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 Introduction: Generation of induced pluripotent stem cells (iPSCs) using safe and  

non-viral methods play pivotal role in tissue engineering and regenerative medicine. In 

current study, we aimed to generate iPSCs from peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) in the presence of different small molecule and chemical compounds.   

Materials & methods: PBMCs were isolated using Ficoll gradient method and their 

proliferation was induced by lipopolysaccharide (LPS). Reprogramming of extracted 

PBMCs was mediated using a combination of small molecule such as 5-Azacitidine, 

Kenpaullone, sodium butyrate and RepSox, which are generally epigenetic modulator of 

genes (OCT4, Sox2, Klf4, c-Myc) involved on pluripotent cell. Then, resulted 

pluripotent stem cells were cultured and identified on feeder MEFs.  

Results: LPS effectively caused an increase in the number of PMBCs after 5 hours. 

Blood cells were successfully converted to iPSCs after treatment with different chemical 

compounds and small molecules for 14 days and then transferred on supportive mouse 

embryonic fibroblasts.  

Conclusion: The use of small molecules is a safe and cost-effective method for 

generating iPSCs from PBMCs. Mouse embryonic fibroblasts serve as a feeder layer for 

production of growth factors and preserving pluripotency of stem cells. 
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 هاولبا استفاده از ریزمولکهای خون محیطی های بنیادی پرتوان القایی از سلولتولید سلول
 

 
 
 

 

 *4،3، محمد علی شکرگزار1، پرویز پاکزاد*3،2، حسین شاهسوارانی1جواد کاظمی
 

 

 شگاه آزاد اسلامی، تهران، ایراندان ،گروه زیست شناسی سلولی و مولکولی، دانشکده علوم زیستی، واحد تهران شمال 1
 های زیستی، دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران گروه زیست شناسی سلول و مولکولی، دانشکده علوم و فناوری 2

 های زیست پزشکی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایرانآزمایشگاه طب بازساختی و نوآوری 3
 تهران، ایران  گروه بانک سلولی، انستیتو پاستور ایران، 4

 چکیده  کلمات کلیدی
 های بنیادی پرتوان القاییسلول

 فیبروبلاست جنین موش
 شیمیایی هاریزمولکولترکیبات 

 های خونی سلول
 
 

 و طب ندسی بافتایی در مهسزهای ایمن و غیرویروسی نقش بههای بنیادی پرتوان القایی با استفاده از روشتولید سلول :مقدمه 

های از سلول ای شیمیاییهزمولکولبنیادی پرتوان القایی را در حضور انواعی از ری هایشد تا سلولدارد. در این تحقیق سعی بازساختی 

  .ودخون محیطی تولید نم

. ء گردیدارید القایپوپلی ساکلها توسط سازی و تکثیر آننی با استفاده از روش فایکول جداای خوهسته های تکسلول ها:مواد و روش

ولون و رپساکس ات، کنپائدیم بوتیرس آزاسیتیدین، ها مانندترکیبی از ریزمولکول شده با استفاده از استخراج هایریزی لنفوسیتبازبرنامه

صورت پذیرفت. در ادامه ( Oct4،Sox2 ،Klf4  ،C-Myc) های دخیل در پرتوانیژنتیکی موثر بر ژنمدولاتورهای اپی که عمدتاً

 سایی قرار گرفتند.مورد شنا ه شده وپرتوان القایی حاصله بر روی لایه تغذیه کننده فیبروبلاست جنین موش انتقال داد های بنیادیسلول

های ساعت گردید. سلول 5ای بعد از های خونی تک هستهطور چشمگیری منجر به افزایش تعداد سلوللیپوپلی ساکارید به نتایج:

لقایی اادی پرتوان های بنیلولسآمیزی به طور موفقیتهای مورد نظر بهت شیمیایی و ریزمولکولروز تیمار با ترکیبا 14خونی پس از 

 د. گرفتن تبدیل شدند و سپس جهت تکثیر و حفظ خاصیت پرتوانی بر روی محیط حمایتی فیبروبلاست جنین موش قرار

رتوان القایی ی بنیادی پهاثر سلولها روش ایمن و ارزان برای تولید مواستفاده از ترکیبات شیمیایی و ریزمولکول گیری:نتیجهبحث و 

ت حفظ د نیاز جههای رشد مورکننده فاکتورعنوان لایه تغذیهکارگیری فیبروبلاست جنین موش بهباشد و بههای خونی میاز سلول

 کند.یحالت پرتوانی را تولید م
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 قدمهم
انواعی به  و داشته ینامحدود نوزایی خود توانایی بنیادی هایسلول       

