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هاي مختلف از  به انواع سلول ،هاي پرتوان عنوان سلول هاي بنیادي جنین انسان به ولسل قابلیت تمایز زمینه و هدف:

هاي بنیادي  با توجه به توانمندي سلول در این مطالعه بدي بررسی شده است.کقلبی و  ،عصبیهاي  سلولجمله 

ها  یت تمایز این سلولبررسی قابل ،صورت رده سلولی تهیه شده ه در پژوهشگاه رویان بهک (Royan H5)جنین انسان 

    هاي بنیادي جنین انسان بررسی توانمندي سلولهدف مطالعه  هاي خونی مورد توجه قرار گرفت. به سلول

(Royan H5) صورت  هاي بنیادي جنین انسان به سلول: روش بررسی بود. هاي همانژیوبلاست در تمایز به سلول

ثیر شدند و در روز هشت در کشت و تک ngmL100( bFGF( و در حضور DMEM/F12امل کسوسپانسیون در محیط 

و  KDR، CD31 هاي بلاست هاي سلول شاخص هاي بلاست تمایز داده شدند. ننده به سلولکیبات القاکحضور تر

CD34 هاي توسط فلوسیتومتري و بیان ژن TAL-1، Runx-1  وCD34  توسطQuantitative Real Time-PCR  نشان داده

 ها: یافته در محیط حاوي متیل سلولز ارزیابی شد. (Colony forming unit-assay) ها زایی بلاست شد و توان کلونی

79( KDR%5/12( هاي جمعیتی از سلول ،سازهاي خونی هاي بنیادي جنین انسان در طی تمایز به پیش سلول
+، 

)8/2%±6/5 (CD31
+-CD34

6( KDR%12/2( و +
+-CD31

 هاي دار بیان ژن معنی افزایش .آورند وجود می را به +

)01/0P≤ ،05/0P≤( TAL-1, RUNX-1, CD34   هاي بلاست بود. یل سلولکروزه شاهدي بر تش چهاردههاي  لونیکدر 

هاي شبه همانژیوبلاست در محیط حاوي  با ویژگیهاي شش روزه تولیدشده بر سطح ماتریژل و  لونیکچنین  هم

هاي بنیادي  سلولگیري:  نتیجه ردند.کهاي شبه اندوتلیال را ایجاد  لهاي مختلط خونی و سلو متیل سلولز شبه کلونی

ه کباشند  ساز خونی با توانمندي دوگانه در شرایط آزمایشگاهی می هاي پیش قادر به تولید سلول Royan H5 جنینی

  نند.کهاي شبه اندوتلیال را تولید  هاي مختلط خونی و سلول هاي شبیه به کلونی توانند کلونی می

  .کلونی همانژیوبلاست ،تمایز ،هاي بنیادي جنینی انسانی سلول: لیديکلمات ک

 

  
 رود یم ارک بهی خون مک انواع درماني براي متعددي ها روش امروزه

 یا و استخوان مغز در ساز خوني ادیبني ها سلول وندیپ شامل هک

 ماریب فردی منیا ستمیس با سازگار خون واحد چند یا کی قیتزر

 فرد با سازگاری خون واحد هکی طیشرا در روش نیا اما. باشد یم

 طیشرای برخ در و بود نخواهد ارسازک ،باشد نداشته وجود رندهیگ

  ترشـگس با گرـیدي سو از 1،تـداش نخواهد ودـوجی افـک نندهک اهدا

  

 نقص روسیو و C تیهپات و B تیهپات جمله ازی روسیوي ها عفونت

ی دسترس ندهیآ در هک رود یم انتظار خون، دهنده فرد ازی منیا ستمیس

 بیترت نیا به 2.باشد همراهي دشوار با وندیپ قابل و سالم خون به

 درماني برای خون هاي سلول دیتولي راستا دري ا گستردهي ها تلاش

 دیتول منظور نیاي برا. گرفت صورتی خوني ها يماریب انواع

 CD34ي ها سلول یا انسان نیجني ادیبني ها سلول ازی خوني ها سلول

ی بررس ناف بند خون یا وی طیمح خون ،استخوان مغز از حاصل

 وی دسترس سهولت لیدل به انسان نیجني ادیبني ها سلول 3و4.شد

  مقدمه

 
  

  چکیده
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 ازی مختلف انواع زیتما و مطالعهي براي ا ژهیو تیاهم از فراوان ریثکت

