاي        

ها   اند كه اين داده      خاطره ايجاد نشده   Tآلوژن يا حتي سلولهاي     

 كـه عـدم ايمونوژنيـسيتي سـلولهاي         يآزمايـشگاه با مطالعات   

  . اند سازگار است مزانشيم را ثابت كرده

توانـد     در سلولهاي مزانشيم مـي     MHCژن هاي     ميزان بيان آنتي  

تحملي را در برابر پاسخ ايمني به سـلولهاي بنيـادي مزانـشيم             

رسد حتي سلولهاي مزانشيمي كه فاقـد         به نظر مي  . ايجاد نمايد 

ستند نيز قادر به تحريـك سيـستم         كلاس يك ه   MHCژن    آنتي

هاي محتمـل     واكنش. ايمني نيستند و بنابراين ايمونوژن نيستند     

سلولهاي كشنده طبيعي با سلولهاي مزانشيمي اگرچه پايـداري         

دهد اما    سلولهاي دهنده اتولوگ يا آلوژن را تحت تاثير قرار مي         

اي    در سطح سـلولهاي زمينـه      HLA-Iخيلي زياد وابسته به بيان      

هـا و     فعاليت سلولهاي كشنده طبيعي از طريـق سـيگنال        . تاس

به عنوان مثـال    . شود  هاي تحريكي و بازدارنده تنظيم مي       گيرنده

اي مثـل      كننـده   هـاي تحريكـي و يـا فعـال          توان به گيرنـده     مي

NKp30  ،NKp44  ،NKp46       كه ليگاندهاي آنها نامشخص اسـت 

-DNAMو) C) NKG2Dهاي شبه لكتين از نـوع         و حتي گيرنده  

ــده.  اشــاره نمــود1 ــولين كــشنده                   گيرن هــاي شــبه ايمونوگلوب

)KIRs: Killer Immunoglobulin-like receptors ( رســپتورهاي

ژن   مهاري اصلي در سطح سلولهاي كشنده هستند كه بـا آنتـي           

HLA   وجود مولكولهاي كلاس يـك     . دهند   آلوتايپ واكنش مي
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هــاي  ي خــودي منجــر بــه اشــغال جايگــاهدر ســطح ســلولها

 شـده و بنـابراين فعاليـت سـلولهاي كـشنده            KIRsهاي    گيرنده

در حاليكــه ســلولهاي ســرطاني و . كنــد طبيعــي را مهــار مــي

سلولهاي آلوده شده با ويروس به دليل كاهش بيان مولكولهاي          

MHC       هاي     كلاس يك قادر به فعال كردن گيرندهKIRs   نبوده و 

ابــر فعاليــت سايتوتكــسيك ســلولهاي كــشنده در نتيجــه در بر

  .]93 و17[توانند مقابله نمايند  طبيعي نمي

 و همكاران نشان دادند كه ليز با واسطه         (Spaggiari)اسپاژياري  

سلولهاي كشنده طبيعي در پيونـدهاي آلـوژن و اتولـوگ ايـن             

آنها نشان دادند كه سـلولهاي مزانـشيمي        . شود  سلولها ديده مي  

ــ ــدهايي مث ــا PVR و ULBP3 ،Nectin-2ل ليگان  كــه هركــدام ب

هاي تحريكي متفاوت توسط سلولهاي كـشنده طبيعـي           گيرنده

بـه عـلاوه مـسدود كـردن        . كننـد   شوند ، را بيان مي      شناخته مي 

هايي   هاي مونوكلونال درگير بودن گيرنده      بادي  ها با آنتي    گيرنده

دهد در حـالي       را نشان مي   DNAM-1 و   NKp30،  NKG2Dمثل  

شـگفت انگيـز اينكـه      .  در اين مورد درگير نيـست      NKp44كه  

 كلاس يـك فعاليـت ليتيـك را افـزايش           HLAژنهاي    مهار آنتي 

دهد كه ايـن خـود ناشـي از حـضور كـم و متوسـط ايـن           نمي

  .]95[مولكولها در سطح سلولهاي مزانشيمي است 

  

  سلولهاي مزانشيمي و ترميم بافت 

كـال متعـددي در     سلولهاي مزانشيمي در مطالعـات پـري كليني       

براي مثال ترميم زخم بـا اسـتفاده        . اند  ترميم بافت استفاده شده   

 گـزارش شـده     (Dantzer)  دانتـزر  از سلولهاي مزانشيمي توسط   

در مطالعاتي استفاده از سلولهاي بنيـادي مزانـشيم         . ]96[است  

 Bleomycin lungانساني و موشي در مدلهاي موشـي مبـتلا بـه    

ــشان داده]98[ و صــدمات نخــاعي ]97[ ــود را ن ــه بهب ــد   ك ان

كه البته بيشترين مطالعه روي ترميم بافـت        . گزارش شده است  

ســلول ) 4جــدول . (صــدمه ديــده قلــب صــورت گرفتــه اســت

Aktمزانشيمي تغيير ژنتيكي يافته كه قابليت بيان پروتئين         
�

 را بـه    

دست آورده است بهبود عملكرد قلب را در مـدل موشـي نـشان              

عه ديگري گرچه ترميم سلولهاي قلبي توسـط        در مطال . داده است 

تزريق سلولهاي مزانشيمي گزارش نـشده اسـت امـا درجـاتي از             

و  (Gnecchi)  نچـي .بهبودي در عملكرد قلب ديـده شـده اسـت   

همكارانش نشان دادند كه بهبود عملكرد قلب با تزريق سلولهاي          

 سـاعت   72 بعـد از     Aktمزانشيمي تغيير يافتـه از نظـر پـروتئين          

رسد به دليـل آثـار پـاراكراين          شود كه البته به نظر مي       هده مي مشا

، 2 -مانند فاكتور رشد اندوتليال رگي، فاكتور رشد فيبروبلاسـتي        

 و تيموزين   1–فاكتور رشد هپاتوسيت، فاكتور رشد شبه انسولين        

  .]18[ بويژه در شرايط كمبود اكسيژن باشد 4بتا 

________________________

1- Protein Kinase B 
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بافت قلب مطالعات پاراكلينيك روي ترميم .4جدول 

Type of injection Type of Cells Number of  Cells
Type of 

Animal
References

Direct injection 5-Aza treated MSCs 10 6 Rat Tomita،et al.[68]

Direct  injection 5-Aza treated MSCs، BrdU labeled 100 × 106 Pig Tomita، et al [101]

Direct injection Allogenic labeld MSCs 2  × 106 Rat Dai،  et al [102]

Intracronary
Autologous

labeled MSCs
---- Rat Wang،  et al [103]

Direct injection Autologous labeled MSCs 6 × 107 Pig Shake، et al [104]

Intramyocardial
injection

Allogenic Labeled MSCs 100 × 106 Dog Silva، et al [105]

Endoventricular
injection

Allogenic labeled 2 × 108 Pig Amado، et al [106]

Direct injection
Autologous، Pretreated with bFGF، IGF،

BMP-2
147 ± 96 ×106 Dog

Bartunek، et al 

[107]

Direct injection BM-derived cells c-kit+/lin-
0.24 × 106 -

0.1 × 106 cells
Mice Orlic et al [108]

Myocardial injection
Genetic engineered MSc (for Akt-1 

Protein)
5 × 106 Rat Mangi، et al [109]

Intra coronary Autologous MSCs 0.5 × 106 / kg Healthy Dog et al [110], Vulliet

Intramyocardial
injection

Autologous BM-Derived 7 × 105 Rat Yoon،et al [111]

Direct injection BM-MNCs 100 × 106 Rat
Kamihata، et al. 

[112]

Direct injection Labeled Human MSCs 0.5-1 × 106 Mice Toma c، et al. [113]

Direct injection Transfected MSCs ---- Rats Bittira،  et al. [114]

Direct injection to 
Scar tissue

hMSCs & Fetal cardiomyocyte
7 × 106 cells 

hMSCs plus hFCs
(1:1)

Pigs Min،  et al. [115]

Direct injection BMCs 20 × 106 Dog
Hamano، Li et al. 

[116]

Intracoronary BMCs 100 × 106 Rabbits
Thompson، et al. 