 ،جنینی )اندودرم، اکتودرم و مزودرم( با منشاء بدن هایسلول از

مهمی در  قشنها سلول ، اینهمین منظور. به(3، 2، 1) یابندتمایز می

، دیابت ،قلبی هایسرطان، بیماری ها ازجملهانواعی از بیماریدرمان 

با توجه  .دارند اختلالات خود ایمنیو دیده، های آسیببافت ترمیم

ها، بافت بازساختی و مهندسی زمینه پزشکی ها دراهمیت این سلول به

ها مند آنایجاد یک محیط مناسب و مغذی جهت حفظ و القاء هدف

هستند  یمزانشیم هایسلول هافیبروبلاست (.4) باشدمی ارزشمند بسیار

و نقش مهمی در ترمیم  داشتهبدن وجود  هایبافت تمامکه در 

 ها دارای خاصیت(. این سلول6، 5) کنندمی ایفاء های بافتیآسیب

های سلولی از قادر به بازگرداندن مجدد بخش بوده وچند توانی 

ها و تولید رشد بیش از حد فیبروبلاستالبته . می باشنددست رفته 

های بیماری به گسترش انواع منجرها ترشحی آن سکمحصولات ماتری

ها ها منبع غنی از فیبروبلاستجنین .(7) گرددمیفیبروتیک انسانی 

عنوان یک بهاغلب  (MEFs) های جنینی موشو فیبروبلاست بوده

ویژه های بنیادی، بهمنبع غنی برای رشد و تکثیر انواعی از سلول

(، کاربرد ESCsو جنینی ) (iPSCs)های بنیادی پرتوان القایی سلول

طور معمول پس از برداشتن به های جنینی موشفیبروبلاستدارند. 

سپس  های داخلی، با تریپسینه کردن وها و اندامسر، دم، بافت

هایی که پس از چند کشت (.10 ،9، 8) شودتهیه میها کشت آن

ن در نظر های همگطور عمده جمعیتآیند اغلب بهوجود میپاساژ به

در پاسخ به عوامل  MEFشوند. اعتقاد بر این است که گرفته می

میتوژنیک در سرم که از دگرانولاسیون پلاکت ناشی از انعقاد خون 

یابد. ازجمله فاکتورهای رشدی که از شود، تکثیر میایجاد می

توان به فاکتور رشد ترانسفرم اند میترشحات پلاکت شناسایی شده

، β (PDFG-β)-، فاکتور رشد مشتق از پلاکت β1 (TGF-β1)کننده 

و فاکتور رشد اندوتلیال عروقی  ECM-1، پروتئین 1آنژیوپویتین 

(VEGF)  شود چندین مورد از این فاکتور تصور می .(12)اشاره کرد

های استرومایی تومور دارند رشد نقش مهمی در تکثیر فیبروبلاست

پروتئین فلورسنت  که ایراریختهت هایموش روی بر قبلی مطالعات .(11)

 VEGF-Aرا تحت کنترل یک قطعه از منطقه پروموتر  (GFP)سبز 

مثبتی که به  GFPهای کنند، انجام شده است. سلولبیان می

عنوان کنند بههای تراریخته نفوذ میتومورهای کاشته شده در موش

جدا  MEFهای فیبروبلاست شناسایی شدند و مشخص شد که سلول

منفی  GFPمثبت و  GFPهای ه از جنین موش تراریخته، سلولشد

از جمعیت بسیار ناهمگونی از انواع  MEFکنند. کشت را ایجاد می

های بنیادی طورکلی، سلولهب های متمایز تشکیل شده است.سلول

های بنیادی پرتوان القایی انسان تحت شرایط متغیر جنینی و سلول

حال، ایجاد یک سیستم موثر برای . با این(4) قابل کشت هستند

تواند جاکه شرایط کشت میها آسان نیست. از آنکشت این سلول

و  hESCای را در بیان ژن را تحت تأثیر قرار دهد که پرتوانی بالقوه

hiPSC کشت بسیار  روش سازی و استانداردسازیکند، بهینهمی ایجاد

 MEFبا استفاده از برای اولین بار  hESCهای رده تولیدمهم است. 

