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  چکیده
براي حمایت از رشد سلولهاي بنیادي جنینی موشی ) MEFs(از سلولهاي فیبروبلاستی جنینی موش  :مقدمه

)mESCs (لولهاي بنیادي جنینی انسانی و یا س)hESCs (تکثیر پیوسته وپی درپی سلولهاي . استفاده می شود 
mESC بطور معمول توسط هم کشتی این سلولها با MEFسلولهاي . بدست می آید MEF بعنوان یک لایه پشتیبان

 همجواري سلولهاي احتمال انتقال رتروویروسها و دیگر پاتوژنها در اثر .  عمل می کنندmESC براي سلولهاي
MEF)با سلولهاي ) که منشاء موشی دارند ESوجود دارد . 

ازاهداکنندگان متعددي )  (usscسلولهاي سوماتیک نامحدود، مشتق شده ازخون بند ناف انسان :ها مواد و روش
  . گرفتمورد استفاده قرارC4 mESC از این سلولها بعنوان لایه پشتیبان جهت حمایت از رشد سلول . بدست آمد

غیر فعال شده کشت یافته بودند در hUSSC  که برروي mESCکلونی هاي سلولهاي  :یافته هاي پژوهش
 گسترش یافته mESCدر سلولهاي )  پاساژ10درطی ( برابر تکثیر یافتند 600 روز کشت پی درپی بیش از 30 طی 

 تمایز نیافته، mESCکولی ویژه سلولهاي ، مشاهده گردید که مورفولوژي این سلولها و مارکرهاي مولhUSSC برروي 
این سلولها از نظر فاکتورهاي رونویسی .  گسترش یافته استMEFهستند که برروي mESC همگی همانند سلولهاي 

  LIFR , LIF , Brachyury , B2m , BMP4 , Rex1 و همچنین آنزیم تلومراز و OCT4،nanog همچون 
  .مثبت بودند

داراي پتانسیل تمایزي جهت تمایز به hUSSC کشت داده شده برروي mESC اي سلوله :بحث و نتیجه گیري
انجام . می باشند وداراي کاریوتایپ دیپلوئید طبیعی نیز هستند) آندودرم، مزودرم، اکتودرم( لایه زاینده سلولی 3هر 

 در hESCولهاي شاید منجر به توسعه و بهبود روشهاي کلینیکی براي گسترش سلhUSSC مطالعات بیشتر برروي 
  .سلول درمانی نوین گردد

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
05

 ]
 

                             1 / 10

https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-950-fa.html


  سعید حیدري کشل و همکارانيبررسی تواناي حفظ و نگهداري سلولهاي بنیادي جنینی توسط سلولهاي بنیاد

 244

  مقدمه
سلولهاي بالقوه چند  ،سلولهاي بنیادي جنینی

بوده واغلب از توده داخل  )totipotential(ظرفیتی 
جنین در مرحله  )inner cell mass(سلولی 

این سلولها داراي ویژگی  .بلاستوسیست بدست می آید
هاي خاصی می باشند که از آن جمله می توان به 

نها آ  انواع رده هاي سلولی ونامیرایی به قابلیت تمایز
 سلولهاي بنیادي جنینی از استفاده وکاربرد .اشاره نمود

 in vitro براي مطالعه .آغاز شده است 1981سال 
کشت  )1 .سلولهاي جنینی به دو روش عمل می کنند

سلولهاي بنیادي جنینی بر سطح سلولهاي فیبروبلاست 
 ،C یا میتومایسین  γ توسط اشعه جنینی موش که قبلاً

کشت  )2 .فعالیت میتوزي آن متوقف شده است
 LIF)Leukemia سلولهاي بنیادي جنینی در حضور 

inhibitory factor(  که بصورت نوترکیب فراهم
کلونیهاي فشرده اي  ،از نظر مورفولوژي .گردیده است

ازسلولهاي کوچک با سیتوپلاسم اندك وهستک واضح 
 ،درطی تکثیرهاي پی درپیین سلولها ا .می باشند