[117]

Intravenous MSCs 5 × 106 Lewis Rat Nagaya، et al. [118]

Intracoronary MSCs 0.5 × 106 Dog Vulliet،  et al. [110]

Intravenous Labeled BM-MNCs 100 × 106 Rabbit Misao، et al. [119]

Intravenous labeled allogeneic MSCs 320± 40×106 Pigs Price et al. [120]

Direct injection MSCs 2 ×106 Rat Hu et al. [121]

In
 V

iv
o 

as
sa

ys

Intravenus Autologus MSCs 1 ×106 Porcine Krause et al.[122]
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 و همكاران نشان دادنـد كـه پيونـد سـلولهاي            )Amado(آمادو  

مزانشيمي به بافت آسيب ديده قلب در آنها با استفاده از كـاتتر    

ست بلكه ميزاني از بهبودي هم مشاهده شده        نه تنها رد نشده ا    

است مطالعات باليني در مـورد اسـتفاده از سـلولهاي مزانـشيم         

ي ديگـري در رت       در مطالعه . ]99[آلوژن در حال انجام است      

استفاده از سلولهاي مزانشيمي كشت داده شده و تزريـق آنهـا             

به بافت اسكار قلب عملكـرد قلـب را در مقايـسه بـا تزريـق                

يكـي از عوامـل مهـم       . اي فيبروبلاست نشان داده اسـت     سلوله

موفقيت در درمان بيماريهـاي قلبـي توانـايي عبـور سـلولهاي             

اين امر مستلزم   . مزانشيم پيوند زده شده از سد اندوتليال است       

ارتباطات سلولي قوي بين سلولهاي مزانشيم پيوند زده شده و          

يم توان عبور   سلولهاي اندوتليالي است كه البته سلولهاي مزانش      

در حقيقــت فراينــد عبــور . ]100[از ايــن ســد را دارا هــستند 

) 1:  مرحله تقسيم كرد   4توان به     سلولها از سد اندوتليالي را مي     

برقـراري ارتباطـات    ) 2مجاور شـدن بـا سـلولهاي انـدوتليال          

) 3هاي سـطحي      سلولي با سلولهاي اندوتليال از طريق پروتئين      

عبـور از   ) 4لولهاي انـدوتليال و     توانايي داخل شدن در بين س     

اند سلولهاي مزانشيم انساني      اين سلولها كه مطالعات نشان داده     

به دليل ارتباط خـوب سـلولي كـه بـا سـد انـدوتليال برقـرار                 

  .كنند مي

توانند از اين سد عبور كرده كه اين امر سلولهاي مزانشيمي             مي

لبـي  را يكي از كانديداهاي مناسب بـراي درمـان بيماريهـاي ق           

يكي از موارد مهم در نتيجه گـرفتن        . ]100[عروقي كرده است    

از سلولهاي مزانشيمي در درمان بيماريهاي قلبي زمان اسـتفاده          

و تزريق اين سلولها بعد از سكته قلبي است كـه ايـن امـر در                

صـورت  ) رت(اي كه روي مدل حيـواني سـكته قلبـي             مطالعه

.]121[ داده است گرفته تفاوت تاثير زماني را به خوبي نشان

تاكنون چهار مطالعه سلولهاي مزانـشيم را بـراي تـرميم بافـت             

 (Chen)  چن در مطالعه اول كه توسط    . اند  قلب انسان پيوند زده   

 و  AMI بيمـار    69 بـه انجـام رسـيد        2004وهمكاران در سـال     

بـه يـك    .  نفري تقسيم شدند   35 و   34 به دو گروه     PCIكانديد  

10ميزان  گروه سلولهاي مزانشيم به     
8

 سلول پيونـد زده     10-8×

شد و عملكرد قلب با گروه كنترل مقايـسه و بهبـود عملكـرد              

  كـاتريتيس  در مطالعه دوم كه توسـط     . ]123[قلب مشاهده شد    

(Katritsis)             22 و همكارانش در يونـان صـورت گرفتـه اسـت 

 نفـر   11بيمار با سابقه سكته اخير قلبي وارد مطالعه شدند كـه            

. ماني و بقيه در گروه كنتـرل قـرار داده شـدند           آنها در گروه در   

بيماران گروه كنترل به روش ترانس كرونري ، سلولهاي مـورد           

 15لازم به ذكر است كه در اين تحقيق         . نظر را دريافت كردند   

ميلي ليتر از مغز استخوان بيماران را در ظروف كشت ريخته و            

بعد از سه روز محلـول رويـي آن كـه حـاوي سـلولهاي غيـر                 

چسبنده بود را جدا كردند و كشت سلولها را تا يك هفته ادامه             

 ميليـون   4 الـي    2دادند و در نهايت بعد از يك هفته به ميـزان            

سلول چسبنده كه مخلوطي از سلولهاي مزانـشيم و سـلولهاي           

گيـري ايـن      پـي .  بود را به بيماران پيونـد زدنـد        �ساز رگ   پيش

 ه كنتـرل و بهبـود  را در مقايسه با گرو� WMSIبيماران كاهش 

 بيمـار را در مقايـسه بـا گـروه           11 بيمار از    5عملكرد قلب در    

 و   كاتريتيس در مطالعه ديگري كه توسط    . ]124[كنترل نشان داد    

كرونـري    همكارانش انجام گرفته است نتـايج تـاثير پيونـد درون          

سلولهاي مشتق از مغز استخوان و سلولهاي مزانشيم و سـلولهاي           

 داده شده در آزمايشگاه مـورد بررسـي قـرار           ساز رگ تكثير    پيش

 بيمار از بيماران    3گرفته است و در نهايت عدم ايجاد آريتمي در          

در مطالعـه سـوم كـه       . ]125[پيوند زده شده گزارش شده اسـت        

                   در كنگـــره(Jushahare)  جوشـــاهيرنتـــايج آن توســـط دكتـــر

American College of Cardiology's Innovation in Intervention: 

i2 Summit in New Orleanآمريكـا   در2007ماه مارچ سال  در

ارايه شـد ايمنـي و كـارآيي نـسبي كـاربرد سـلولهاي بنيـادي                

________________________

1- Endothelial Progeitor Cells
2- Wall Motion Score Index 
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مزانشيم در بيماران قلبي دچار سكته اخير قلبي در مقايـسه بـا             

صادفي كه  در اين مطالعه دوسوكور ت    . شدگروه كنترل گزارش    

 مركز مختلف قلب در آمريكا انجام گرفـت ، سـلولهاي            10در  

 گروه تقسيم شده    3 بيمار كه در     53مزانشيم اتولوگ در كل به      

 و  6/1،  5/0بودند پيوند زده شد و هر گروه به ترتيب به تعداد            

 10 ميليون سلول مزانشيم به ازاي هر كيلوگرم بدن حـداكثر            5

گر  درمان مداخله روز بعد از سكته قلبي و طي        
�

 دريافت كردند   

 ماه بـا اكوكـارديوگرافي بررسـي    6و وضعيت اين بيماران طي     

اي در ايـن       ماه هيچ عارضه   6لازم به ذكر است كه طي       . گرديد

 ماه پيگيـري    6د و عملكرد قلب ايشان طي       شبيماران مشاهده ن  

  .بهبود را نشان داد 

  

  پيوند سلولهاي بنيادي مزانشيم با هدف درمان

كي از كاربردهاي مهم سلولهاي بنيـادي مزانـشيم اسـتفاده از            ي

آنها در درمان بيماريها است و البته يكي از مـشكلات اسـتفاده             

از سلولهاي مزانشيمي ميـزان نـسبتا پـايين و خيلـي كـم ايـن                

سلولها در منابعي همچون مغز استخوان است بنابراين كشت و          

ن تعدادشان يكـي    گسترش آنها در محيط آزمايشگاه و بالا برد       

هاي كارشناسـان كـشت سـلول در مـورد سـلولهاي                از دغدغه 

اخيرا استفاده از بيوراكتورها كـه در حقيقـت         . مزانشيمي است 

آورند بـراي گـسترش       كشت سلولها در ميزان بالا را فراهم مي       

سلولهاي مزانشيمي در محيط آزمايشگاه پيشنهاد شده است كه         

ن اين سلولها را در فاصله زمـاني        اند ميزا   به اين ترتيب توانسته   

 برابر ميزان اوليه رشد دهند از آنجايي كه در اكثر           29 روز تا    8

موارد كلينيك به ميزان بالايي از اين سلولها نياز است بنـابراين            

تواند يكي از بهترين راهكارها بـراي         استفاده از بيوراكتورها مي   

  .]126[گسترش آنها باشد 

________________________

1. Intervention 

GVHDند سـلولهاي مزانـشيمي بـر      گرچه بيشتر توجهات پيو   
�

 

متمركز شده است امـا اسـتفاده از سـلولهاي بنيـادي مزانـشيم              

هايي كه از طريق پيوند ارگـان درمـان           آلوژن در درمان بيماري   

مـايكوپلي سـاكاريدوزيز نـوع     (Hurler’sاند مثل سندروم شده

IH(
�

)MLD( و لكوديستروفي متاكروماتيك     
�

 نيز گزارش شـده     

ها ايمن بوده و مشاهدات اوليه بهبودهايي         زريقكه اين ت  . است

مطالعــات ديگــري . ]18[را در ايــن بيمــاران نــشان داده اســت

 و همكاران نقـش مثبـت سـلولهاي         (Horwitz)  هوروتيز توسط

 Osteogenesis imperfectaمزانشيمي در درمان بيماران مبتلا بـه  

 كه يك بيماري ژنتيكي در كلاژن نوع يك است را نـشان داده            

.]127[است 

مطالعه فاز اول كلينيك براي اسـتفاده از سـلولهاي مزانـشيمي            

 جداسازي و تكثير ايـن        بيمار براي بررسي كارآمدي،    15روي  

سلولها در محيط و انتقال آنها از طريـق رگ طراحـي و انجـام               

 ميليـون،   1 نفري به ترتيب     5 گروه   3بيماران در   . پذيرفته است 

ول مزانشيم دريافت كردند و هـيچ        ميليون سل  50 ميليون و    10

ايـن  . اي در ايـن بيمـاران ديـده نـشد           واكنش جانبي و عارضه   

سلولهاي تزريقي از طريق رگ براي مـدتي در گـردش خـون             

 و همكاران سلولهاي    (Koc)  كاك شوند كه در حقيقت       ديده مي 

انـد    مزانشيمي را در ساعات اوليه پس از تزريق رديابي نمـوده          

گزيني  ا بعد از تزريق در بافتهاي مختلفي لانه      اين سلوله . ]128[

پتانسيل ماندن سـلولهاي مزانـشيمي در اسـتخوان در          . كنند  مي

Osteogenicپيوند درون رگي اين سلولها در كودك مبـتلا بـه   

imperfecta              و يك بيمار مبتلا بـه آنمـي آپلاسـتيك نـشان داده 

   .]129[شده است 

دي نشان داده شده است كـه  به دنبال پيوند آلوژن سلولهاي بنيا     

ساز و ايمني بـدن منـشا سـلولهاي           كليه سلولهاي سيستم خون   

________________________

2. Graft Versus Host Disease 
3. Hurler’s Syndrome 
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شيمي درماني با دوز بالا قبل از پيوند        . دهند  دهنده را نشان مي   