و محیط  (Feeder layer cells) های لایه تغذیه کنندهعنوان سلولبه

 FBS. بعدها، (13) توصیف شد (FBS)کشت حاوی سرم گاو جنین 

جایگزین شد،  2FGFو   )KSR (Knockout serum replacementبا 

های . در نهایت، سیستم(14) شودمی  hESCsباعث افزایش تکثیر که

ها سلول کشت ،Feeder-free culture systems)) کنندهتغذیه اقدف کشت

 KSRرا در صفحات روکش شده ماتریژل در محیط شرطی حاوی 

پس  .(16 ،15)کنند پذیر می( امکانMEF توسط شده )محیط شرطی

با وجود ترکیبات شیمیایی معین به  hESCsاز آن، شرایط کشت 

، 19، 18، 17) کرده است کننده حرکتسمت کشت فاقد لایه تغذیه

. علاوه بر این، برای جلوگیری از آلودگی بالقوه توسط عوامل (20

 xeno-freeهایی برپایه اجزای های حیوانی، روشزا و پروتئینبیماری

های دست آوردن شرایط بهتر، سلولهبرای ب .(21) ایجاد شده است

 ،مثال برای .اندهای انسانی جایگزین شدهتغذیه کننده موش با سلول

های پوستی بزرگسالان ، سلول(22)های پوستی جنین و سلول عضله

 Human (foreskin fibroblasts) گاهختنه پوست هایفیبروبلاست ،(23)

حال، با این(. 27و  26ک )های مزانشیمی آمنیوتیسلول (25و  24)

های تمایز نیافته با استفاده از hESCکارایی حفظ حالت پرتوانی 

گاه انسان تغذیه کننده مشتق از فیبروبلاست پوست ختنه هاییهلا

تغذیه کننده  هایاندازه سلول به  Activin Aترشح سطح پایین دلیلبه

. واضح است که تفاوت آشکاری در تولید فاکتور (28) موش نیست

های تغذیه کننده موش و انسان وجود دارد. تجزیه رشد توسط سلول

های تغذیه کننده موش و انسان تفاوت م سلولو تحلیل ترانسکریپتو

داد.  کننده نشانحمایتکننده و غیرحمایت هایداری بین سلولمعنی

FGF2 ریزی زا برای حفظ بازبرنامهبرونhESC  وhiPSC  بسیار مهم

 TGFβ1 ،Activinکننده بیان عنوان یک عامل اصلی تنظیماست و به

A و Gremlin آنتاگونیست(BMPدر ) کننده شناخته های تغذیهولسل

،  OCT4بیان Activin Aشده است. مشخص داده شده است که 

SOX2 و NANOG را درhESCs برای کشت  .(32، 29)کند القاء می

های که MEFتوان بر روی ها را میhiPSCها و hESCطولانی مدت، 

به لحاظ میتوزی غیرفعال هستند یا تحت شرایط بدون سلول تغذیه 

( در صفحات پوشیده شده MEFشرطی )محیط  MEF-CMکننده در

ها حفظ شود. موفقیت با ماتریژل رشد داد تا حالت تمایز نیافته آن

کننده بستگی های تغذیهسلول کاملاً به کیفیت کشت هر دو شرایط در
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جا، یک گذارند. در اینتأثیر می hESCدارد، زیرا مستقیماً بر رشد 

بنیادی پرتوان  هایسلول ریزی و کشتمهشده برای بازبرنا روش بهینه

های سفید خونی بر روی های سوماتیک گلبولالقایی انسان از سلول

. گرفتمطالعه قرار  مورد موش جنین کننده فیبروبلاستتغذیه هایلایه

 های تغذیه کنندهنقش سلول بررسی ،بنابراین، هدف از این مطالعه

MEF ریزیبرنامه در بازiPSCs  تأیید  ی این تحقیقها. یافتهدباشمی

ریزی برنامه برای بیان چهار فاکتور شروع باز MEFهای که سلول کرد

 iPSهای ها برای حفظ پرتوانی و تکثیر سلوللازم هستند، اما آن

 اند.ریزی انجام شد، بسیار حائز اهمیتکه بازبرنامهپس از آن
 

 هامواد و روش

، فسفات روزه 5/12-5/13های ینجن: مواد و تجهیزات لازم       

 ( بدونPBSسالین ) بافر
+2Ca  2+ وMg، محیط DMEM  گرم  5/4حاوی

(، سرم LPSساکارید )، لیپوپلیRPMI-1640گلوکز، محیط -Dبر لیتر

، استرپتومایسین -سیلینپنی 1x محلول گلوتامین،- L(،FBS) گاوی جنین

، دی متیل %70، اتانول EDTA-% تریپسین 25/0محلول فایکول، 

 شیمیایی ترکیبات استوک مختلف انواع (،DMSO) سولفوکسید

، بوتیرات سدیم ،Azacytidine، BIX01294، AzNep-5 شامل مولکولریز

AS-8351 ،OAC2 ،RepSox ،Kenpaullon  وSC1  همه ترکیبات(

با سرم  MEF خریداری شد(، ژلاتین، محیط کشت  wakoاز شرکت 

دسته و  ،نده، تخته تشریح موش، قیچی، نوار پوشان %10جنین گاو 

بار های یکدیش، لولهتیغ اسکالپل استریل، دستکش آزمایش، پتری

، انکوباتور T75 لیتری، فلاسک کشت بافتمیلی 50یا فالکون  مصرف

 میکروسکوپ بافت، کشت هود ،2CO 5% با گرادسانتی درجه 37 بافت کشت

 معکوس، کرایوویال.