 هک دادند نشان مطالعات. ارندبرخوردی شگاهیآزما طیشرا در ها سلول

 human Embryonic Stem Cells انسان نیجني ادیبني ها سلول

(hESCs) ي ها سلول و وبلاستیهمانژي ها سلول به ندباش می قادر

ي ها سلول دیتولیی توانا نیچن هم 5و6.ابندی زیتمایی ابتدا ساز خون

 موش نیجن دري ساز خون 7و8.هستند دارا رای الیاندوتل وي دییترویار

 زرده سهیک دری خون ریجزا لیکتش با موش نیجني ادیبني ها سلول و

یی ابتدا تروبلاستیاري ها سلول ازي ا مجموعه هک شود یم آغاز

 به توجه با 9.شوند یم احاطه الیاندوتلي ها سلول لهیوس به هک باشد یم

 ریجزا در الیاندوتلي ها سلول وی خوني ها سلول نیوکتی کینزد

 ساز شیپ از الیاندوتل وی خوني ها سلول هک رسد یم نظر به ،یخون

 نیا 10.ندیگو وبلاستیهمانژ آن به امروزه هک شوند مشتقی کمشتر

 الیاندوتل -عروق رشد تورکفا نازیک نیروزیت رسپتور انیب ها سلول

KDR (VEGF-R2, FLK-1) ی مزودرم شاخصي ها ژن و(Brachyury) 

ی مزودرمي ها یژگیو بای تیجمع حضور نندهک انیب هک دادند نشان را

  11.است

 به را موشی نیجني ادیبني ها سلول توانست Choi بار نیولا

 ازیی ها نیکتویسا حضور در و دده زیتما همانژیوبلاستي ها سلول

ي ها سلول از رای الیاندوتل وی خوني ها رده ،VEGF جمله

 فاقد شتک طیراش از استفاده با راًیاخ 12.آورد دست هب وبلاستیهمانژ

 ،BMP4 شاملي ساز خون نندهک القاي تورهاکفا حضور در و سرم

VEGF و bFGF ییایاندوتل - یخونی مزودرم چسبنده مهیني ها یکلون 

 دیتولیی توانا هک ردندک جدا روزه 10 تا هفتی نیجن شبه اجسام از

ي سازها شیپ Wang 13و14.بود دارا رایی ایاندوتل وی خوني ها رده

 يها شاخص هک ردک جدا روزه 10ی نیجن شبه اجسام از را یمزودرم

PECAM-1، FLK-1 و VE-Cadherin شاخص چند هر نمود، یم انیب را 

CD45 از استفاده با رسد یم نظر به بیترت نیا به 15و16.ردک ینم انیب را 

ي ها سلول فراوان تعداد بهی دسترس، انسان نیجني ادیبني ها سلول

ي ها سلول گسترش نیچن هم. گردد ریپذ انکام وتاهکی زمان دری خون

 هک شورک در (Induced pluripotent stem cells)ی یالقا پرتوان

ي نولوژکت بهی دسترس دارند،ی نیجني ادیبني ها سلول مشابهی خواص

 شورک در فعالی خوني ها سلول به رای نیجني ادیبني ها سلول زیتما

-سلول زیتمایی توانا میشد نآ بر مطالعه نیا در. سازد یمي ضرور را

   را وبلاستیهمانژي ها سلول به Royan H5 انسانی نیجني ادـیبني ها 

  .میده قراری بررس مورد یشگاهیآزما طیشرا در

  

  
 آغاز شد. 1388مطالعه تجربی حاضر در پژوهشگاه رویان در سال 

 مطالعه: Royan H5 سانان نیجني ادیبني ها سلول ونیسوسپانس شتک

 در که Royan H5 انسان نیجني ادیبني ها سلول از استفاده با

شده است، آغاز گردید.  هیتهی سلول رده صورت به انیرو پژوهشگاه

 DMEM/F12 شتک طیمح از استفاده با و ژلیماتري رو بر اه این سلول

         %)KO-SR (knock out serum replacement)، )2 %20 ،يحاو

L-glutamine، g/ml100 استرپتومایسین، U/ml100 و نیلیس یپن 

ng/mL100، بروبلاستیف رشد تورکفا (bFGF/ Royan institute) 