حفظ  خود را )46XX , 46XY(کاریوتایپ نورمال 
این سلولها درعین حال که قابلیت حفظ حالت  .میکنند

می  ،دارا می باشندin vitro تمایز نیافته رادر شرایط 
تحت شرایط  ،توانند به گستره وسیعی از سلولهاي بالغ

ساعت  12 تا 18این سلولها درطی  .خاص متمایز گردند
مدت زمان تقسیم دراین سلولها به  .تقسیم می شوند

بستگی in vitro تطبیق آنها با محیط پیرامون خود در 
لایه پشتیبان از جنس فیبروبلاست اولیه موش  .دارد

سازي  به دفعات جهت کشت وجدا)MEF(روزه  5/13
سلولهاي بنیادي جنینی مورد استفاده قرارگرفته 

ن حمایت کننده هاي رشد از جمله مهمتری  MEF.است
گذشت سالیان  با .تلقی می شودES تکثیر سلولهاي  و

هنوز  ،به عنوان لایه پشتیبانMEF سال از کشف 
انسانی براي آن یافت نشده  جایگزین مناسب با منشاء

 از دیگر لایه هاي پشتیبان که براي حمایت از  .است

ESبه فیبروبلاست پوست می توان  ،استفاده می شود
 سلولهاي ، سلولهاي اپیتلیال لوله فالوپ،نجنی

بلاست ناحیه  سلولهاي فیبرو،مزانشیمال مغز استخوان
 سلولهاي فیبروبلاست پوست ، )foreskin(ختنه گاه 

 )STO )mouse SIM embryonic fibroblast ،بالغ

 سلولهاي بنیادي جنینی چنانچه در .)1،2(اشاره کرد
رکننده تمایز ي مهارار گیرند که فاکتورهامحیط کشتی ق

هاي مختلف سلولی را نداشته باشد به سرعت به رده 
س جهت جلوگیري از براین اسا .)3(متمایز می گردند

 از ،in vitro ناخواسته سلولهاي بنیادي جنینی در  تمایز
ن جمله فاکتورهاي مختلفی استفاده می شود که از آ

 DIA )Differetiation یاLIF می توان به 

inhibitory activity ( ،  TPO،  SCF، 1L-6 ، 
این رو سلولی که به عنوان یک لایه  از .اشاره نمود

این  ،، می بایستپشتیبان پیشنهاد داده می شود
 .فاکتورها رابه صورت سطحی یا ترشحی داشته باشد

mESCsمارکرهایی همچون از نظر  Oct-4، Nanog، 
SSEA-1 4(شدتلومراز ، آلکالین فسفاتاز مثبت می با(.  

پلیتهاي پوشانده شده با ژلاتین یا  وLIF با استفاده از 
تا  )ECM)extra cellular matrix استفاده از 

 ESCsحدودي فقدان لایه پشتیبان را جهت حمایت از 
اثر فاکتور   .در حالت تمایز نیافته برطرف خواهد کرد

LIFعوامل  از مثالی آشکار ، برسلولهاي بنیادي جنینی
 LIFدرحضور  .نده فعالیت سلولی می باشدکنترل کن

دچار تمایز می  ESسلولهاي  ، به مقدار اندكمعمولاً
نیز تاثیري برجلوگیري از  LIFو افزایش مقدار  گردند

 دراین مطالعه ازسلولهاي  .)1-5(این حداقل تمایز ندارد
USSCs)Unrestricted somatic stem cells(  به

رشد   از تکثیر وعنوان لایه پشتیبان جهت حمایت
سلولهاي   .سلولهاي بنیادي جنینی موش استفاده گردید

USSC خون بند ناف  از 2003در سال  براي اولین بار
قابلیت هاي تمایزي آن  جداسازي و  Jagerتوسط 
 در .مورد ارزیابی قرار گرفتTransplantation جهت 
این سلولها از نظر تولیدات  Koghler یز ن2004سال 

فی  USSCسلولهاي  .ینی مورد بررسی قراردادسایتوکا
جمعیتهاي  جزء بوده و )پرتوان( و pluripotentنفسه 