 سـبب تخريـب بافـت        اتولوگ يا آلوژن سـلولهاي مزانـشيمي،      

استروماي مغز استخوان شده و دوباره بازسـازي آن را كـاهش            

ــي ــد م ــب. ده ــن تخري ــياي ــتروما م ــدگاري   اس ــد در مان توان

سازي بعد از پيوند اختلال ايجاد كند كه احتمالا بازسازي            خون

استروما با استفاده از سلولهاي مزانشيم پيوند شده از ايـن امـر             

  .]129[نمايد  جلوگيري مي

در اولين مطالعه براي پيدا كردن اين مطلب كـه آيـا سـلولهاي              

يونـدهاي اتولـوگ سـلولهاي      مزانشيم ماندگاري پيونـد را در پ      

 سـلولهاي مزانـشيم از بيمـاران         دهد يا خير،    بنيادي افزايش مي  

مبتلا به سرطان سينه كه قرار بـود از طريـق تزريـق بـه خـون                 

 بيمـار   28. محيطي سلول دريافت كنند، جدا و كشت داده شد        

 ميليون سلول مزانشيم را از طريق رگ دريافت كردنـد    2 الي   1

سـازي سـرعت      ه نشد و اينكه بهبود خـون      كه هيچ سميتي ديد   

نتايج اين مطالعه ايمـن، راه را بـراي مطالعـات آينـده             .  گرفت

   .]129[هموار كرده است

 - و آلفـا ال    Aسـولفاتاز     سلولهاي مزانشيم ميزان بالايي از آريل     

كنند كه نقص در مولكول اولـي عامـل           ايدورونيداز را بيان مي   

و نقص در مولكول دومي     ) MLD(لكوديستروفي متاكروماتيك   

هـاي جـدا شـده از     مزانشيم. شود  را سبب ميHurler’sبيماري

 و بيمـاري    MLD از طريق رگ به بيماران مبتلا بـه           فرد دهنده، 

Hurler’s           كه قبلا سلول دريافت كرده بودند، تزريق گرديد كـه 

اين تزريق علايم آشكار بهبود در سرعت هـدايت عـصب          
�

 را  

  .  نشان دادMLDار مبتلا به  بيم5 بيمار از 4در 

 ساله مبتلا به لوسمي ميلوييـد       20ي ديگر يك خانم       در مطالعه 

مزمن سلولهاي بنيادي مشتق از خـون پـدر خـود كـه از نظـر                

1. Metachromatic leukodystrophy 
2- nerve conduction velocity 

 يكسان بودند را به همراه سـلولهاي مزانـشيم          HLAهاپلوتايپ  

اين بيمار خيلي سريع پيوند را قبول كرد و حتي         . دريافت نمود 

GVHD   ماه بعد از پيوند     31زمن را هم نشان نداد و تا         حاد و م 

حال عمومي وي خوب بود و مشكل خاصي پيدا نكـرد البتـه             

لازم به ذكر است كه اين بيمار يك نمونه منحصر بـه فـرد بـا                

جالب اين كه در    .نتايج قابل توجه است كه گزارش شده است       

هاي يكسان از نظر هاپلوتايپ كـه سـلولهاي           استفاده از پيوند  

T          از آنها حذف نشده است خطر علايـم GVHD     و حتـي رد 

در يـك مطالعـه بيمـار مـذكري كـه           .پيوند بسيار بـالا اسـت     

GVHD   عليـه روده و كبـد را بعـد از پيونـد آلـوژن               4 درجه 

ســلولهاي بنيــادي گرفتــه شــده از يــك فــرد مونــث كــه از  

اي  كننده سازگار بود نتايج خيره با ويDR و HLA ،A ،Bنظر

 .]129[اد را نشان د

مطالعاتي كه روي تـاثير سـلولهاي مزانـشيم در مـدل حيـواني          

MSبيماري  
�

 انجام شده است نشان داده است كه در اين مـدل            

)EAE(حيواني 
�

با تزريق سلولهاي مزانـشيم بـا القـاي تحمـل      

 ارگانهاي لنفوييد محيطـي ايـن بيمـاري را تعـديل           Tسلولهاي  

ن زمينـه نـشان داده اسـت    مطالعات بيشتر در اي. ]130 [كند  مي

كه تزريق درون رگي سلولهاي مزانشيم در اين مـدل حيـواني            

 . ]131[كنــد   پاتوژنيــك را هــم مهــار مــيBپاســخ ســلولهاي 

 در حقيقت با از بين رفتن       EAE و مدل حيواني آن      MSبيماري  

غشاي ميلين سلولهاي عصبي توسـط سـلولهاي فعـال ايمنـي            

ا و ترشــحات ســلولهاي  و ماكروفاژهــT ، Bيعنــي ســلولهاي 

سلولهاي مزانشيم بـه دو طريـق از        . شود  مزانشيمي شناخته مي  

 -2 با مهار سلولهاي ايمني و       -1كنند    اين آسيب جلوگيري مي   

________________________

3- Multiple Sclerosis 
4- Experimental Autoimmune Encephalomyelitis 
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با تاثير مثبتي كه از لحاظ تروفيك      
�

 روي نورونهـا و سـلولهاي       

كنند در مهار ايـن بيمـاري نقـش دارنـد             آستروسيت اعمال مي  

  .]93[ )14شكل (

________________________

1- Trophic 
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هاي نوروني شناخته   با از دست دادن آكسونEAE و مدل موشي آن EAE .MS نحوه عملكرد دوگانه سلولهاي مزانشيم در برخورد با بيماري .14شكل 

هاي مترشحه از   سايتوكاين باديها،  و ماكروفاژها در اين پديده دخيل هستند كه در اين بين آنتيB ،Tمكانيسمهاي متفاوت ايمني شامل سلولهاي . شوند مي

همان طور كه در شكل نشان داده شده است علاوه بر تاثير شديد . شود  ميEAEتزريق سلولهاي مزانشيم سبب بهبود . در اين امر دخيل هستند... ماكروفاژها و 

) خطوط سبز(ها  عصبي و اليگودندروسيت و ماكروفاژها ، سلولهاي مزانشيم روي نورونهاي T ،B روي عملكرد سلولهاي  )خطوط قرمز در تصوير(بازدارندگي 

  )]93[برگرفته از . (اثر تروفيك دارند

  

پــيش نيازهــاي توليــد ســلولهاي مزانــشيمي در 

  مقياس بالا براي كاربردهاي باليني

قبــل از توليــد ســلولهاي مزانــشيمي در حجــم بــالا بــراي  

مـواد  :  نكته را مدنظر داشـت     4بايست    كاربردهاي باليني مي  

شود، غلظت سلولها در هنگام كـشت         ه استفاده مي  اي ك   اوليه

. ]129[دادن، تعداد پاساژ اين سلولها و محـيط مـورد اسـتفاده             

البته لازم به ذكر است كه امـروزه اسـتفاده از بيوراكتورهـا بـه               

 در تكتيـر و      دليل توليد انبوه اين سلولها در مدت زمان كوتاه ،         

   .]132 و 126[ دارد ازدياد اين سلولهاي بسيار مورد توجه قرار

  د اوليهرموا

اي مغـز     هـسته   سلولهاي مزانشيم در بخـش سـلولهاي تـك        

استخوان قرار دارند كه ميزان آن يـك سـلول بـه ازاي هـر               

بعد از جدا سازي سلولها     .   سلول است   100000 تا   10000

با استفاه از شـيب گراديـان سـلولهاي مزانـشيمي بـه دليـل               

ســايي و افــزايش چــسبندگي بــه ظــروف كــشت قابــل شنا

اگرچه كه سلولهاي اندوتليال و ماكروفاژها هـم در         . هستند

بايـست بـا      محيط خاصيت چسبندگي دارنـد و نـاگزير مـي         

همان طور كـه ذكـر گرديـد        . كشتهاي مختلف حذف شوند   
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منبع اصلي اين سلولها مغز استخوان است اما در اينكـه آيـا             