ی نیجني ادیبني ها سلول طیشرا نیا در 17.شدند داده ریثکت و شتک

 ونیسوسپانس شتکي برا. دهند یم لیکتشي ا چسبندهي ها یلونک

 از µg/ml10 با Royan H5ي ها یونکل ابتدا ،Royan H5ي ها سلول

Rock inhibitor سلول شده يزیر برنامه مرگ اهشک منظور به 

 از پس و شدند ماریت ساعت دو حداقل مدت به و) سیآپوپتوز(

 نیپسیتر معرض در قهیدق سه مدت به ،یکنم فسفات بافر با شستشو

(Trypsin/ EDTA) لوب پانیتر محلول توسط ها سلول. شدند داده قرار 

104 تعداد به و شدند شمارش
 ظرف به تریل یلیم هر در سلول 15×

 و (Low-attachment 6-well, costar) خانه شش چسبنده ریغ شتک

 Knock out serum) سرم% DMEM/F12 20 ،املک طیمح در

replacement, Gibco) و )ng/mL100(bFGF  روز هفت مدت به 

 18.شدند ریثکت و شتک

 مراحل: وبلاستیهمانژ يها سلول به Royan H5ي ها سلول زیتما

 از پس. است شده داده نشان 1 لکش در کیشمات صورت به زیتما

 چسبنده، ریغي ا خانه شش شتک ظرف در شتک روز هفت

 عنوان هب هک دادند لیکتش راي شناوري ها یکلون Royan H5ي ها سلول

 . شوند یم هتگرف نظر دری نیجن شبه اجسام

 معرض در ساعت 24 مدت ینیجن شبه اجسام ز،یمات انجام منظور به

 Stem pro-34 (Gibco Co., Germany)، 2 %L-Gutamine طیمح

(Gibco Co., Germany)، نیسیاسترپتوما μg/ml100، نیلیس یپن 

U/ml100 و ng/ml10 استخوانیی زا ختیر نییپروت (BMP4) قرار 

 غلطت اب (bFGF/Royan) یبروبلاستیف رشد تورکفا سپس. گرفتند

  روش بررسی
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ng/ml5 در. یافت ادامه ساعت 96 تا شتک و شد اضافه طیمح به 

 غلطت با (VEGF)ی عروق -یالیاندوتل رشد تورکفا طیمح به انتها

ng/ml10 یافت ادامه گرید روز سه شتک و اضافه.  

 طیمح بهی نیجن شبه اجسامي زیتما طیمح ،زیتما دوم مرحله در

       ،mM2 کیاسکورب دیاس%، 1 سلولز لیمت، IMDM دیجدي زیتما
 تورکفا μg/ml150 Transferrin ،ng/ml100، سرولیوگلیمونوت 4×4-10