سلولی بسیار نادر وکمیاب خون بند ناف محسوب می 
قدرت تکثیر وظرفیت تمایزي  USSCسلولهاي   .شوند

ارزش  نابع باماز جمله  ، بدین دلیلبسیار بالایی دارد و
یک  USSC  .)1(وندسلول درمانی محسوب می ش در

با تلومري طویل  -HLA II و -CD43 ، سلول چسبنده
این سلول داراي الگوي سایتوکاینی منحصر  .می باشد

درصد بالایی از تولیدات مربوط به  به فردي می باشد و
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از این رو   ).2و1 (دارا می باشد راخودسازي  فاکتورهاي
ر در نظ ESگزینه اي مناسب براي حمایت از سلولهاي 

  .گرفته شده است
  ها روش  ومواد

ازخون بند USSC کشت سلولهاي  جداسازي و
  :ناف 

خون بندناف آنها از سیاهرگ بند  ،مادران  توافق با
 ازنمونه هاي خون بند 40%تنها . ف جمع آوري شدان

میانگین سنی افراد  .را دارا بودند USSCسلول  ،ناف
 ،ونه هانمپس از جمع آوري .  سال بود28اهداءکننده 

با فایکول  یز شده و ل RBSبا استفاده ازآمونیوم کلراید ،
استریل  PBS سپس با ،عمل جداسازي ادامه یافت ،
)PH=714( داده بعد از سانتریفیوژ دوبار شستشو 

کم  DMEMسلولهاي بدست آمده در محیط کشت 
 15% نانومولار، 100ون  غنی شده با دگزامتازگلوکز
FBS استرپتومیسین  پنی سیلین وآنتی بیوتیکهاي  و

 24اولین تعویض محیط پس از گذشت  .قرار گرفت
روز یکبار تعویض  4بعد از آن هر  .ساعت انجام گرفت
از سطح  80%پس از آنکه سلولها . محیط انجام گرفت

 تریپسین و 0,25%فلاسک را پر کردند با استفاده از 
EDTA سلولهاي  .انجام گرفت پاساژUSSC  در

به منظور   بطور یکنواخت گسترش یافته ومحیط کشت
   .نیاز دارد Co2 5 %و Cºْ37 رشد به دماي

  : USSC وmESC وتایپ براي سلولهاي آنالیز کاری
با  mESCهمکشتی سلولهاي  بعد از قبل و

USSC، می دهیم دوي آنها را مورد انالیز قرار هر. 
آخرین پاساژها مورد آنالیز کاربوتایپ  اولین و ترجیحاّ

 gعت با  سا3-4سلولها را براي مدت  ابتدا .رار گرفتق
lmlμ0,1 قرارداده سپس  کولسمید درون آنکوباتور

را به kcl لول حم 75% ینه کرده وسسلولها را تریپ
  Cدماي قیقه در د20به مدت  سلولها اضافه نموده و

º37 5 %و Co2  مرحله  در .کوباتور قرارداده شدآندرون
جهت  1  به3ستیک را به نسبت بعد، متانول و اسید ا

پس سلولها را از سفیکس کردن نمونه ها اضافه شده 
کروموزومها مورد  سطح لام گسترانیده و ارتفاعی بر
   .وتایپ قرارگرفتندآنالیز کاری

  : USSCآماده سازي لایه پشتیبان ازجنس 

بمنظور  hUSSCسلولهاي  55 تا 2 پاساژهاي از
 )C4mESC)Royan C4لایه پشتیبان براي سلولهاي 

 استفاده از را باUSSC سلولهاي  ابتدا .استفاده گردید
ml g/μ10  میتومایسینC sigma-chemical co 

st.louis)(  به مدتmin90، تقسیمات میتوزي  نظر از
 بار 3استریل  PBS استفاده از فعال نموده سپس با یرغ

استفاده  با .حذف گردد Cمیتومایسین  نموده تا شستشو
 1x  (Gibco™ Grand Island ) Trypsinاز

/EDTAسلولها را از فلاسک جدا .250 %به مقدار 
 سپس با استفاده از   .انجام گردید سانتریفیوژ کرده و