كـرد  تـوان از منـابع ديگـري هـم جـدا              اين سـلولها را مـي     

بـا ايـن حـال از ديگـر         . مطالعات ضد و نقيضي وجود دارد     

توان به نمونه خـون       منابعي كه حاوي اين سلولها هستند مي      

جدا . بند ناف اشاره كرد كه منبعي غني از اين سلولها است          

سازي سلولهاي مزانـشيم از خـون بنـد نـاف هـم هماننـد               

جداسازي آنها از مغز استخوان اسـت بـا ايـن تفـاوت كـه               

زان اين سلولها در بند ناف خيلي كمتر از مغـز اسـتخوان             مي

ــه ازاي هــر (اســت  10يــك ســلول ب
5

ــا  10 ت
8

ســلولهاي 

 فاصـله    بايست نكاتي مانند حجم نمونه،      و مي ) اي  هسته  تك

زماني گرفتن نمونه تا تخليص سـلولها و تعـداد سـلولهاي            

  . ]25[ اي جدا شده را مد نظر قرار داد  هسته تك

ك از ديگر منابع دسترسي به اين سلولها است         مايع آمينيوتي 

كه سلولهاي با فنوتيپ شـبيه سـلولهاي جـدا شـده از مغـز               

دهـد    استخوان و با همان توان تمايزي در اختيار ما قرار مي          

رسـد خـون محيطـي فاقـد ايـن       اگرچه كه به نظر مي    . ]47[

سلولها باشد اما بعضي اين سلولها از بعضي از منـابع خـون            

اند ولي به طـور معمـول ايـن سـلولها در              شدهمحيطي جدا   

از ديگـر منـابع در دسـترس        . شـوند   خون محيطي ديده نمي   

براي جداسازي اين سلولها بافت چربي است كه سـلولهاي          

مزانشيم جدا شده از اين بافت تمـايز بـه سـمت سـلولهاي              

  ]35[اند  اندوتليال و قلبي را به خوبي نشان داده

  

  ت دادنغلظت سلولها در هنگام كش

توجه به ميزان غلظت سلولها در هنگام كشت ايـن سـلولها            

يكي از نكات مهمي است كـه در توسـعه و گـسترش ايـن               

 به همراه حفـظ بقـاي تـوان         آزمايشگاهيسلولها در محيط    

اكثـر تحقيقـات و   . تمايزي اين سلولها بايد در نظـر داشـت       

ــن ســلولها  ــالاي اي ــاليني اســتفاده از غلظــت ب        مطالعــات ب

)10
3

cm2به ازاي هر    170×
انـد    در كشت اوليه را نشان داده     ) 

چــرا كــه در كــشت اوليــه ايــن ســلولها همــراه ســلولهاي  

هماتوپويتيك خواهند بود و براي كشتهاي بعدي اين ميزان         

10(كمتر خواهد شد    
3

cm2 به ازاي هـر      6×
تغييـر   . ]128[) 

 سلول به ازاي هر سانتيمتر مربع       10ميزان غلظت سلولها از     

10به  
3

 30 تا   500 سلول ميزان رشد و توسعه اين سلولها را        

دهد و توان تشكيل كلوني اين سـلولها را از   برابر كاهش مي  

امــا بــا توجــه بــه اينكــه در . رســاند درصــد مــي13 بــه 36

كاربردهاي باليني به دليل نياز بـه تعـداد زيـاد ايـن سـلولها             

انتيمتر  سلول به ازاي هر س     10عملا استفاده از غلظت اوليه      

10زيـرا بـراي بـه دسـت آوردن          (مربع  غير ممكن است      
8

 

cm2سلول به سطحي معادل   
 10
4

پس به كـار    )  نياز داريم  4 ×

 سلول به ازاي هر سانتيمتر مربع كارساز        1000بردن دانسيته   

  .]133[خواهد بود 

   

  تعداد پاساژها

ــه طــور معمــول در ظــروف كــشت   ــشيم ب ســلولهاي مزان

 تلاقي با يكـديگر   شوند و در حالت        پلاستيكي رشد داده مي   

ــدگي معمــولي رشــد هــستند  ــال . داراي بازدان ــد از انتق بع

اي جدا شده از مغز استخوان و گسترش          هسته  سلولهاي تك 

آنها در محيط كشت در بين اين سلولهاي مزانشيم سلولهاي          

ــد مثــل ســلولهاي   ديگــري كــه خاصــيت چــسبندگي دارن

بـراي  . شـوند   ا ديده مـي   ها و ماكروفاژه    اندوتليال، لنفوسيت 

ــت آوردن    ــه دس ــته و ب ــلولهاي ناخواس ــن س ــايي از اي ره

جمعيت خالص از سلولهاي مزانشيم نيـاز بـه پاسـاژ هـاي             

البته بايد مد نظر داشت كـه پاسـاژ         . متعدد اين سلولها است   

. ]134 [كاهـد   سلولها به تعداد زياد از كيفيت اين سلولها مي        

انشيم جدا شده از رت     لازم به ذكر است كه در سلولهاي مز       

در . نماينـد    حفظ مي  15توان تكثير و تمايز خود را تا پاساژ         

 هفتـه كـشت     3مورد سلولهاي انساني اين سـلولها بعـد از          

 ميـزان تكثيـر و تـوان تمايزيـشان          15 تـا    13اوليه و پاسـاژ     
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يابد به طوري كه تنها توان تمايزي بـه اسـتخوان             كاهش مي 

الب اينكـه ايـن تغييـرات در        و ج . ]135[نمايند    را حفظ مي  

سلولهاي جدا شده از مغـز اسـتخوان افـراد بـالغ بيـشتر از               

پيري اين سـلولها    . سلولهاي جدا شده از كودكان نمود دارد      

توانـد    هاي متعـدد مـي      در محيط كشت و بعد از پاساژ دادن       

  . ]136[ناشي از كوتاه شدن طول تلومر در اين سلولها باشد 

  