 یعروق -الیاندوتل رشد تورکفا ng.ml10، (hSCF) يادیبني ها سلول

(VEGF)، ng/ml20 6- نینترلوکیا، U/ml2 نیتیتروپویار، /ml25 تورکفا 

 %10، 3-نیوکنترلیا ng/ml40 hIL-3 ،(hIGF-1) 1-ینیانسول شبه رشد

 .یافت ادامه گرید روز شش مدت به شتک و رییتغ گاوی نیجن سرم

 با هک خانه 96 کشت طیمح ظرف به روزه 14 سوسپانسي ها یکلون

- ویمونوت ،IMDM طیمح معرض در و منتقل ،شدند دهیپوش ژلیماتر

، μg/ml150 Transferrin ،ng/ml100 hSCF، 4×10-4 سرولیگل

ng.ml10 hVEGF، ng/ml20 hIL-6 ،U/ml2 hEPO ،ng/ml25    

hIGF-1، ng/ml15 bFGF 20 و%FBS گرفتند قرار روز شش مدت به 

 از. شدند دیتولي انگور خوشه بلاستي ها یکلون ششم روز در هک

 مدت طول در (Olympus Co., Japan) وسکمعي نور وپکروسکیم

 دري ها سلولي مورفولوژ راتییتغی بررس منظور به زیتما و شتک

 (R&D Co., USA) تکشر از ها نیتوکیسا .دیگرد استفاده زیتما لحا

  .شد هیته

ي ها سلول: یمیتوشیمونوسیا توسط CD31 شاخص انیبی بررس

ی بررس منظور به سلولز لیمت جامد مهین طیمح در شده دیتولی الیاندوتل

 Platelet/endothelial cell adhesion) ای CD31 شاخص انیب

molecule) تیتثب اتاقي دما در قهیدق 15 مدت به %4 دییلدفرما توسط 

 موش درصد 10 سرم با PBS توسط شستشو بار دو از پس. شدند

 هیاولي باد یآنت و شدند ماریتی اختصاص ریغ اتصالات اهشک منظور به

(BD pharmigen, USA) CD31 شد اضافه ها آن به 300 به یک نسبت به 

 بار دو از پس .شدند هانکوب اتاقي دما در ساعت یک مدت به و

 به کونژوگه هیثانوي باد یآنت معرض در ها سلول ،PBS توسط شستشو

 Fluorescein Isothiocyanate (FITC)فلوئورسیین ایزوتیوسیانات 

. گرفتند قرار اتاقي دما در و قهیدق 45 مدت به 250 به یک نسبت به

 نتفلورس وپکروسکیم توسط جینتا و گرفت انجام شستشو انتها در

(Olympus Co., Japan) لهیوس به هسته. دیگردی بررس DAPI 

  .شدي زیآم رنگ

صفر، ي روزها دری یافتگ زیتماي ها شاخص انیب زانیمی ابیارز

 زیتما از مرحله هر در: يتومتریفلوس روش از استفاده با 14هشت، 

 ونیسوسپانس هیتهي برا. شدند منفرد %05/0 نیپسیتر توسط ها سلول

 و دیگرد استفاده Rock inhibitor از ابتدای نیجن شبه اجسام ازی سلول

 ،یسلول ونیسوسپانس هیته از پس. شد اضافه طیمح به نیپسیتر بعد

 با و شد منتقل فلوسیتومتري مخصوص هاي لوله به سلول 104 تعداد

 BD) تکشر از شده هیته CD31 و KDR ،CD34 يها يباد یآنت

pharmigen, USA) يدما در هقیدق 45 مدت به C 4 شدند انکوبه .

 و شدند داده شستشو منیزیم و کلسیم بدون PBS با ها نمونه سپس

 تکشر FACS Calibour فلوسیتومتري دستگاه توسط جینتا

(BectinDekenson, USA) افزار نرم باها  داده. دیگردی بررس WinMDI 

  .شد داده نشان (Mean±SD) صورت به و زیآنال =3n رارکت با 2.9

ي بردار نسخه روش توسط وبلاستیهمانژ ژن انیبی بررس

 Quantitative Real Time یمک مراز یپلي ا رهیزنج نشکوا - وسکمع

PCR :در هک وبلاستیهمانژی اختصاصي ها ژن انیبی بررس منظور به 

 ابتدا. دیگرد استفاده qRT-PCR روش از است شده اشاره 1 جدول

RNA توسط (Fermentase) RNX-Plus سنتز تینها در و ستخراجا 

CDNA تیک توسط (Fermentase, USA) از استفاده با Random 

Hexamer کی بررس منظور به .شد انجامهاي نسخه تعداد شیافرای م 

 تریرولکیم یک منظور نیا به. گرفت صورت qRT-PCR نظر مورد ژن

 SYBR Green Master از تریرولکیم شش ،)1 جدول( مریپرا هر از

Mix )تکشر ولـحصم ABI/USA (و شد اضافه آب تریرولکـیم 10 و   

  
 ـمعي بـردار  نسـخه  در شـده  استفادهي مرهایپرای توال :1-جدول  ـوا -وسک  نشک

  یمک مراز یپلي ا رهیزنج

 ژن  توالی پرایمر دماي واسرشتگی

60 
  

F: 5CTCATTTCCTGGTATGACAACGA3 

R:5CTTCCTCTTGTGTTGCT3 

  

GAPDH 

60 
  

F: 5' TCGGCTGAGCTGAGAAATG 3'  

R: 5' GATGTCTTCGAGGTTCTCGG 3' 

  

RUNX1 

60 
  

F: 5' GAGGTAATTCCCAGCCATTGAC 3' 

R: 5' GAAGCCGAGGAAGAGGATGC 3' 

  

TAL1 

60 
  

F:5’ATTGTTCTGTGGACCAGGAG3’ 

R:5’GGTTGTTGTGACATTTGCTG 3’ 

  

C-kit 

60 
  

F:5’CAACAACGGTACTGCTACCC3’ 

R:5’AAACATTTCCAGGTGACAGG3’ 

  

CD34 
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 نشکوا .شد اضافه فوق مجموعه به تریرولکیم دو زین cDNA نمونه از

Real Time PCR دستگاه کمک به ABI صورت به نمونه هري برا و 

Duplicate 3 رارکت باn= استفاده با ها داده زیآنال تینها در و شد انجام 

ی داخل نترلک عنوان به GAPDH از. گرفت صورت Ct∆∆ روش از

  .اند شده هیارا (Mean±SEM) اساس بر ها ادهد هیل. کشد استفاده

 نشان داده شدند. آنالیز Mean±SEMو  Mean±SD صورت نتایج به

 انجام گرفت و سطح Repeated measure نتایج توسط تست

  در نظر گرفته شد. ≥05/0P و ≥01/0P داري معنی

  