 هالها و محلومحیط       

 DMEM %90 شامل( (FBS گاو جنین سرم % MEF: 10 کشت محیط

( mL100/mL 5/0سیلین/استرپتومایسین )همراه پنیبا گلوکز بالا به

 .گردیدگراد ذخیره درجه سانتی 4در دمای  که

. همه 2X: 20% FBS، 20% DMSO، 60% DMEMمحیط فریزکننده 

 .شدندتر میکرومتری فیل 22/0ترکیبات در ظرف فیلتر دار 

 گرممیلی 2 لیتر.میلی در میکروگرم C 8: میتومایسین محلول

. شداضافه  DMEMلیتر میلی 250و به  گردیدوزن C میتومایسین 

یا  mL7و  شدمیکرومتری محلول فیلتر  22/0با کمک یک فیلتر 

mL 14  درجه  -20از این محلول در لوله فالکون تقسیم و در دمای

 .یدگردگراد ذخیره سانتی

در این مرحله، نمونه  :های خونیخونگیری و کشت سلول       

خون محیطی از یک شخص بالغ و با رضایت شخصی گرفته شد تا 

ها و در مراحل ویژه لنفوسیتای، بههسته تک هایسلول استخراج برای

های گیرند. جداسازی سلول قرار استفاده مورد iPSCs تولید بعدی برای

 mLطور خلاصه،به .گردید انجام فایکول از روش ستفادهای با اهسته تک

آوری مخصوص هپارینه های جمعداخل لولهمحیطی به خون نمونه 5 

 1Xبافر  PBSو سپس نمونه خون کامل با مقدار هم حجم از اضافه 

(pH7.4 در داخل فالکون )mL 50 محلول فایکول به رقیق گردید .

. محلول رقیق اضافه گردید mL 50داخل فالکون به mL 4مقدار 

به  500آرامی بر روی فایکول سانتریفوژ در دوربه PBSشده خون با 

(. 1شکل )اضافه شد  گراددرجه سانتی 7دقیقه در دمای  30مدت 
  

  
می بر خون رقیق شده به آرا( افزودن Aهای خونی با استفاده از شیب گرادیان محلول فایکول سازی سلولجدا :1شکل 

 ( جداسازی لایه زیر سرمی پس از سانتریفوژBروی محلول فایکول و 
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م جداسازی لایه زیر سرمراحل بعدی شامل موارد زیر بوده است: 

لکون ای و انتقال به یک فاهای تک هسته)زرد رنگ( که حاوی سلول

 mL15 محلول کردن اضافه ،استریل PBS جهت  ترلیمیلی 3-4 مقداربه

 g200ها و سپس سانتریفوژ مجدد با دور شستشو و حذف پلاکت

لول دور ریختن مح ،گرادتیدرجه سان 7دقیقه با دمای  10مدت به

هت لیتر جمیلی 2-3مقدار به RPMI-1640 کردن محیط رویی، اضافه

 g200دور  کردن و سانتریفوژ مجدد با نهایی، پیپت میکس شستشوی

ویی ر ریختن محیط دور گراد.سانتی درجه 7با دمای دقیقه  10 مدتبه

و  FBS% 20با  RPMI-1640و سپس اضافه کردن محیط جدید 

( و پیپت میکس کردن رسوب P/S %1سلین/ استرپتومایسین )پنی

ولی نهایت شمارش سل و در درآید کامل سوسپانسیون حالتسلولی تا به

 توسط لام نئوبار.