  محيط كشت

ز يكي از مواردي است كه در گسترش ايـن          محيط كشت ني  

. سلولها در كاربردهاي كلينيكـي بايـد مـدنظر قـرار بگيـرد            

شـوند محـيط      محيطهايي كه به طـور معمـول اسـتفاده مـي          

DMEM و يا α MEM- هستند كه با سرم گاوي و يا انساني 

بـه طـور معمـول بـراي        . انـد   و فاكتورهاي رشد غني شـده     

 10شت حـداقل نيـاز بـه        گسترش اين سلولها در محيط ك ـ     

هـايي كـه در كـشت ايـن           درصد سرم است اگر چه سـرم        

شـوند عـاري از هـر گونـه ميكـروب و              سلولها استفاده مي  

اي كه بايد مد نظر داشـت         اند اما نكته    ويروس گزارش شده  

تواند عامل بيماريهاي ناشـناخته و     اين است كه اين سرم مي     

اي مزانـشيم   و جالب اينكه سـلوله    . حتي جنون گاوي باشد   

هاي سرم    توانند تا حدودي پروتئين     در اين شرايط كشت مي    

را به درون خود جذب و نگهداري نمايند كـه بعـدها ايـن              

تواند به عنوان ايمونوژن در زمان پيونـد ايـن            ها مي   پروتئين

ســلولها عمــل نماينــد و ايــن امــر در برخــي مــوارد پيونــد 

 دليل پاسـخ    سلولهاي مزانشيم گزارش شده است كه آنها به       

ايـن مـوارد    .]137[انـد   ايمني همورال فرد گيرنده دفع شـده      

دهد كه براي ايمن بـودن اسـتفاده از ايـن سـلولها               نشان مي 

بايست شرايط كشت و گسترش اين سلولها بـدون نيـاز             مي

هاي سـرم     به سرم فراهم گردد و يا اينكه بتوان از جايگزين         

بعـضي از مطالعـات     . در كشت ايـن سـلولها اسـتفاده كـرد         

 را به   ABي  استفاده از سرم اتولوگ يا سرم فرد با گروه خون         

 ]138[انـد     عنوان جايگزين سرمهاي حيواني گـزارش كـرده       

شـوند    كه البته سلولهايي كه در اين شرايط كـشت داده مـي           

 بـا فـاكتور     ABناكارآمدتر هستند كه البته غني كـردن سـرم          

FGF-2رشدي مثل   
�

اگرچـه  .  اين مشكل را رفع نموده است      

 درصـد سـرم عـاري از        10اين سـلولها در محـيط حـاوي         

شـوند كـه البتـه ايـن          هرگونه فاكتور رشد كـشت داده مـي       

هاي رشد از عوامل مهم در گسترش اين سـلولها بـه              فاكتور

محيطهـاي فاقـد    . خصوص در محيطهاي فاقد سرم هـستند      

سرم در محدوده تحقيقات ايجاد شـده اسـت امـا هنـوز در              

محدوده كاربردهاي كلينيك اين سلولها به دليل مغاير بودن         

GMPبا  
�

فاكتورهاي رشد مـورد نيـاز بـراي        . ربرد ندارند  كا 

اند اما    گسترش و كشت اين سلولها به درستي شناخته نشده        

درمـال    فـاكتور رشـد اپـي    ،)PDGF(فاكتور مشتق از پلاكت     

)EGF(  ،  TGFβ فاكتور رشد شبه انسولين )IGF(
�

 و فاكتور 

از بين اين فاكتورهـاي     .  هستند  )FGF-2( رشد فيبروبلاست   

تـرين و      غالـب  FGF2رسد كه فاكتور رشـد        به نظر مي  رشد  

اثرگــذار تــرين فــاكتوري اســت كــه در زيــست شــناختي  

ايـن فـاكتور    . سلولهاي مزانشيم نقش و كاربرد اساسي دارد      

FGF-2            تكثير تمام سلولهاي مـشتق از مـزودرم را تحريـك 

كند به طوري كه خاصيت بازدارندگي اين سلولها در حـين             مي

توانند به جـاي تـك        از بين برده و سلولها مي     رشد و تماس را     

  .]139-142[لايه به صورت چند لايه رشد نمايند 

مثالهـــايي از جداســـازي و روشـــهاي كـــشت 

سلولهاي مزانشيمي مـشتق از مغـز اسـتخوان          

جداسازي و كشت سلولهاي مزانـشيمي مـشتق        

   Ratاز مغز استخوان 

 ماهه با وزن    4 تا   rat  2سلولهاي مزانشيمي از مغز استخوان      

________________________

1- Fibroblast Growth Factor-2
2- Good Manufacturing Practice 
3- Insulin Like Growth Factor 
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  فيـز و     بعد از جدا كردن اپـي     . شود   گرم جدا مي   250 تا   200

در دسترس قرار گرفتن حفره مغز استخوان كل حجم مغـز           

 ميلـي ليتـري و در محـيط         10استخوان با استفاده از سرنگ      

DMEM-LG     درصد   10 كه با FBS      غني شده است و حاوي 

آوري   درصد آنتي بيوتيك و مواد ضد قارچي است، جمع         1

 بـه كـار رفتـه بـراي تكثيـر و تمـايز              FBSميـزان   . شـود   مي

نمونه مغز اسـتخوان    . سلولهاي مزانشيم رت مورد نياز است     

 10 كـه بـه سـرنگهاي        20 و   18،  16با استفاده از سوزنهاي     

ــي ــه  ميل ــصال يافت ــري ات ــع  ليت ــد جم ــي ان ــوند آوري م . ش

 دقيقـه   5بايست به مدت      سوسپانسيون سلولي حاصل را مي    

 سانتريفيوژ نموده و مجـددا در محـيط         rpm 1000دور  و با   

سپس بعد از شـمارش سـلولها       . كشت سوسپانسيون نماييد  

كه براي اين كار از حجـم كمـي از ايـن سوسپانـسيون بـه                

 درصد براي حـذف گلبولهـاي قرمـز         4همراه اسيد استيك    

10شود ، سلولها را به ميزان         استفاده مي 
7

 سلول در يك    5 × 

 كشت داده و هر CO2متري و در انكوباتور  ميلي100ديش 

به طـور معمـول     .نماييم   روز محيط آن را عوض مي      4 الي   3

 روز به صورت كشت اوليه باقي       14 الي   12سلولها به مدت    

  . مانند مي

 80تقريبا  (هنگامي كه كلونيهاي بزرگ سلولها ايجاد گرديد        

 ـ PBSآنها را بـا اسـتفاده از        ) confluence درصد   90تا   ار  دوب

 درجـه بـا     37 دقيقه در    5شستشو داده و سلولها را به مدت        

بعـد از سـانتريفيوژ و شـمارش        . نمـاييم   تريپسين تيمار مـي   

10سلولها آنها را به ميزان      
7

 100 سلول در يـك ديـش        5 × 

دهيم كه بـه ايـن كـشت پاسـاژ اوليـه              متري كشت مي    ميلي

لازم بـه ذكـر اسـت كـه روشـهاي جداسـازي و              . گوييم  مي

لولهاي بنيادي مشتق از مغز استخوان تقريبا همـان         كشت س 

 اسـت كـه     فريدن اشتاين روش عمومي ارايه شده به وسيله       

  ]1[. به طور وسيعي استفاده از آن گسترش يافته است

  

  

جداسازي و كشت سلولهاي بنيادي مزانـشيمي       

  مشتق از مغز استخوان انسان 

. آيـد   نمونه مغز استخوان از استخوان ايلياك  به دسـت مـي           

تـري پيـشنهاد      براي بـه دسـت آوردن جمعيـت يكنواخـت         

ــي ــب     م ــتفاده از تركي ــا اس ــه ب ــود ك ) RosetteSepTM(ش

 ميكروليتر از ايـن مـاده بـه ازاي          50(سازي اين سلولها      غني

 20 ميلي ليتـر از مغـز اسـتخوان و يـك انكوباسـيون               1هر  

ايـــن . صـــورت پـــذيرد) اي مـــورد نيـــاز اســـت دقيقـــه

در حقيقـــت تركيبـــي از آنتـــي ) RosetteSepTM(تركيـــب

هـــاي منوكلونـــال عليـــه شاخـــصهاي ســـلولهاي  بـــادي

 و  CD3  ،CD14  ،CD19    ،CD38  ،CD66bهماتوپويتيك مثـل    

 است كه به اين ترتيب در حقيقت جمعيـت          Aگليكوفورين  

سلولهاي هماتوپويتيـك بـه همـراه سـلولهاي متعهـد مغـز             

بعـد  . شـوند   هاي قرمز از نمونه حذف مي       استخوان و گلبول  

بايـست     مي   ، RosetteSepTMاز انكوباسيون مغز استخوان با      

ــا  2 ــار ب ــاوي PBS ب ــد 2 ح ــي EDTA  1 و FBSدرص  ميل

بعد . به همراه مخلوط شدن آرام ، شستشو داده شوند          مولار،

توان با اسـتفاده از       هاي رقيق شده را مي      از اين مرحله نمونه   

قـه در دور   دقي25به مدت ) Percollيا  Ficoll(شيب غلظتي 

g 300   بعـد از سـانتريفيوژ لايـه حـاوي         .  سانتريفيوژ نمـود

 PBSسلولهاي مورد نظر را جدا كرده و بعد از شستـشو بـا              

ايـن روش   . نماييم  در محيط كشت مربوطه سوسپانسيون مي     

كند كـه در نهايـت        انتخاب منفي در حقيقت به ما كمك مي       

ر تـري از سـلولهاي مزانـشيمي را د          يك جمعيت يكنواخت  

  .]17[محيط كشت داشته باشيم

براي كشت و تكثير اين سلولها در محيط آزمايشگاه نياز به           

  .اند  بيان شده5اي است كه اهم آن در جدول  مواد اوليه
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  مواد اوليه و مورد نياز  .5جدول 

  شماره كاتالوگ  شركت  ماده يا دستگاه  رديف

فايكول   1
1

  Inno-train  D-61476  

  PBSGibco21600-051بافر   2

  Sigma  D4902  دكسامتازون3

  Sigma  G9891  بتا گليسروفسفات  4

  Sigma  A8960   فسفات2اسيد آسكوربيك   5

6  3-Isobutyl-1-methylxanthine  Sigma  I5879  

  Sigma  I-8280ايندومتاسين  7

8  DMSOSigma  D2650  

9DMEM-HGGibco  12800-116  

10  DMEM-LGGibco  31600-083  

11  Nile redSigma  N3013  

12  BSASigma  A9418  

سرم  گاوي  13
2

  Gibco  10270-106  

14  Trypsin-EDTA  Gibco  25300-054  

15  
ρ-nitrophenyl phosphateSigma  N3254  

  Fast VioletSigma  F1631رنگ   16

17  Rosettesep  Stem Cell  echnologies  15128  

18  5-Aza-2’-deoxycytidine  SigmaA 365

19  5-AzacytidineSigmaA 2385

20  Penicillin/Streptomicine  Gibco  15070-063  

________________________

1- Lymphodex 
2- Fetal Bovine Serum
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21  L-glutamine 200mM (100x)  Gibco  25030-024  

  روشهاي جداسازي و كشت سلولهاي مزانشيم 

  آماده سازي محيط و مواد 

  شيب غلظتي

Percollآماده سازي شيب غلظتي روش كار 

  مواد مورد نياز

  استريل 

Percoll

 مولار1/5كلريد سديم 

PBS يا )Hanks) TBSS or HBSS يا Tyrodeمحلول نمكي 

 ميلي ليتري50هاي فالكون  لوله

  غير استريل

دستگاه سانتريفيوژ

  

  روش كار

مواد استريل زير را زير هود به نسبت و مقدار ذكر شده با هـم    

مخلوط نماييد

ml 22/05 از Percoll

ml 2/45مولار1/5 كلريد سديم از 

ml 10/5 از TBSS يا HBSS

) ميلي ليتري50در لوله (اين مواد را خوب با هم مخلوط نماييد 

 دقيقـه در دمـاي      15 بـه مـدت      g 20000را در   ) هـا ( اين لوله   

.معمولي سانتريفيوژ نماييد

 درجه سـانتي گـراد تـا زمـاني كـه بعـدا اسـتفاده                4آنها را در    

  نماييدخواهند شد نگهداري 

محلولهاي مورد نيـاز بـراي تمـايز بـه سـلولهاي            

  استخواني در محيط آزمايشگاه

دكسامتازون
1

 (dex)