  
 و قبل Royan H5 يها سلولی شناس ختیر وي مورفولوژی بررس

 شتک طیمح در ژلیماتري رو بر Royan H5ي ها سلول: زیتما از پس

 و پهن نسبت بهي ها یلونک صورت به سرم% 20 با DMEM/F12 املک

 اطرافشان در توپلاسمیس از كنازي ا هیلا و بزرگ هسته با وی مکمترا

ي ها یلونک ازی سلول ونیسوسپانس لیکتش). A2 لکش( شدند ظاهر

 لیکتش سبب نییپای چسبندگ با ظرف به ها آن انتقال و يریثکت

ی نیجن شبه اجسام روز هفت گذشت از پس هک شدی سلول اجتماعات

ي ظاهر با وبلاستیهمانژي ها سلول ).B2 لکش( دادند لیکتش را

 شتک طیمح بهی نیجن شبه اجسام انتقال از پسي انگور خوشه

Stempro لکش( گرفتند لکش ژلیماتري رو بر C2 (بودند قادر هک  

     مختلط شبه شناوري ها یلونک سلولز لیمت جامد مهین طیمح در

(Mix like colony) )لکش D2 (را الیاندوتل شبه چسبندهي ها سلول و 

 هک دهند لیکتش) F2 ،E2 لکش( داشتند را CD31 انیبیی توانا هک

  .بود ها سلول نیا دوگانهي توانمند دهنده نشان

 روز در (KDR, CD31, CD34) یزیافتگیماتي ها شاخصی بررس

 روش با Royan H5ي ادیبني ها سلول در زیتما چهاردهم و هشتم

 از قبل انسان نیجن دری خوني ها سلول نیوکت در :يتومتریفلوس

 نام بهي ساز شیپي ها سلول هیاولي دییترویاري ها سلول لیکتش

    یی توانا هک ردیگ یم لکش) وبلاستیهمانژ( بلاستي ها سلول

  .باشد یم دارا را الیاندوتلي ها سلول وی خوني ها رده تمام دیتول

    آني شنهادیپي ها شاخص از بلاستي ها سلولیی شناساي برا

KDR (fLK-1, VEGFR2), CD31 و CD34 مطالعه نیا در. شد استفاده 

 روز یزمان مقطع سه در CD31-KDR و CD31-CD34 زمان هم انیب

 اساس بر. شدی بررسي تومتریفلوس روش با همچهارد و هشتم ،صفر

 ها سلول از درصد 50±72/12 حدود در ؛3 لکش از حاصله جینتا

KDR ،5/4±17 ها سلول از درصد CD31-KDR از درصد 10±8/2 و 

   توجه با. ردندک انـیب، زـیتما تـهش روز در را CD31-CD34 ها ولـسل

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  هاي همانژیوبلاست ه سلولب Royan H5هاي بنیادي  تلف تمایز سلولل شماتیک از مراحل مخکش: 1-شکل

  ها یافته
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 هفـت هـاي   لونیک) Bهاي بنیادي جنینی روي ماتریژل  شت سلولک) A: 2-شکل

وپ کروس ـکمی ×200نمـایی   (بزرگ )صورت سوسپانسیون بهشت ک(هاي بنیادي  روزه سلول 

ماتریژل روز بیستم از  ی ازکوي لایه نازرهاي بلاست  لونیکیل ک) تشC وس)ک ـمع

هاي همانژیوبلاست در محـیط حـاوي    هاي مختلط از سلول لونیک) D آغاز تمایز

هــاي انــدوتلیال از  ) ســلولE وس)کــوپ معکروســکمی ×D :100و  C( متیــل ســلولز

 CD31بـادي   سلول به آنتـی  يغشا :نوفلورسانسوآمیزي ایم ) رنگFهاي بلاست  لونیک

  .وس)کوپ معکروسکمی ×F :200و  E( رنگ شدند DAPIبا  ها هسته .شود سبز میش و نکوا

 شیافزا شد انجام ها شاخصی بررس زین 14 روز در هک نیا به

  و CD31-KDR يها تیجمع در هشت روز به نسبتي دار یمعن

CD31-CD34 ها سلول از درصد 90±32/17 حدود در. نشد مشاهده 

KDR رسد یم رنظ به بیترت نیا به ردندک انیب 14 روز در را .