 پس از شمارش سلولی، :های خونیلتکثیر و ازدیاد سلو       

 ونسوسپانسی از میکرولیتر 500) ایخانه 24 پلیت به سلولی سوسپانسیون

ا هیتکه لوکوسسلولی برای هر چاهک( انتقال یافت. با توجه به این

 ثیر وتک قادر به کننده به تنهاییالقاء کشت و بدون وجود یک محیط در

ن انسیوانتقال سوسپ از پس دارند، یینیپا بسیار ماندگاری و نیستند ازدیاد

اکارید لیتر لیپوپلی سمیلی هر در میکروگرم 3 مقدار ها،چاهک به سلولی

(LPSبه ) حاوی محیط  پلیت گردید. سپس اضافه سوسپانسیون سلولی

و  CO2اتور ( در انکوبP/S %1و  FBS %20با  RPMI-1640کشت )

 درجه قرار گرفتند.  37دمای 

مولکول شیمیایی القاء ریززمان ترکیبات کردن هماضافه        

: های پرتوانیژن بیان دهندهافزایش و ژنتیکاپی تغییرات کننده

های پرتوانی، نیازمند القاء کننده ژنقبل از افزودن ترکیبات القاء

ترانسفراز، مهار هیستون  متیل DNAژنتیک ازجمله مهارتغییرات اپی

یا  KDM5Bتیلاز و هیستون دمتیلاز )متیل ترانسفراز، هیستون داس

JARID1B) مهار  تحقیق جهت این باشد. درمیDNA  متیل ترانسفراز

میکرومولار(، مهار  5تا  1های )از غلظت Azacytidine-5از ترکیب 

تا  1های )از غلظت BIX01294هیستون متیل ترانسفراز از ترکیب 

کرومولار(، مهار می 5تا  1های )از غلظت AzNepمیکرومولار( یا  5

های ( )از غلظتNaBهیستون داستیلاز از ترکیب سدیم بوتیرات )

-ASمیکرومولار(، و مهار هیستون دمتیلاز از ترکیب  500تا  100

 .(2 شکلگردید ) میکرومولار( استفاده 50تا  10های )از غلظت 8351

های تک ترکیبات شیمیایی مورد استفاده برای القاء پرتوانی سلول

( OCT4)جهت القاء بیان ژن  OAC2 شامل iPSCsخونی به  ایههست

)جهت القاء بیان ژن  RepSoxمیکرومولار(،  60تا  10های )از غلظت

SOX2میکرومولار(،  60تا  10های ( )از غلظتKenpaullon  جهت(

)جهت  SC1 و میکرومولار( 36تا  4 هایغلظت ( )ازKLF4 ژن بیان القاء

میکرومولار( بودند )شکل  5تا  1های )از غلظت( OCT4 ژن القاء بیان

 LPSهای خونی تیمار شده با ساعت که تعداد سلول 6پس از  .(2

غلظت مختلف همراه با  5زیاد شد، ترکیبات شیمیایی مذکور با 

به  P/S %1و  FBS %20حاوی  RPMI-1640میکرولیتر محیط  500

یون سلولی( میکرولیتر سوسپانس 500)حاوی  سلول حاوی هایچاهک

 72و  48، 24اضافه گردید و سپس در انکوباتور قرار گرفت. پس از 

ها در زیر میکروسکوپ بررسی و بهترین شرایط ساعت وضعیت سلول

های پرتوانی ترکیبات شیمیایی مربوط به ژن .(2)شکل  ثبت گردید

 3( مجدداً بعد از هر Kenpaullonو  OAC2 ،BIX ،RepSox)شامل 

مربوطه همراه با تعویض  هایتعریف شده به چاهک هایروز در غلظت

  .شدندمحیط اضافه می

موش حامله وقتی که طور خلاصه، به :MEFروش جداسازی        

 کشته قطع نخاعبا روش  بودندروزه  5/12-5/13حدود  آن جنین

استریل و حفره شکمی برای  %70. بخش شکمی آن با اتانول شد

 mm100 دیش . شاخ رحم به پتریگردیدبریدن شاخ رحم تخلیه 

های جنین . از دو پنس برای برش(3 گردید )شکلمنتقل PBS  حاوی

 PBS ها به ظرف جدید حاوی . جنینشدجود در رحم استفاده مو

دست آمده ههای ب. جنینشمارش شدها و تعداد جنین گردیدمنتقل 

های احشایی )کبد، . سر و اندامشستشو داده شدند PBS بار با  3

. برای حذف خون و گردیدقلب، کلیه، ریه و رده( با همان ابزار جدا 

. جنین با شتسشو داده شد PBS بار با  3ف ظر ،های سلولماندهباقی

-EDTA تریپسین ml .10 گردیداستفاده از قیچی تیز قطعه قطعه 

 30مدت و حداقل به شدمنتقل  mL50( به فالکون x10% و  50)

 mL 10 .گرفت گراد در انکوباتور قراردرجه سانتی 37دقیقه در دمای 

وسپانسیون و س شدسازی تریپسین اضافه برای خنثیMEF محیط

 