 مـولار   1×10-3يك محلول اوليه از دكسامتازون را با غلظـت          

ــانول  ــد100در ات ــد درص ــاده نمايي ــي3/92. ( آم ــرم از   ميل گ

). حل نماييد٪100 ميلي ليتر اتانول 10دكسامتازون را در 

 از محلـول اوليـه در       1/100ل دكـسامتازون را بـا رقـت         محلو

      غلظـت . (نماييـد آمـاده نماييـد       محيط كشتي كـه اسـتفاده مـي       

) مولار1×5-10

 ميكرومتـري فيلتـر     0/22محلول حاصل را با استفاده از فيلتـر         

. نگهداري نماييد درجه سانتي گراد20-نموده و در

  

بتا گليسروفسفات
2

 (BGP)   

 گـرم   0/216ي مولار اين ماده را با حل كردن          ميل 200محلول  

 يا هر محلول نمكي متعـادل ديگـر         TBSSليتر     ميلي 5از آن در    

.حل نماييد

 ميكرومتــري اســتريل نماييــد و در 0/22بــا اســتفاده از فيلتــر 

. درجه سانتي گراد ذخيره نماييد4دماي

  

 فسفات2اسيد آسكوربيك 
3

   

 گرم  0/0347 با حل كردن      ميلي مولار را   5از اين ماده محلول     

 يا هـر محلـول نمكـي متعـادل          TBSSٰ ميلي ليتر    10از ماده در    

.ديگر حل نماييد

 ميكرومتري استريل نماييد و در دماي       0/22با استفاده از فيلتر     

  . درجه سانتي گراد ذخيره نماييد4

ــي و   ــراي بررســي كم ــاز ب ــاي مــورد ني  محلوله

________________________

1- Dexamethasone 
2- β-Glycerophosphate
3- Ascorbic Acid 2-Phophate 
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  بيوشيميايي آلكالاين فسفاتاز

  

  سوبسترابافر 

 : pH 10/5 ميلي مولار، بـا      MgCl2 1 ميلي مولار،    50گلايسين  

 گـرم   0/1017 گرم گلايسين و     1/88كه براي تهيه اين محلول      

MgCl2.6H2o    و .  ميلي ليتر آب حل نماييد 500 را درpH  را بـا 

. برسانيد10/5 نرمال به 1استفاده از هيدروكسيد سديم 

  

  آماده نمودن سوبسترا

ــر1 ــي  5ص  ق ــسفاتاز يعن ــستراي ف ــي از سوب ــي گرم -ρ( ميل

nitrophenyl phosphate ( ميلـي ليتـر بـافر سوبـسترا حـل      5در 

.نماييد

ρ-nitrophenolبراي رسم نمودار استاندارد  

ــول  ــب  Mµ50محل ــاده را از تركي ــن م ــول lµ 50 اي  از محل

ــت    ــا غلظ ــه ب ــتاندار اولي ــر از  9/95 و mM  10اس ــي ليت  ميل

سـاير غلظتهـاي    .  نرمال آماده نماييـد    0/02 هيدروكسيد سديم 

  .مورد نياز را با استفاده از جدول زير به دست آوريد

ρ-nitrophenol
غلظت مورد نياز بر 

nmol/mlحسب 

از ) ميلي ليتر(حجم

محلول رقيق شده با 

  M�50غلظت 

از ) ميلي ليتر(حجم 

هيدروكسيد سديم 

   نرمال0/02

4/5  0/1  1/0  

9/0  0/2  0/9  

18  0/4  0/7  

27  0/6  0/5  

36  0/8  0/3  

45  1/0  0/1  

محلولهاي مورد نياز براي آزمايش كيفي آلكالاين       

  فسفاتاز

   Fast Violetرنگ 

.  ميلي ليتر آب حـل نماييـد  48يك كپسول از رنگ فوق را در  

 ميلـي ليتـري نگهـداري       12سپس اين محلول را در قسمتهاي       

  . نماييد

  

  محلول كار سيترات

 ميلـي ليتـر آب      98تر از محلول غليظ سيترات را بـه          ميلي لي  2

  .اضافه نماييد

  

  بافر استون سيترات 

  . درصد استون مخلوط نماييد40 درصد از محلول كار را با 60

  

محلولهاي مورد نيـاز بـراي تمـايز بـه سـلولهاي            

  چربي و آناليز فلوسايتومتريك 

  محيط القا كننده به سلولهاي چربي

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)و ايندومتاسين 
�

:   

 IBMX گـرم    0/555 گرم  ايندومتاسـين را بـه همـراه           0/1789

.مخلوط كرده

بـه ايـن ترتيـب    .  اضـافه نماييـد  � DMSO ميلي ليتـر 5به آن 

 بـه دسـت     IBMX مولار   0/5 مولار ايندومتاسين و     0/1غلظت  

.آيد مي

يط  ميلــي ليتــر محــ500 ميلــي ليتــر از ايــن محلــول را بــه0/5

DMEM-HG � اضافه نماييد كه به اين ترتيب غلظتµM 100 

. آيد  به دست ميIBMX از µM 500ايندومتاسين و غلظت 

. درجه سانتي گراد ذخيره نماييد20-محلول اوليه را در دماي 

________________________

1- Indomethacin 
  متيل سولفوكسيد دي ��

3- Dulbeco’s Modified Eagle’s Medieum- High Glucose 
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  انسولين

 از انسولين گـاوي را در اسـيد كلريـدريك           mg/ml 10محلول  

.  نرمال تهيه نماييد0/01

 اضـافه   DMEM-HG ميلي ليتـر     11/4يتر از آن را به       ميلي ل  0/6

)mg/ml 0/5.(نماييد

 بـراي بـه     DMEM-HG ميلي ليتر    500 ميلي ليتر از آن را به        10

. اضافه نماييدµg/ml 10دست آوردن غلظت نهايي 

 ميكرومتـري اسـتريل     0/22اين محلول را با اسـتفاده از فيلتـر          

. هداري نماييد درجه سانتي گراد  نگ4نماييد و در دماي 

  

  دكسامتازون

 100  از دكسامتازون را در اتانول        3-10محلول اوليه با غلظت     

 10 گـرم از دكـسامتازون را در         0/00392. (درصد آماده نماييد  

). درصد حل نماييد100ميلي ليتر اتانول 

 اضـافه   DMEM-HG ميلـي ليتـر      500 ميلي ليتر از آن را به        0/5

  . ن ماده دست پيدا كنيد اي6-10نماييد تا به غلظت 

 ميكرومتري استريل نماييـد و در   0/22آن را با استفاده از فيلتر       

.  درجه سانتي گراد نگهداري نماييد4دماي 

    Nile Redمحلول كار رنگ 

. آماده نماييدDMSO از اين ماده را در mg/ml 1محلول 

 ميلـي ليتـر   10 ميكروليتر از اين محلول را به حجم نهايي       250

) فاقد يونهاي منيزيم و كلسيمPBS-) PBSدر 

جداسازي سلولهاي مزانشيمي مغز استخوان 

  )hMSCs(انسان 

   آسپيزاسيون مغز استخوان 

  .گيرد آسپيزاسيون مغز استخوان از استخوان ايلياك صورت مي

  

   جمع آوري مغز استخوان انسان 

  مواد اوليه 

  استريل

بتادين

 درصد1ليدوكائين 

 15 شماره اسكالپل با

 11سوزن جمشيدي شماره 

 ميلي ليتر هپارين باشد2 ميلي ليتري كه حاوي 20 سرنگ 

  

  روش كار

دهنده مغز استخوان كه براي اين كار اطلاع رساني شده اسـت            

.شود به پشت خوابانيده مي

.نماييم با استفاده از بتادين ناحيه مورد نظر را ضد عفوني مي

  را مــشخص �يليــاك كرســت ااســتخوان مــورد نظــر يعنــي

.نماييم مي

 محــل مـورد نظــر را بــي حــس  ٪1بـا اســتفاده از ليــدوكائين  

ليتـر     ميلـي  200در صورت نياز به حجمهاي بـالاي        (نماييم    مي

).نياز است تا از بيهوشي عمومي براي فرد استفاده گردد

.نماييم و يك برش كوچك در ناحيه مورد نظر ايجاد مي

 را در اسـتخوان مـورد نظـر فـرو           11سوزن جمشيدي شـماره     

.بريم مي

 ميلي ليتري را به سوزن وصل نموده 20سرنگ 

.كنيم نمونه مغز استخوان را جمع آوري مي

چرخانيم و نمونه گيري را انجام         درجه مي  90سوزن را هر بار     

ــي ــيم  م ــع(ده ــورت جم ــالاي  در ص ــاي ب  200آوري حجمه

  ).برداري نماييمليتر بهتر است تا از چند نقطه نمونه  ميلي

  

________________________

1- Illiac Crest 
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سازي غني
1

   سلولهاي مزانشيم مغز استخوان 

بخش سلولي حاوي سلولهاي مزانشيمي بـا اسـتفاده از شـيب            

  .آيد غلظتي به دست مي

  

  روش كار

  مواد مورد نياز

  استريل 

DMEM-LG � حاوي FBS 10محيط كـشت  :درصد DMEM 

ز ا. غني شده است  FBS  درصد 10 گلوكز كه با g/l 1به همراه 

FBS         شـود     براي تكثير و تمايز سلولهاي مزانشيمي استفاده مـي

]143[ .