 را وبلاستیهمانژي ها سلول به زیتما تیقابل Royan H5ي ها سلول

 يها سلول ژهیوي ها ژن انیب ،دییتأي برا وجود نیا با .دارند

 اجسام در Quantitative Real Time PCR توسط وبلاستیهمانژ

  .گرفت قراری بررس مورد صفر روز به نسبت روزه 14 و هشتی نیجن

 روش توسط CD34 و TAL-1, RUNX-1ي ها ژن انیبی مکی بررس

Quantitative Real Time PCR :کی بررس منظور بهي ها ژن انیبی م

TAL-1، Runx-1، CD34 ي ها سلول زیتما ریمس درRoyan H5 به 

 14 و ، هشتصفر روزی زمان مقطع سه دری خون ساز شیپي ها سلول

 4 لکش در هک حاصله جینتا طبق شد استفاده QRT-PCR روش از

 14 روز در Runx-1 و TAL-1 يها ژن انیب ،است شده داده نشان

، 01/0P( دادند نشان صفر روز به نسبت راي دار یمعن شیافزا

05/0P(. ژن انیب CD34 به نسبت هشت روز دري دار یمعن شیافزا 

 (Mean±SEM) اساس بر ها داده هیلک .)>05/0P( است داشته صفر روز

 Royanي ها سلول گرفت جهینت توان یم بیترت نیا به. اند شده هیارا

H5 اند یافته زیتما وبلاستیهمانژي ها سلول به.  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

روز  وسیله فلوسـیتومتري نسـبت بـه    به CD34و  KDR، CD31هاي سطحی  هاي روز هشتم و چهاردهم تمایز تهیه شد الگوي بیان شاخص لونیکسوسپانسیونی از : 3-شکل

  .شد داده نشان (Mean±SD) صورت به و زیآنال ها داده نشان داده شد. dot blotصورت  بررسی شد و به نترل منفی)ک(صفر 
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 hbFGF )ng/mL10(، hVEGF هاي هشت روزه به محـیط حـاوي   لونی: ک4-شکل

)ng/mL10( ،hSCF )ng/mL100( ،hIL-3 )ng/mL40( ،hEPO )U/mL2( ،hIL-6 

)ng/mL20( و hIGF-1 )ng/mL25( 14در روز ادامــه یافــت.  14شــت و تــا روز ک 

mRNA   روش  اسـتخراج و بـهQuantititative RT-PCR  ز بـا روش یآنـال  وهـا بررسـی    بیـان ژن       

2-∆∆CT 01/0**( انجام شدP≤   ،*05/0P≤(  

  