DMEM)Gibco™ Grand Island( 15% و 

FBS)Gibco™( و FBS 15% )Gibco™( رسوب 
را با استفاده از  سلولها ،سلولی را سوسپانسیون نموده

چسبیدن   پس از،ر مورد شمارش قراردادههموسایتومت
محیط کشت آنها را  ، به کف فلاسکUSSCسلولهاي 

با محیط کشت سلولهاي بنیادي جنینی تعویض می 
 ™KO-DMEM)Gibco این محیط حاوي   .نمائیم

Grand Island(، ESFCS )Gibco™ (
 )™100x ) Glutamax 100x ( )Gibcoوگلوتامکس

-sigma- chemical st(مرکاپتواتانول  0.1mM  βو

louis( اسیدهاي آمینه غیر ضروري  و(Gibco™ 

Grand Island 1% v/v NNAA( و (LIF) EGLF 
)10sigma-chemical st-( به مقدار U/ml 1000 , 

 g/mlμ100 )Gibco™Grand استرپتومایسین
Island( ساعت سلولهاي  24 .می باشدUSSC  غیر

رارداده تا قES مجاورت محیط کشت  فعال شده را در
   .شرایط جدید سازگار گردند

برروي لایه پشتیبان mESC کشت سلولهاي 
   :انسانی

به عنوان USSC ماده سازي سلولهاي پس از آ
ا محیط سازگار شدن این سلولها ب یک لایه پشتیبان و

را از  mESCسلولهاي  ،کشت سلولهاي بنیادي جنینی
 USSC خارج نموده وروي لایه پشتیبان  80ºC-فریزر

زمانی  ت پاساژ،مناسب ترین شرایط جه. انتقال یافت ،
 mESC m μکلونی هاي سلولهاي  است که قطر

حدود  .باشد 8^10×45 این سلولها تعداد و 200-400
محیط  ،mESC ساعت قبل از پاساژ سلولهاي 24

را با محیط کشت سلولهاي USSC هاي لکشت سلو
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ي بنیادي کشت سلولها ، بنیادي جنینی جایگزین نموده
. می باشد Co2 5% و Cº37 جنینی موش نیازمند دماي

محیط کشت این سلولها نیز می بایست هرروز تعویض 
   .گردد

  :آنالیز بیان ژن  وRNA آماده سازي  
 با نظر مورد  سلولهايRNAمنظور  این براي

 .شد سازي جدا Fermentas   شرکتپروتکل از استفاده
 H minus کیت از هاستفاد با cDNA ساخت ادامه در

first strand cDNA synthesis kit (Fermentas) 
 Revert Aid شد  انجاممعکوس رونویسی واکنش. 

  :یافته هاي پژوهش
  :انسانیUSSC کشت سلولهاي 

انسانی از USSC کشت سلولهاي  جداسازي و
 پاساژ به طور 50این سلولها تا  .خون بند ناف انجام شد

از سرعت USSC سلولهاي . پیوسته کشت داده شدند

تکثیر بسیار بالایی برخوردار بوده بطوري که مرتبا نیاز 
مورفولوژي این سلولها  میزان تکثیر و .به پاساژ دارند

 فریز کاملاً بعد از خارج نمودن از قبل از فریز کردن و
  .مشابه می باشند یکسان و

هیچ USSC در طی مراحل مختلف کار با سلول 
آلودگی این سلولها با ویروسها یا  بر گونه علامتی مبنی

 از آنجایی که سلولهاي  .مایکوپلاسماها مشاهده نگردید

USSC می بایست به عنوان یک لایه پشتیبان در مدت
 زمان طولانی عمل کنند بنابراین پاساژهاي ابتداي آن ،

ذخیره مناسب از این سلولها ا مقداري فریز نموده ت
 ز نظر مورفولوژي ،اUSSC سلولهاي  .موجود باشد