 ميلي ليتري فالكون15 و 50هاي   لوله

 10يـا پتـري ديـش    ) cm2 75(فلاسك هـاي كـشت سـلولي    

سانتيمتري

شخصي كه در حال كار كـردن بـا ايـن سـلولهاي             : نكته ايمني 

   دسـتكش،   بايـست روپـوش آزمايـشگاهي،       انساني اسـت مـي    

 IIنك، ماسك جراحي استفاده نمايد و در زير هـود كـلاس             عي

  .كار كند

در هنگام كار با كليه سلولهاي مشتق از مغز استخوان بايـد بـه              

بايـست    هميـشه مـي   . نكات ايمني از لحاظ زيستي توجه نمود      

ها با ويروس هپاتيت و ويروس ايـدز          فرض كرد كه اين نمونه    

 كــه حــاوي مــاده بنــابراين از مخــزن مناســب آلــوده هــستند 

ضدعفوني كننده است براي اوت كردن كليـه ابزارهـاي تيـز و             

معمولي كه در حين كار با اين نمونه هـاي انـساني در ارتبـاط               

 درصـد مـايع     20بهتر است از غلظـت      . اند استفاده نماييد    بوده

ضدعفوني كننده استفاد نماييد و موارد اسـتفاده شـده حـداقل            

  . نيم ساعت در آن باقي بمانند

________________________

1- Enritchment
2- Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium – Low Glucose 

  

  روش كار

 ميلي ليتـري    20هاي مغز استخوان معمولا  در سرنگهاي          نمونه

 ميلـي ليتـري     50هاي    بنابراين آنها به لوله   . شوند  انتقال داده مي  

.انتقال دهيد

.  ميلي ليتر از محـيط كـشت را بـه آن اضـافه نماييـد          30 تا   20

)DMEM-LG-10FB(
�

اييد و حجـم    آن را با استفاده از پيپت به طور كامل مخلوط نم          

 ميكروليتر را براي شمارش سلولي نگه       200كمي از آن حدود     

  سـانتريفيوژ    g  450 دقيقه و با دور        5داشته و بقيه را به مدت       

.نماييد

 ميكروليتــر از 50گيــرد  در حاليكــه ســانتريفيوژ صــورت مــي

 ميكروليتـر محـيط كـشت و        50سوسپانسيون باقي مانده را بـا       

 درصد بـراي حـذف گلبولهـاي        4يك   ميكروليتر اسيد است   100

.قرمز مخلوط نماييد

سلولها را با استفاده از لام نئوبار شمارش نموده و ميزان آن در             

.حجم اوليه را محاسبه نماييد

.بعد از اتمام سانتريفيوژ محلول رويي را دور بريزيد

ايد و يـا       كه قبلا آماده نموده    Percollسلولها را در شيب غلظتي      

.اي را جدا نماييد هسته ر دهيد تا سلولهاي تكفايكول قرا

 ميلي ليتر ازسوسپانسيون  سلولها را به آرامي در  هـر لولـه               5 

Percollيا فايكول قرار دهيد به طوري كه روي آن قرار بگيرد .

 ســانتريفيوژ g 480 دقيقــه و در دور 15هــا را بــه مــدت  لولــه

.نماييد

 10ير هـود انتقـال داده  و         نمونه ها را بعد از سانتريفيوژ  به ز        

ي جديدي     ميلي ليتر از محلول رويي هر لوله را به لوله          14الي  

.انتقال دهيد

________________________

3- Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium – Low Glucose + 10 
% Fetal Bovine Serum 
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. ميلي ليتر برسانيد50حجم آن را با استفاده از محيط كشت به 

 سـانتريفيوژ   g 450 دقيقـه و در دور       5و مجددا آن را به مدت       

نماييد

 ميلـي   10در  محلول رويي را دور ريخته و رسوب سـلولي را           

.ليتر محيط كشت سوسپانسيون نماييد

تعداد سلولها را با استفاده از روش قبلي كه توضـيح داده شـد              

. محاسبه نماييد

حجم مورد نظر را با استفاده از محيط كشت بـه ميـزان مـورد               

10نظر رسانيده و سـلولها را بـه ميـزان           
5

 بـه ازاي هـر      1/8 × 

.ك كشت دهيدسانتيمتر مربع در ظروف كشت يا فلاس

.ظروف را در انكوباتور قرار دهيد

 يا  3 روز عوض نماييد و اين كار را هر          3محيط آنها را بعد از      

. روز انجام دهيد4

   كشت اوليه 

10كشت اوليه سلولهاي مزانشيمي با كشت       
7

 تعداد سلول   1 × 

.  سانتيمتري كشت سـلولي كـشت دهيـد        10به ازاي هر ديش     

لوطي از سـلولها اسـت كـه شـامل          اين مايع سلولي حاوي مخ    

  دار رده هماتوپويتيـك،      سـلولهاي هـسته     سلولهاي خوني قرمز،  

. ها، ماكروفاژها و سلولهاي شبه فيبروبلاسـت اسـت          مونوسيت

گلبولهاي قرمز و سفيد به دليل نچسبيدن به ظروف كـشت در            

خـارج كـردن    . گردنـد   طي مراحل تعويض محيط خـارج مـي       

چـسبند خيلـي  سـخت         نمـي سلولهايي كه به ظـروف كـشت        

نيست ولي بايد اين نكته را مد نظر داشت كـه همـين سـلولها               

اثرهاي پاراكراين براي رشد سلولهاي چسبيده به ظرف را دارا          

  ..هستند

اين خاصيت چسبندگي سلولها به ظروف كشتي كـه از لحـاظ            

بــار الكتريكــي منفــي هــستند يكــي از راههــاي جداســازي و 

سلولهاي كمي بـه    . ]144[ستي است   انتخاب سلولهاي فيبروبلا  

چسبند و اين سلولهاي شـبه فيبروبلاسـت تكثيـر            ته ظرف مي  

اي از سـلولهاي دوكـي شـكل          قاعده  يابند و كلوني هاي بي      مي

 بعـد از كـشت قابـل        6 و   4دهند كـه در روزهـاي         تشكيل مي 

 روز آينـده    7كلونيها از نظـر انـدازه در طـي          . تشخيص هستند 

بايست به ظروف جديـد       رسند كه مي    يرشد كرده و به حدي م     

بايد در نظر داشت كه پاسـاژ       .  )پاساژ سلولي (انتقال داده شوند    

سلول ها قبل از اينكه خيلي متراكم و يا چند لايه شوند انجـام              

پذيرد چرا كه رشد اين سلولها محدود به تماس سلولي نيست           

  . و به رشد خود ادامه خواهند داد

  

ز سـلولهاي مزانـشيم     روش كار كشتهاي بعـدي ا     

   انساني

  مواد مورد نياز 

  استريل 

PBS يا Hanks يا Tyrodeمحلول نمكي 

Trypsin-EDTA : 0/25  درصــد تريپــسين و EDTA 1 ميلــي 

مولار

سرم گاوي

 FBS  درصد 10 غني شده با DMEM-LGمحيط كشت 

  

  روش كار 

بايـست قبـل از اينكـه         سلولهاي اوليه جدا شده مزانشيمي مـي      

سـلولهاي كـشت داده     . ها متراكم شوند پاساژ داده شـوند      كلوني

تريپــسينه )  روز±3( بعــد از كــشت 14شــده معمــولا در روز 

. شوند مي

.محيط كشت را از روي سلولها برداريد

سلولها را با استفاده از حجم مناسب محلـول نمكـي شستـشو             

 ميلـي ليتـر محلـول       5 سانتيمتري بـه     10ظرف كشت   (  . دهيد

)داردنمكي نياز 

 به سلولها اضافه كـرده و       Trypsin-EDTA ميلي ليتر    4به ميزان   

در .  دقيقه در انكوباتور قـرار دهيـد       10 تا   5ظروف را به مدت     
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نظر داشته باشيد كه زمان مجـاورت بـا تريپـسين بـه حـداقل               