  
یی شناسا و ایدن دری روسیوي ها عفونت افزون روز شیافزا

 و خون ياهدا ،ندهیآ در هک هستندی عوامل از ناشناختهي ها روسیو

 لذا .ساخت خواهد مواجه بحران با را سالمي ها خوني ساز رهیذخ

 به انسانی نیجني ادیبني ها سلول زیتماي نولوژکت بهی ابی دست

 وی نیوکتی شناس ستیز دانش يارتقا هدف با فعالی خوني ها سلول

 از شورک در نگر ندهیآ مصارفي برای احتمال منابع نآورد فراهم زین

 بری مبنی گزارش فقدان به توجه با .است برخورداري ا ژهیو تیاهم

 در انسانی نیجني ادیبني ها سلول ازی خون ساز شیپي ها سلول دیتول

 نام به انسان نیجني ادیبني ها سلول زیتما تیقابل مطالعه نیا در، رانیا

Royan H5 ی بررس و توجه مورد وبلاستیهمانژي ها ولسل سمت به

 هک باشند یم XX+46 پیوتایکار با Royan H5ي ها سلول. گرفت قرار

 از ها ژن نیا .نندک یم انیب را Nodal و oct-4، Nanog، sox2ي ها ژن

 ها سلول نیا دری توان پر ویی نوزا خود نندهک میتنظ عوامل جمله

  16.باشد یم

 از پس ها سلول نیا، Royan H5ي ها ولسل زیتما يالقا منظور به

 و BMP4، VEGF رشدي تورهاکفا معرض دری نیجن شبه اجسام لیکتش

bFGF شده رکذي ها نیتوکیسا با هیتغذ روز هشت. گرفتند قرار، 

 یافتند زیتما وبلاستیهمانژي ها سلول به Royan H5ي ها سلول

 %10 و +KDR+، 17 %CD31+KDR ها سلول از% 50 هک يطور به

CD31+CD34+ بودند. BMP4 خانوادهي اعضا از TGF-β در هک باشد یم 

ي ریگ لکش در و شود یمی خون مزودرم يالقا باعث نییپاي ها غلظت

 19.ندک یم فایا راي موثر نقش +CD31 و +CD34 هیاولی خوني ها سلول

 صورت به BMP4 نییپروت با (VEGF)ی عروق -یالیاندوتل رشد تورکفا

 20.دهد یم شیافزا را BMP4یی القا اثر و ندک یم عمل ستینرژیس

bFGF توسط یافته زیتمای مزودرمي ها سلول يبقا و ریثکت در BMP4 

  21.دارد دخالت

 هشت روز در +KDR (FLK-1, VEGFR2) يها سلول حضور

 زیتما مراحل به توجه با باشد یمی خون مزودرم يالقا دهنده نشان

 معرض در روز هشتی ط دری نیجن شبه اجسام شود یم مشاهده

BMP4 ي ها سلول لیکتش رسد یم نظر به ،اند گرفته قرارKDR+ توسط 

 تا روزه هشتی نیجن اجسام. باشد گرفته صورت BMP4یی القا اثر

 گرفتند قرار ساز خون رشدي تورهاکفا معرض در چهارده روزي انتها

 انیب وجود نیا با .دیگرد% 90 حدود در +KDR شیافزا به منجر هک

 قابل شیافزا +CD31+CD34 و +CD31+KDRي ها شاخص زمان هم

 ساز خون رشدي تورهاکفا حضور رسد یم نظر به. افتیني ا ملاحظه

 راتییتغ هکبل شود ینم یافته زیتماي ها سلول تعداد شیافزا به منجر

 22.دیگرد باعث را ها سلول ردکعمل شیافزا و ها سلول دری درون

 انیب ،روزه چهارده و هشتی نیجن بهش اجسام دری ژن انیبی بررس

 ژن انیب هک يطور به دادند نشان را CD34 و TAL-1، Runx-1ي ها ژن

  بحث
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TAL-1 )باشد یمی خوني ها سلول نیوکت آغاز در مهم اریبس تورکفا (