هستند که داراي اندازه  دوکی شکل سلولهاي چسبنده و
.)1تصویر شماره  ( می باشدm μ25-20هایی معادل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   که داراي 3در پاساژ ) USSC(سلول هاي بنیادي مزانشیمی خون بند ناف : 1تصویر شماره 
  ).20 بزرگنمایی -میکروسکوپ اینورت(مورفولوژي تیپیک دوکی شکل می باشند 

  
   mESC:مورفولژي سلولهاي 

،  برروي لایه پشتیبان انسانیmESC سلولهاي 
 . فظ نمودندحبخوبی توانایی تکثیر پیوسته خود را 

C4mESCs برروي hUSSC ،  پاساژ پی 30بیش از 
توانستند در حالت تمایز   پشت سر گذاشته وادرپی ر

 لایه رروي mESCsسلولهاي . باقی بمانند نیافته

داراي مورفولوژي تیپیک می باشند که MEF پشتیبان 
هستک  شامل نسبت بالایی هسته به سیتوپلاسم ،

فضاي بین  عدم وجود سلولهاي بهم فشرده و ،واضح 
نیز USSC برروي mESC مورفولژي سلولهاي . سلولی

داراي همان  می باشد وMEF کاملا شبیه سلولهاي 
  . )2اره تصویر شم(مورفولوژي تیپیک است 
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  سلول هاي بنیادي جنینی به شکل کلون هاي مجتمع و مشخص بر روي لایه تغذیه کننده: 2تصویر شماره 
 USSCs  40 فاز کنتراست ، بزرگنمایی –میکروسکوپ اینورت (  کشت یافته اند .(  

  
  

بیان مارکرهاي اختصاصی سلولهاي 
:Pluripotent  

گلوبولین به عنوان کنترول  βدر این مطالعه از 
سلولهاي بنیادي جنینی موش کشت  .منفی استفاده شد

داده شده برروي لایه پشتیبان انسانی از نظر ژنهاي 
pluripotencyزمون  آ.ورد ارزیابی قرار گرفت م RT-

PCR براي ژنهاي Oct-4،Nonog TERT،  LIFR، 
LIF، Brachyury ، Rex1  ، B2m ،  به شدت مثبت

براي سلولهاي  RT-PCR آزمون ).1شکل(بودند 
ES را پشت سر  53 -40 -37-30  پاساژهاي–که

نابراین مشخص گردید  ب.انجام پذیرفت ، گذاشته بودند
که برروي لایه پشتیبان  ESکه تمام کلونی هاي 

hUSSC ، یان ژنهاي  بقرار داشتندPluripotency  در

این بیان ژنی مشخص می کند  .آنها حفظ شده است
 در کاملاUSSCً برروي لایه پشتیبان ES ه سلولهاي ک

به  hUSSCسلولهاي  شرایط عدم تمایز قرار داشته و
در خور  حمایت بسیار مناسب و عنوان لایه پشتیبان ،

 آزمون ایمونوسیتوشیمی نیز براي . اي داشته اند توجه

Oct-4تمامی ...مطابق شکل . )4شکل (انجام گرفت
  لایه پشتیبان که بررويES کلونی هایی 

hUSSC قرارداشتند از نظر این مارکرهاي اختصاصی
تصویر  ( سلولهاي بنیادي جنینی به شدت مثبت بودند

  .)3شماره 
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  نتایج بیان ژنهاي پلوریپوتنسی را در سلول هاي بنیادي جنینی رشد یافته : 3تصویر شماره 

  . را نشان میدهد) USSC(نسانی بر روي لایه تغذیه کننده ا
  
  

   USSC:آنالیز کاربوتایپ براي سلولهاي 
را قبل از شروع آزمایشات در USSC سلولهاي 

مشخص گردید  مورد آنالیز کاربوتایپ قرار داده ، 2پاساژ
 می xx44که داراي کاربوتایپ کروموزومی نورمال 

این سلولها دوباره  دیگر ،  پاساژ48پس از گذشت  .باشد

و مشخص گردید که  مورد آنالیز کاربوتایپ قرار گرفتند
 .هستند xx44داراي کاربوتایپ کوروموزومی نورمال 