.رسانيده شود

بعد از اينكه اكثر سلولها از نظر مورفولوژي گرد شدند يا اينكه            

 واكنش را با استفاده از سرم گـاوي   ه بودند،از ظرف جدا شد

. ميلي ليتر متوقف نماييد2يا محيط كشت به ميزان 

با استفاده از يك پيپت سوسانسيون سلولي را بالا كشيده و بـا             

استفاده از همان قسمتهاي مختلف ظرف كشت را بـراي جـدا            

در نظر داشته باشيد كه    . كردن سلولهاي باقيمانده شستشو دهيد    

ومي ندارد تا تمام سلولها از كف ظرف جدا گردند چرا كـه             لز

رسد مزانشيم نباشند نسبت به       خيلي از سلولهايي كه به نظر مي      

بنابراين دقت در اين مرحله     .  تر هستند   تيمار با تريپسين مقاوم   

بعد از شيب گراديان و چسبيدن سـلولها        ) استفاده از تريپسين  (

ازي و غنـي سـازي      به ظرف يكـي از مراحـل مهـم در جداس ـ          

. سلولهاي مزانشيمي است كه بايد در آن خيلي دقت كرد

هـاي جديـد بـراي سـانتريفيوژ          سوسپانسيون سلولي را به لوله    

در نظر داشته باشيد كـه درهنگـام كـار بـا حجـم              . انتقال دهيد 

ــشتري ظــروف كــشت   ــالاي كــشت و اســتفاده از تعــداد بي ب

ل گروهي بـا هـم      سلولهاي آن ها را به طور جداگانه و به شك         

مخلوط نماييد و سانتريفيوژ نماييد تا به اين ترتيب از آلودگي           

در ضمن بـراي هـر گـروه از         . كلي سلول ها جلوگيري نماييد    

. هاي جداگانه استفاده نماييد پيپيت

.  سانتريفيوژ نماييدg 400 دقيقه در دور 5ها را به مدت  لوله

.محلول رويي را دور بريزيد

اصل را در حجـم مناسـبي از محـيط كـشت            رسوب سلولي ح  

) ميلي ليتر10 تا 5معمولا (دوباره سوسپانسيون نماييد 

حجم كمـي از ايـن سوسپانـسيون را بـراي شـمارش سـلولها               

.استفاده نماييد

حجم مورد نظر خود را با استفاده از محيط كشت آماده نماييد            

cm2 سلول به ازاي هر      4000 تا   3000و سلولها را به ميزان      
 بـه   

. ظرف كشت جديد انتقال دهيد

. روز تعويض نماييد4 الي 3محيط آن را هر 

سلولها را بعد از اين كه از نظر رشد و تلاقي به ميزان مناسـب               

در نظر داشته باشـيد كـه ايـن سـلولها           .  ، پاساژ دهيد   �رسيدند

نسبت به سلولهاي كشت اوليه در برابر تريپـسين حـساس تـر             

. يابد ن تيمار با تريپسين كاهش ميهستند و بنابراين زما

سلولهاي بنيادي مزانشيمي ظرفيت بالايي براي تكثير دارنـد و          

در طـي   . توانند به مدت زيادي كشت و پاسـاژ داده شـوند            مي

-DMEMگسترش و تكثير اين سلولها همواره در محيط كشت          

LG غني شده با FBS10 شـوند كـه در     درصد كشت داده مـي

 و Burder. دهنـد   مايز به تكثير خود ادامه مي     اين شرايط بدون ت   

 15 توانسنتد اين سلولها را تا پاسـاژ         1997همكارانش در سال    

حفظ اطلاعات دقيق از شمارش و تعـداد سـلول          . حفظ نمايند 

 38توانند تا     ها در هر پاساژ نشان داده است كه اين سلولها مي          

نويـه از   هاي ثا   كشت. نسل بدون بروز پيري رشد و تكثير يابند       

اين سلولها از لحاظ اينكه سلولها شكل دوكي خـود را خفـظ              

  .]145[ نمايند شبيه كشت اوليه هستند مي

  

  انجماد و ذوب سلولهاي مزانشيمي انساني

 و همكارانش در    Bruderهاي جالب مطالعه      يكي ديگر از جنبه   

 اين بودكه آنهـا انجمـاد تعـدادي از سـلولها را در              1997سال  

 بعد از تيمار با تريپسين در انتهاي كشت اوليـه و            نيتروژن مايع 

ديـده شـده    . ]145[انـد   ذوب كردن مجدد آن را گزارش كـرده       

است كه اين انجماد هيچ تـاثير منفـي در رشـد و تكثيـر ايـن                 

طـرز عمـل انجمـاد و ذوب كـردن ايـن            . سلولها نداشته است  

  .سلولها در بخش زير توضيح داده خواهد شد

  

هاي مزانـشيم بـه صـورت       روش كار ذخيره سلول   

________________________

1- Confluence 
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  منجمد 

  مواد مورد نياز

  استريل

Trypsin-EDTA
DMSO 

FBS 

  غير استريل

 درجـه در هـر      1محفظه انجماد با سرعت كاهش دما به ميزان         

. دقيقه

  

  روش كار 

 و   DMSOدرصـد   10محيط مورد نياز براي انجماد را كه شامل         

ه باشـيد  همواره مد نظر داشت. است آماده نماييد    FBS درصد   90

. كه اين محيط را به صورت تازه آماده نماييد

سلول ها از نظر رشد مي بايست در فاز لگاريتمي با تكثيـر بـا               

.سرعت باشند كه ذخيره سازي به خوبي صورت پذيرد

سلولها را به روشي كه قبلا توضيح داده شد با تريپسين تيمـار             

.نماييد

.ش نماييدو آن ها را  بعد از سوسپانسيون كردن شمار

 g 400 دقيقــه در دمــاي اتــاق و بــا دور 5آن هــا را بــه مــدت 

.سانتريفيوژ نماييد

محلول رويي را دور ريخته و سلولها را بـه آرامـي در محـيط               

. سوسپانسيون نماييدcells/ml 106 × 1انجماد با غلظت 

 انجماد در نيتروژن مايع برچـسبي       �هاي مخصوص     روي ويال 

نـوع  (ي از سـلول مـورد نظـر اسـت           كه شامل اطلاعات كـامل    

بـه  )  سلول، شماره دهنده سلول، شماره پاسـاژ و غلظـت آن            

.همراه تاريخ و اطلاعات مربوط به اپراتور را بچسبانيد

 ميلي ليتر از سوسپانسيون سلولي را به هر ويال انتقال دهيـد             1

. و درب آن را خوب محكم كنيد

و مخـزن    دهيـد و اين ويال ها را در مخزن كـاهش دمـا قـرار   

 سـاعت   24و بعد از      درجه قرار دهيد   70-انجماد را در فريزر     

.ها را به نيتروژن مايع انتقال دهيد اين ويال

در هنگام كار با نيتروژن مايع دستكش و ماسـك          : نكات ايمني 

  .مربوطه را استفاده نماييد و از تهويه مناسب هوا مطمئن شويد

  د يافتهروش كار ذوب كردن سلولهاي انجما

  مواد مورد نياز

  استريل

DMEM-LG-10% FB 

ظروف كشت مورد نظر

غير استريل

تريپان بلو 

   درجه سانتي گراد37بن ماري 

     روش كار

.را به دماي محيط برسانيد) DMEM-LG-10FB(محيط كشت 

.هاي مورد نظر را از نيتروژن مايع خارج نماييد ويال

در .(نتي گراد ذوب نماييد    درجه سا  37و به آرامي در بن ماري       

).ماند  اين مرحله مقداري كريستال يخ در نمونه باقي مي

دستكش به دست داشته باشيد و درب بن ماري را          : نكته ايمني 

ببنديد كه در صورت نفوذ نيتروژن مايع به درون ويال احتمال           

ها طـوري       بهتر است كه همواره ويال    . تركيدن ويال وجود دارد   

  . داده شوند كه در درون مايع نيتروژن فرو نرونددر تانك قرار 

 ميلـي   35اي كه حاوي      به آرامي سلولهاي ذوب شده را به لوله       

نمونه در ايـن مرحلـه      . (ليتر از محيط كشت است انتقال دهيد      

)شود به طور كامل ذوب مي

. سانتريفيوژ نماييدg 250 دقيقه در دور 5آن را به مدت 

.محلول رويي را دور بريزيد

1- Cryovials 
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 ميلي ليتر از محيط كشت بـه آن اضـافه نماييـد و آن را                5 تا   2

شمارش نماييد و با استفاده ار تريپان بلو از نظـر ميـزان زنـده               

.بودن سلولها بسنجيد

10سلولها را به ميزان     
5

 سانتيمتري و   10 به ظرف كشت     2/5 × 

.يا فلاسك كشت انتقال دهيد

سـلولها بـه طـور    .  روز تعويض نماييـد 4 يا   3محيط آن را هر     

نمايند  روز ظرف كشت را پر مي7معمول طي 
1

.

.توان به روش ذكر شده در روش كار  پاساژ داد سلولها را مي

شناسي كاملا شـبيه      سلولهاي مزانشيم ذوب شده از نظر ريخت      

البته ممكن  . اند  آنهايي هستند كه تا بحال منجمد و ذوب نشده        

ز سـلولهاي معمـولي     است در روز اول كمي كشيده و بلندتر ا        

 روز و سـازگار شـدن بـا شـرايط           1باشند اما بعد از گذشـت       

لازم . گردند  كشت دوباره به شكل سلولهاي غير منجمد باز مي        

جـسبند    به ذكر است كه تعدادي از سلولها به ظرف كشت نمي          

ماننـد كـه البتـه طـي          ور در محيط باقي مي      و به صورت غوطه   

گردنـد و تنهـا       ز خارج مي  مراحل بعدي تعويض محيط اينها ني     

سلولهايي كـه همچنـان خاصـيت چـسبندگي خـود را حفـظ              

.]146[دهند  اند به تكثير خود ادامه مي كرده
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