ي ها ژن انیب .افتی )≥01/0P( يدار یمعن شیافزا چهاردهم روز در

CD34 ژن و هشت روز در Runx-1 شیافزا چهاردهم روز در 

 رسپتور (FLK-1 VEGFR2) ای KDR. داد نشان )≥05/0P( يدار یمعن

 و شود یم انیبی نیجن خارج مزودرم در هک باشد یمي نازیک نیروزیت

 زرده سهیکی خون ریجزا در را عروق و ساز خون بخش نیوکت در

 از هکی مزودرمي سازها شیپ، قبل مطالعات به توجه اب 23.دارد نقش

 ، PECAM-1ي ها شاخص ،ردندک جدا روزه 10ی نیجن شبه اجسام

FLK-1 و VE-Cadherin شاخص انیب چند هر نمود، یم انیب را CD45 

 VEGFی گنالیس ریمس ضرورت و تیاهم به توجه با 16.ندادند نشان را

ي ها سلول نیوکت و TAL-1 ژن انیب در KDR خود رسپتور قیطر از

 همانند اند داده نشان را TAL-1 ژن انیب هکیی ها سلول 24،یخون

ي ها سلول وی خوني ها سلول دیتول تیقابل وبلاستیهمانژي ها سلول

 استي مریهترودای سیرونو تورکفا Runx-1. هستند دارا را الیاندوتل

 (Definitive hematopoietic cells)ی قطعی خوني ها رده دیتول در هک

 شناخته BMP4 میمستق ریغ هدف عنوان به نیچن هم و باشد یم موثر

 و BMP4 ،VEGF ازی بیکتر با زیتما يالقا خلاصه طور به 25.است شده

bFGF ردکعملی بررس از حاصل جینتا. باشد یم تر اثربخش اریبس 

ي ها سلول دیتول به قادر ها آن هک داد نشان وبلاستیهمانژي ها سلول

 26.بودندی خون مختلطي ها یکلون به هیشب اریبس هک هستندي شناور

 در نیهموگلوب نندهک انیبي ها سلول تعداد، شتک ادامه با هک يرطو هب

 وبلاستیهمانژي ها سلول نیچن هم و یافت شیافزا ها یکلون نیا

 هک نندک یم انیب را CD31 هک آوردند وجود به راي ا چسبندهي ها سلول

  .استیی ایاندوتلي ها شاخص جمله از

 توانسته بلاستي ها یلونک هک بود Keller مطالعه مطابق ما جینتا

 نوع سه دیتول Liu 15.ندینما دیتول رای خون مختلطي ها یلونک بودند

ي ها یلونک شامل هک دادند نشان خود مطالعات در رای خونی لونک

    يماکروفاژي ها یلونک ،(CFU-GM) یتیگرانولوس -يماکروفاژ

(CFU-M) ي دییترویاري ها یلونک و(CFU-E) حاضر مطالعه. بود 

 شده گرفته ارک هب طیشرا نوع جهت به مطالعات ریسا بای اساس تفاوت

ي برا هک يطور به. باشد یم دارای خوني ها سلول سمت به زیتما در

ي برا ونیسوسپانس طیشرا در شده شتکي ادیبني ها سلول از بار نیاول

 نشان مطالعات .است شده استفادهی خوني ها سلول سمت به زیتما

 يالقا در Venus Endothelial Growth Factor (VEGF) ستا داده

 انیب شیافزا ،ییابتداي دییترویاري ها یلونک سمت به تر شیب

 اب 10.ندک یم فایای اساس نقش ها آني ریثکت خود و بقا و نیهموگلوب

 ورتکفا معرض در روز 10 مدتی نیجن شبه اجسام هک نیا به توجه

VEGF مدت یطولان حضور رسد یم نظر به گرفتند قرار VEGF در 

 سمت به ها یلونک تر شیب زیتماي برای اساس لیدل شتک طیمح

ي براي بعد مطالعات در شود یم شنهادیپ. باشدي دییترویاري ها یلونک

 روش به (+KDR) هشت روز در یافته زیتمای مزودرمي ها سلول

Fluorescent Activating Cell Sorting (FACS) ردیگ انجامي جداساز 

 جینتا به توجه با .شود کمک ها یافته بهتر و قیدق ریتفس به تا

 زیتما نهیزم در موجود گزارشات ریسا و مطالعه نیا در آمده دست هب

 ،یخون ساز شیپي ها سلول به انسانی نیجني ادیبني ها سلول

 سمت به زیتما جهت لازمي توانمند Royan H5ي ها سلول

ي ضرور تر شیب لعاتمطا هک چند هر باشند یم دارا را وبلاستیهمانژ

 انجامي ها تست تمام از شده حاصل جینتا به توجه با .رسد یم نظر به

 Royan H5 انسان نیجني ادیبني ها سلول هک رسد یم نظر به ،گرفته

. باشند یم دارا رای شگاهیآزما طیشرا در وبلاستیهمانژ دیتول تیقابل

 توانند یم و باشند یمي توانمند دو واجد وبلاستیهمانژي ها سلول

 شبهي ها سلول وی خوني ها سلول به هیشبي شناوري ها سلول

 نیاي ردکعملی ژگیو است بهتر وجود نیا با .ندینما دیتولیی ایاندوتل

  .شود مطالعه وی بررس In vivo طیشرا در ها سلول

نامه تحت عنوان  : این مقاله حاصل بخشی از پایانسپاسگزاري

در مقطع  "هاي پرتوان سلولیدي از یهاي اریترو تولید سلول"

ه با حمایت کباشد  می 171د کو  1389ارشناسی ارشد در سال ک

  دانشگاه علم و فرهنگ و پژوهشگاه رویان اجرا شده است.
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Background: Human embryonic stem cells (hESCs) are capable of self-renewal and 

large-scale expansion. They also have the capacity to differentiate into a variety of cell 

types including liver, cardiac and neuron cells. However, it is not yet clear whether 

hESCs can differentiate to hemangioblasts under in-vitro conditions. Hemangioblasts 

are bipotential progenitors that can generate hematopoietic lineages and endothelial 

cells. The aim of this study was to identify the potential of human Royan H5 embryonic 

stem cells in differentiating into hemangioblast cells. 

Methods: HESCs were cultured at suspension system in DMEM/F12 supplemented with 

bFGF. 7-day old cells differentiated into blast cells under defined condition consisting 

of hematopoietic cytokines including BMP4, VEGF, etc. Blast cell markers kinase insert 

domain receptor (KDR), CD31, and CD34 were evaluated by flow cytometry and blast 

gene expressions (TAL-1, Runx-1 and CD34) were detected by qRT-PCR. Clonogenic 

assays were performed in semisolid medium by colony forming unit-assays. 

Results: The hESCs (Royan H5) had the capacity of differentiating into hemangioblast 

cells. We could detect colonies that expressed 79%±12.5 KDR+, 5.6%±2.8 CD31+-CD34+ 

and 6%±2.12 KDR+-CD31+ on day 8 in the hESCs. Up-regulation of TAL-1, Runx-1 and 

CD34 occurred during hemangioblast commitment (P≤0.05 and P≤0.01, respectively). 

Moreover, hemangioblast cells generated mixed-type and endothelial-like colonies in 

semi-solid media. 

Conclusion: Our results showed that hESCs (Royan H5) were able to differentiate into 

hemangioblasts under in-vitro conditions. The hemangioblasts had the potential to 

generate two non-adherent (Mixed-type) and adherent (endothelial-like) cell 

populations. 

 
Keywords: Colony, differentiation, hemangioblast, human embryonic stem cells. 
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