را  USSC کاربوتایپ کوروموزومی سلولهاي  4شکل 
  .نمایش می دهد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  . را نشان میدهد که داراي کاریوتاپینگ نورمال بودندUSSCکاریوتایپ سلولهاي بنیادي : 4تصویر 
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   و نتیجه گیريبحث
 سلولها ي بنیادي چسبنده ، ،USSC سلولهاي 

CD43¯  هستند که از خون بند ناف)CB(  جداسازي
 این سلولها داراي تکثیر نامحدود بوده و. شده اند

تقسیم بندي می  pluripotentجزءسلولهاي بنیادي 
 برخلاف دیگر انواع سلولهاي مزانشیمال .)6( شوند

 د ناف که تنها به استئوبلاست ،موجود در خون بن
یا به سلولهاي عصبی  و )7 و 8 (چربی کندریوسیت و

قادر USSC سلولهاي  ،متمایز می گردند )10،11(
 ، غضروف به استخوان ،exvivo در شرایط هستند

بافت قلبی متمایز  ، ، کبد عصب ، سلولهاي خونی
متعددي را بیان می  این سلول فاکتورها ي  )6( .گردند

 و فاکتورهاي رشد که شامل مولکولهاي چسبنده ،ندک
 refl a new) SCF.سایتوکاین هاي متعدد می باشد

VEGFو GM-CSF و M-CSF و  TGF-1β1 وL-
  و TPO و  LIF )Flt3 liyand وG-CSF  و 6

HGFو  SDF-1α1 وL-5 1 وL-12 1  وL-81وL-
1β )7( .این مطالعه مشخص گردید که برایند  در

درقالب یک لایه  USSC کاینی سلولترشحات سایتو
 به حفظ سلولهاي  منجر )feeder layer(پشتیبان 

mESCاین سلول . در حالت عدم تمایزي می گردد
دارد ولی قدرت تکثیر بسیار   CBفراوانی اندکی در

بالا  دارد که همچنان در پاساژهاي in vitroبالایی در 
  سلولها ي. هم داراي کاریوتایپ طبیعی می باشند

mESCو  hESC معمولا برروي لایه پشتیبانMEF 
این سلولها می توانند لایه . نگهداري می شوند حفظ و

باشند آنها را در طی  ESپشتیبان بسیار مناسبی براي 
در شرایط  متوالی نگهداري کرده و پاساژهاي پیوسته و

همواره با MEF با  اما کار. عدم تمایز حفظ نماید
 دیگر لودگی هاي ویروسی واحتمال ریسک انتقال آ

این نقیصه زمانی  . باشدپاتوژنها ي حیوانی همراه می
کلینیکی بخواهند  براي کارها ي ESکه از سلولهاي 

 استفاده کنند نمود پیدا کرده بطوري که خود یکی از
در کارهاي کلینیکی ES علل محدود بودن استفاده از 

 ددي در این زمینه انجام شده وعمطالعات مت. می باشد
از سلولهاي نخستین انسانی همچون فیبروبلاست 

سلولهاي  ، ، سلولها اپیتلیال لوله فالوپ پوست جنین
سلولهاي فیبروبلاست ناحیه ختنه ، استخوان  بالغ مغز

سلولهاي فیبروبلاست پوست بالغ به  ، )foreskin(گاه 
 شده است نگهدارنده استفاده عنوان لایه پشتیبان و

)Richards et.al 2002 , 2003( )1114 و13 و12و( 
اخیرا به منظور بهبود شرایط کشت هاي بدون لایه 

ماتریکس  خارج  (ECM تغذیه کننده اي که درآن از
که MEF محیط سلولهاي ( MEF-cm و )سلولی

 و )حاوي ترشحات سایتوکاینی این سلولها می باشند 
 درداري این سلولها نگه رشد و دخیل در عوامل دیگر

  و 17  (استفاده شده است ، عدم تمایز می باشدحالت 
بدین ترتیب باز هم از ترشحات سلولهاي  )18 و15 و16

MEF نگهداري سلولهاي  جهت رشد و ES استفاده
-selfو فاکتورهاي دخیل در کنترول مراحل ت شده اس

renewal  سلولهاي ES، در فاز عدم  که این سلولها را
. بطور کامل شناخته نشده اند ز حفظ می کندتمای