 
نظر جهت  مورد شیمیایی مولکولریزکردن ترکیبات  مراحل اضافه :2 شکل

 های مربوط به پرتوانیژنتیکی و سپس القاء بیان ژنایجاد تغییرات اپی
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 T75 سلول در فلاسک کشت . سوسپانسیونگردیدکاملاً پیپتاژ  سلول

 mL 20فلاسک( و برای رسانده حجم به  هر )دو جنین در شدتقسیم 

کشت  2CO  5%ها در یک انکوباتور . سلولشداضافه   MEFمحیط 

تا به تراکم مناسب برسد و وقتی محیط به رنگ زرد تبدیل  داده شد

روز کشت، یک لایه متراکم  3تا  2. بعد از گردید شد محیط تعویض

و مجدداً محیط با  شده. هر فلاسک تریپسینه گردیدایجاد MEF از 

. وقتی فلاسک به تراکم مناسب رسید )معمولاً شدپلیت  T75 فلاسک

 .شدندها فریز روز(، سلول 3تا  2بعد از 
 

 
روزه به پلیت جهت جداسازی  5/12شانتقال جنین مو :3شکل 

 جنین فیبروبلاست هایسلول و داخلی قرمز هایسر و ارگان هایبخش
 

 80-90به % MEF تراکم کهزمانیMEF: روش فریزکردن        

لاسک های ممکن از ف. محیط و همه تودهگردیدها فریز سلول ،رسید

ضافه ا (x10% و  25/0) EDTA -تریپسین mL 3 شد و سپسحذف 

 10مدت تا کل سطح فلاسک کشت را بپوشاند و حداقل به گردید

 محیط mL6  سپس. شدگراد انکوبه درجه سانتی 37دقیقه در دمای 

 MEFک درونی فلاس و دیواره گردید کردن تریپسین اضافهبرای خنثی

ن . سوسپانسیون سلول در یک لوله فالکوشستشو داده شدبا محیط 

mL 50 دقیقه با دور  5مدت به شد وآوری جمعg200 ژ سانتریفو

ط از محی دلخواه حجم در سلولی رسوبو شده  برداشته. سوپرناتانت شد

 MEF رسوب تا  شدو چندین بار پیپتاژ  شددوباره سوسپانسیون

رت صوکننده بهدا شوند. حجم مساوی از محیط فریزکاملاً ج سلولی

از  mL  1هر ویال به. گردیدآرامی مخلوط و به شدقطره قطره اضافه 

ساعت در دمای  24ظرف مدت  گردید وسوسپانسیون سلول تقسیم 

 .در نیتروژن مایع ذخیره گردید و نهایتاًگراد درجه سانتی -70

خارج ویال از نیتروژن مایع MEF: کردن یخ ویال حاوی  ذوب       

د گراسانتی درجه 37 حمام آب در دمای در طور مختصربهآن  و یخ شده

کوچکی از سلول یخ زده باقی ماند  رسوب سلولی. وقتی یک شدآب 

و  شد. یک بار محتوای ویال پیپتاژ شدپاک  %70با استفاده از اتانول 

 mL. قطره قطره گردیدمنتقل  mL 15ها در یک لوله فالکون سلول

دقیقه در  5مدت . بهگردیدآرامی مخلوط اضافه و به MEF محیط  2

 MEF محیط  mL5  در رسوب سلولی. شدیفوژ سانتر g 200دور 

. سوسپانسیون سلول شد پیپتاژ دوبار و سپس شد مجدداً سوسپانسیون

 .گردیداضافه MEF محیط  mL 10 و شد منتقل T75 را به یک فلاسک

 شرطی از فلاسک محیط :MEF کنندهلایه تغذیه کردن آماده       

 T75 شد وحذف mL 7 محلول میتومایسین C (8 یکروگرم در م

رجه د 37ها در دمای سلول گردید.لیتر( در هر فلاسک اضافه میلی

 محلول .شدند انکوبه ساعت 2-3 مدتبه 2CO 5% گراد،سانتی

دوبار شستشو mL100  PBS و با  گردیدرا خارج C میتومایسین 

قیقه در د 10مدت %( به 25/0) EDTA-تریپسین mL  3 .داده شد

برای خنثی MEF  محیط mL 6 .شد راد اضافهگسانتی درجه 37 دمای

ای ههمه توده هاسلول و برای جدا کردن شدکردن تریپسین اضافه 

ل . سوسپانسیون سلول به یک فالکون منتقشدسلولی محیط پیپتاژ 

نت دور . سوپرناتاشدسانتریفوژ  g 200 دقیقه با دور  5مدت به شد و

سوسپانسیون  مجدداً MEF محیط mL10 در سلولی رسوبو  شد ریخته

منتقل مناسب  کشت با حجم محیط بهو  گردیدها شمارش . سلولشد

 منتقل MEFبافت حاوی محیط  کشت هایها فوراً به پلیت. سلولشد

 mL 2 چاهک و در هر سلول 400000ای، خانه 6های . برای پلیتشد

ها سلول داده شد تااجازه لذا محیط در هر چاهک مورد نیاز است. 