سلولهاي بنیادي جنینی موش در فاز تمایز نیافته داراي 
مورفولوژي تیپیک خاصی می باشند که درآن نسبت 

سلولهاي  هسته آشکار و هسته به سیتوپلاسم زیاد و
کلونی هاي خود بسیار به هم فشرده  بنیادي جنینی در

آرایش می  صاف  ي وکلونی ها به حالت بیضو. هستند
 mESC گذشته مورفولوژي سلولهاي در مطالعات. یابند

مختلف ، تفاوت  مایت کننده برروي لایه هاي ح
فاحشی با مورفولوژي این سلولها برروي لایه تغذیه 

این مطالعه از سلولهاي  در .داشتند MEFکننده 
mESC   hUSSC  مشتق شده از CB انسانی به

 .استفاده شد mESC ولهايتکثیر پیوسته سل منظور
متعددي جمع  اهداء کنندهايکه از USSC سلولهاي 

 سلولهاي  50تا  2آوري شده اند توانستند در پاساژهاي 

mESCتکثیر آنها را  شرایط عدم تمایزي حفظ و را در
 روي  بmESتکثیر سلولهاي . تضمین نمایند

hUSSCمورفولوژي  از نظر بیان مارکرهاي مولکولی و
است که بروي mESC سیار شبیه سلولهاي سلولی ب

MEF این سلولها توانایی تمایز به  .گسترش یافته اند
کاربوتایپ آنها نیز  تمام رده هاي سلولی را دارند و

گزارش کردند که  Rechard at al .نورمال می باشد
سلولهاي عضله که از جنین  سلولهاي پوست جنین و

  حمایت از رشد و هفته اي بدست می آید نیز توانایی14
کته بسیار  ن).19(را دارند  ESتکثیر پیوسته سلولهاي 

 می باشد این مقوله این باب قابل بحث مهم که در
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وردن این سلولها از جنین انسان از است که بدست آ
با اصول اخلاقی  نظر اخلاقی مشکلات فراوانی داشته و

استفاده از این  مغایرت دارد که خودعامل محدودیت در
محققین همچنین از  ).19(لولها نیز می باشد س

سلولهاي پشتیبان انسانی بدست آمده از لوله فالوپ 
)AFT(براي حمایت از سلولهاي نیز  ES استفاده نموده

 inرا به حالت نامیرا در محیط AFT سلولهاي  .اند

vitro  آنها به منظور حمایت از  کشت داده پس از
 .ه چندان سودمند نبودبهره بردند که البت ESسلولهاي 

 قیاس با دیگر سلولهاي کاندید براي لایه پشتیبان ، در
 از اهداءکننده گان سالم ورا می توان USSC سلولهاي 

 قبل از همکشتی آنها با سلولهاي  بالغ بدست آورده و
ES، می  جهت حمایت از سلولهاي بنیادي جنینی موش

جمله مزایاي از. توانند چندین میلیون برابر تکثیر یابند
 در گسترش سلولهاي  USSCاستفاده از سلولهاي 

mESیا حتی  و hES   hESC آن است که سلولهاي
USSC یا حتی حیوانات  غیر خودیی در محیط کشت و

برانگیختن  بزرگ هیچگونه واکنش ایمنی مبنی بر
تازه ترین  .نخواهد داشتT سلولهاي لموفوسیت 

داراي hUSSC آشکار ساخت که سلولهاي  اطلاعات ،
 توانمندي قابل ملاحظه اي در ایجاد پس نورد تنظیمی 

 پیوند 3طی  پاسخ ایمنی میزبان می باشند که در
 in vitro  است در قادرUSSC    ).6(مشخص گردید

پاساژها ي متعددي را براي مدت زمان طولانی پشت 
  .خللی در قدرت تکثیرش بوجودنیاید سر گذاشته و

USSC پشت سر گذارد   پاساژ را50از می تواند بیش
 .ناخواسته اي پیداکنند  وبدون آنکه تمایز خود به خودي

 MEFاین درحالی است که سلولهاي لایه تغذیه کننده 
قادر به  )پاساژ 7حدودا (محدودي پاساژ د تنها تعدا

 فاز پیري شده و آن وارد می باشد پس ازES حمایت از 

 .می گرددES لهاي سلو تمایز ناخواسته در موجب القاء
قابلیت حمایت از سلولهاي بنیادي  USSCسلولهاي 

دیگر لایه  در همان ابتداي جداسازي دارد ، جنینی را از
بتدا رویی ا ارES معمولا سلولهاي  هاي پشتیبان ،

MEF سپس  برده وESCs به لایه پشتیبان جدید  را
روند  نکته جالب توجه در مورد. )1(منتقل می کنند 

این mES از سلولهاي USSC  سلولهاي حمایتی
مطلب می باشد که این سلولها در پاساژهاي بالا فرایند 

از پاساژهاي رابسیار بهتر  mESحمایت از سلولهاي 
پائین انجام می دهند که تداعی کننده این مطلب است 
که شاید الگوي سایتوکاینی این سلولها در طی 

بهتري بدست کیفیت  پاساژهاي بالاتر تکامل یافته و
قادرند سلولهاي بنیادي USSC سلولهاي  .می آورند
 خارج شده اند -80که از تانک ازت یا فریزر  جنینی را

سلولهاي  .از آنها حفاظت نمایند را نیز حمایت کرده و
USSC  فعالیت شدید آنزیم   وبسیار طویلداراي تلومر

قیاس با   ،درآنها طول تلومر در. تلومراز می باشد
اي مزانشیمال مغز استخوان بسیار طویلتر می سلوله
این ویژگی براي سلولی که به عنوان یک  ).7(باشد 

 معرفی می گردد بسیار مهم و ESلایه پشتیبان براي 
 دیر به فاز پیري می رسد و ر ارزش می باشد زیرا بسیابا

    .می تواند پاساژهاي متعددي را پشت سر بگذارد
    سپاسگزاري  

 تشکر و قدر دانی خود را از جناب بدین وسیله 
آقاي دکتر نائب علی احمدي ، سرکار خانم موسوي  

مقاله . بموجب حمایتهاي بیدریغشان اعلام مینمایم
حاظر بخشی از پایانامه دکتري سعید حیدري کشل می 

  .باشد
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Abstract 
Introduction: Mouse embryonic fibroblasts 
(MEFs) have been applied to support the 
growth mouse embryonic stem cells 
(MESCs) or human embryonic stem cells 
(hESCs).    The protocol has been 
accomplished through the plating of the 
blastocysts on mouse embryonic fibroblast 
(MEF) and expansion of the outgrowth in to 
established embryonic stem (ES) cell line. 
ES cell are capable of unlimited self-
renewal by symmetric division and 
differentiation to all primitive embryonic 
germ layers. The capacity of ES cells to 
differentiate into almost all the cell types of 
human body highlights their potential to 
play a promising role in cell replacement 
therapy of human diseases. 
 
Material & Methods: Unlimited somatic 
cells (hUSSCs), derived from embryonic 
umbilical blood, had been prepared from 
various donors. The cells were used to 
support the growth of C4 mES cell (mouse 

embryonic stem cell line) colonies in 
culture medium.  
 
Finding: mESC colonies that cultured on 
the inactivated hUSSC, extensively 
proliferated (600 fold) during 30 days step 
wise culturing. Evaluating of the mESC, 
confirmed that the cells were effectively 
expanded on the mEFs. The 
immunocytochemical analyses for the 
presence of Oct4 transcriptional factor, 
telomerase enzyme, Rex1, BMP4, B2m, 
Brachyury, LIF, and LIFR   showed the 
cells were positive result for the factors. 
 
Discussion & Conclusion: These genes may 
be novel candidates to play critical roles in 
the regulation of ESC pluripotency and self-
renewal. 
 
Keywords: Embryonic stem cell, 
mesenchymal stem cell, blastocysts, feeder 
layer, pluripotency 
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