ولی قبل  گردیدند،ساعت متصل  2حداقل ظرف  MEFیه کننده تغذ

ه ساعت انکوب 24مدت ترجیحاً بهiPSCs یا ESC ها از کشت سلول

 فوراً ESCمحیط فعلی با محیط  iPSCs. قبل از اضافه کردن شدند

ان تورا می C شده با میتومایسین تیمارMEF  کننده . تغذیهشدتعویض 

یض که هر سه روز باید محیط آن تعو روز استفاده کرد 5مدت  ظرف

 شود.

به هر چاهک از  %1/0ژلاتین  MEF ml 1:سازی پلیت آماده       

 37در دمای  ساعت 1مدت و حداقل به گردیدای اضافه خانه 6پلیت 

از  ml 5/2وشد . ژلاتین اضافه خارج شدگراد انکوبه درجه سانتی

MEF  لیتر ل در هر میلیسلو 1× 510غیرفعال شده با چگالی حدود

تا تکان داده شد آرامی پلیت و به شدای اضافه خانه 6به هر چاهک 

روز در دمای  مدت یک شبانهاز استفاده به قبل .شوند ندهکها پراسلول

 % 80-90ها به حدود تا تراکم سلول شدگراد انکوبه درجه سانتی 37

 یطپلیت با مح گردید و. قبل از استفاده محیط خارج رسید

DMEM/F12   1و  ریخته شدمحیط دور  شستشو داده شد،استریل 

 .گرفتلیتر محیط کشت سلول بنیادی به هر چاهک اضافه میلی
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 نتایج
طورکه در همان: LPS خونی پس از افزودن هایازدیاد سلول      

ویژه دار، بههای خونی هستهنشان داده شده است، سلول 4شکل 

طور عت پس از افزودن لیپوپلی ساکارید بهسا 5و  3، 1ها، لنفوسیت

کردن محیط  تیمار از پس ساعت 5 کهطوریبه یافت. افزایش چشمگیری

ها به حداکثر رسیده بود. این ساکارید، تعداد لنفوسیتبا لیپو پلی

دار های خونی هستهدر القاء تکثیر سلول LPSموضوع دال بر تاثیر 

 می باشد. 
 

 
ساعت  1های خونی تصویر میکروسکوپی از کشت سلول :4شکل 

(A ،)3 ( ساعتB و )5 ( ساعتC پس از اضافه کردن )LPS 
 

 و تکثیر مربوط به استخراج نتایج: کشت محیط در MEF تکثیر       

MEF  های سلولنشان داده شده است.  5در شکلMEF  یک روز

 کف فلاسک حیط کشت، بهو کشت بر روی مپس از استخراج 

 بوده است.صورت کشیده و دوکی شکل به چسبیده و مورفولوژی آن

ک کل فلاس رسیده و %80-90 به محدوده هاتراکم سلول چنینهم

 شد. بامی iPSCsهای پوشانده است که آماده برای انتقال سلولرا 

( با کمک iPSCsبنیادی پرتوان القایی ) تولید سلول       

ات توسط ترکیب خونی هایسلول مربوط به تیمار تصویر :هاولمولکریز

 6های زمانی مختلف در شکل در بازه iPSCsشیمیایی جهت تولید 

 قابل مشاهده میکروسکوپی تصویر در طورکههمان شده است. داده نشان

اعت س 48های تیمار شده با ترکیب شیمیایی پس از باشد، سلولمی

یک عبارتی در حال اتصال و نزده و بهصورت کلامپ تشکیل دادبه

رز های باباشند که از ویژگیهم در جهت تشکیل کلونی میشدن به

 . (6)شکل  باشدمی iPSهای سلول

 

 
 های( تصویر سلولAهای فیبروبلاست جنین موش. سلول :5شکل 

MEF دهدشده را نشان می استخراج  (Bهایلتصویر سلو MEF  یک

که پس از اتصال به کف فلاسک  دهدمی را نشان روز پس از استخراج

آیند در این تصویر تراکم صورت کشیده و دوکی شکل در میبه

 پوشاند.از کل فلاسک را می %80-90ها سلول
 

، OAC2های پرتوانی )شامل شیمیایی مربوط به ژن ترکیبات

BIX ،RepSox  وKenpaullonًهای در غلظت روز 3هر  از بعد ( مجددا

های مربوطه همراه با تعویض محیط اضافه تعریف شده به چاهک

طور های موجود در چاهک کنترل بهام سلول 6شدند. پس از روز می

ت رکیباهای تیمار شده با تکه که سلولکامل از بین رفتند، درحالی

ی محیط شستشو در طول چند آمدن، هر کلامپ در صورتشیمیایی به

ذف های مرده و شناور از محیط به آرامی حروز سلول 3پس از هر 

ز ها پس ا. تصاویر میکروسکوپی مربوط به سلول(7)شکل  شدندمی

انی انس iPSCs هایباشند. کلونیقابل مشاهده می 7شکل  روز در 12

 ریزی قابل مشاهدهروز پس از بازبرنامه MEF 14بر روی محیط 

 (.8)شکل  شدند
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ساعت اول 24 ساعت( 24کنترل )بعد از    

  
 ساعت( 48کنترل )بعد از  ساعت 48بعد از 

  
 ساعت( 72کنترل )بعد از  ساعت 72بعد از 

 ساعت 72تا  24های تیمار شده با ترکیبات شیمیایی در طول کروسکوپی سلولتصویر می :6شکل 
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 روز( 6کنترل )بعد از  روز ششم

  
 روز( 9بعد از کنترل ) روز 9بعد از 

  
 کنترل )بدون سلول( روز 12بعد از 

  12تا  6های تیمار شده با ترکیبات شیمیایی در طول روزهای تصویر میکروسکوپی سلول :7شکل 
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 14)فلش قرمز رنگ( پس از روز  iPSCsهای تشکیل کلنی :8شکل 

  

 بحث
عوامل رونویسی  توان از طریق انتقالهای سوماتیک را میسلول       

Oct 3/4 ،Sox2  ،c-Myc وKlf4  حالت سلول بنیادی پرتوان به 

های سوماتیک سلول توانندمی چنینهم3عامل چهار این کرد. ریزیبرنامه

ریزی کنند که امکان ایجاد نسان را به یک حالت پرتوان بازبرنامها

کند و پتانسیل درمانی های بنیادی مختص بیمار را فراهم میسلول

کننده های تغذیههای انسانی دارد. سلولای در بیماریفوق العاده

های سلول ریزیبرنامه جهت باز مناسب محیط موش جنین فیبروبلاست

پس از انتقال ژن پرتوانی یا استفاده  iPSهای سلول یدسوماتیک و تول

های سازد. سلولهای مناسب پرتوان سازی را فراهم میمولکولریزاز 

ها و فاکتورهای محلول متعددی تولید پروتئین MEFتغذیه کننده 

، که BMP4و  Activin A ،TGFβ،bFGF  ،Wntکنند، ازجمله می

های های بنیادی جنینی یا سلولبرای حفظ و تکثیر و پرتوانی سلول

که  گردیدچنین مشاهده بنیادی پرتوان القایی مهم هستند. هم

های اولیه باعث افزایش تکثیر در کلنی MEFکننده های تغذیهسلول

iPS های اند که وقتی سلولکرده گزارش نیزشوند. مطالعات قبلی می

iPS ند نتوانستند شوکننده کشت میهای تغذیهدر محیط فاقد سلول

دهد که ها نشان میحالت تمایز نیافته خود را حفظ کنند. یافته

که برای تسریع  MEFهای کنندهفاکتورهای تولید شده توسط تغذیه

ریزی پس از بازبرنامه iPSهای در تکثیر و حفظ حالت پرتوانی سلول

که  مشخص شدمهم هستند، بسیار کامل است. در این مطالعه  بسیار

، Azacytidine-5 شامل شیمیایی مولکولریز زمان از چندینهم دهاستفا

BIX01294 ،AzNep ،سدیم بوتیرات ،AS-8351 ،OAC2 ،RepSox ،

Kenpaullon  وSC1 های تغذیه های بهینه همراه با لایهدر غلظت

رشد مورد  کننده فاکتورهایموش که تأمین جنین کننده فیبروبلاست

، سبب افزایش تکثیر و حفظ حالت هستند iPSCsهای برای سلول

 ریزی شدند.های بازبرنامهپرتوانی سلول

 

 قدردانیتشکر و 
یماد( )ن تحقیقات علوم پزشکی ایران موسسه ملی نویسندگان از       

 973364انجام این پژوهش به شماره  هایبخشی از هزینه تامین بایت

 نمایند. قدردانی می
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