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A B S T R A C T 
Kidney diseases are an important medical problem worldwide. Since 

there are limited treatment options for damaged kidneys, stem cell 

therapy has become an alternative treatment. The aim of present study 

is to investigate effect of culture medium obtained from mesenchymal 

stem cells (MSCs-CM) of newborn mice kidneys in percentages of 10, 

30 and 50 on differentiation of embryonic stem cells towards kidney 

epithelial cells. Mesenchymal stem cells were isolated from kidneys of 

newborn mice, passaged and propagated. Determination of the identity 

of cells was done using flow cytometry and checking the expression of 

surface markers CD105, CD29, CD90. In third passage of extracted 

cells, supernatant culture medium was collected, hESC were cultured 

and multiplied in the complete culture medium of cells and the 

differentiation of hES cells into progenitor cells was investigated. The 

expression of PAX2, ZO1 and CK18 genes was investigated using RT-

PCR, expression of CD133, CD24 and CD44 surface markers was 

investigated using flow cytometry. Flow cytometry results confirmed 

the mesenchymal nature of the cells. The results of differentiation of 

hESCs showed that expression of PAX2, ZO1 and CK18 genes 

increased significantly (p<0.05) in the groups containing supernatant. 

The results of flow cytometry show an increase in expression of 

CD133 and CD24 markers in groups containing CM and the expression 

of CD44 marker in the group containing 50% CM, compared to control 

group. In general, results showed supernatant culture process of cells 

has a positive effect on inducing differentiation of human embryonic 

stem cells into kidney progenitor cells. 
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 «مقاله پژوهشی»

 موو   هیکل از جداشده یمیمزانش یادیبن یها سلول ییرو کشت طیمح اثر یبررس

 هیکل ساز شیپ یها سلول به انسان ینیجن یادیبن یها سلول زیتما  یرو بر نوزاد

 
  *3یاحسان احسان ،1وریپر کاظم ،1یاله نعمت نژاد ستوده فتاح ،2ینور مرجان ،1یرازق فاطمه

 

 چکیده
های محدود برای درمان است، بکارگیری  های کلیه به عنوان یک مشکل مهم پزشکی، دارای گزینه بیماری

هدف مطالعه حاضر های قدیمی مطرح است.  سلول های بنیادی به عنوان یک روش درمانی جایگزین روش
در کلیه موش نوزاد  (MSCs-CM)های بنیادی مزانشیمی  بررسی اثر محیط کشت حاصل از سلول

های اپیتلیال کلیه است.  های بنیادی جنینی به سمت سلول بر تمایز سلول 50و  30، 10درصدهای 
ها با  های بنیادی مزانشیمی، از کلیه موش نوزاد جداسازی، پاساژ و تکثیر شد. تعیین هویت سلول سلول

م شد. در ، انجاCD105 ،CD29 ،CD90استفاده از فلوسایتومتری و بررسی بیان مارکرهای سطحی 
در محیط کشت کامل  hESCآوری و  های استخراج شده، محیط کشت رویی آن جمع پاساژ سوم سلول

های پیش ساز مورد بررسی قرار گرفت.  به سلول hESهای  ها کشت و تکثیر شدند و تمایز سلول لاین سلو
طحی و بیان مارکرهای س RT-PCRبا استفاده از  CK18و PAX2 ،ZO1های  بررسی بیان ژن

CD133 ،CD24  وCD44  شد. نتایج فلوسایتومتری ماهیت  بررسیبا استفاده از فلوسایتومتری
و  PAX2 ،ZO1های  نشان داد که بیان ژن hESCsها را تایید کرد. نتایج تمایز  مزانشیمی بودن سلول

CK18 دار  به صورت معنی رویی های حاوی محیط کشت در گروه(p<0.05) تایج است. ن افزایش یافته
و  بیان مارکر  CMهای حاوی در گروه CD24و  CD133فلوسایتومتری بیانگر افزایش بیان مارکرهای 

CD44  درصد  50در گروه حاویCM.به طور کلی نتایج نشان داد که  ، نسبت به گروه کنترل است
نی انسانی به های بنیادی جنی ها تاثیر مثبتی در القاء تمایز سلول فرآیند  محیط کشت رویی این سلول

 های پیش ساز کلیه دارد. سلول
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 مقدمه
به عنوان یک مشکل مهم سلالامتی در  مزمن کلیوی  های یبیمار

. هلار  (Eckardt et al., 2013) اسلات  شناخته شلاده سراسر جهان 
ها نفر از عوارض مربوط به آن زودهنگام جان خود را  ساله میلیون
یلاا  هملاراه   مزمن کلیه بلاه آسلایک کلیلاه    دهند. بیماری از دست می

غیر قابل برگشت بصورت بیش از سه ماه که کاهش کارکرد کلیه 
 ;.Gansevoort et al) شلالاود و پیشلالارونده باشلالاد اطلالالا  ملالای

Romagnani et al., 2017)مرحله نهایی یلاک   کلیه در . ناتوانی
درملاانی   علت عمده مرگ و میر است و در حال حاضر تنها گزینلاه 

 Grassmann et) باشلاد  ملای  1در دسترس برای آن دیالیز و پیوند

al., 2005)هلاا و   با محدودیت . با این حال دو روش دیالیز و پیوند
 کاهش کیفیت زندگی بیملاار توان به  که می اه استمشکلاتی همر

و ، کمبلاود اعالاای اهلادایی    به دلیل عوارض طولانی مدت دیلاالیز 
همچنین رد پیوند اشاره نمود. با این حال معمولا یک بازه زملاانی  
چند ساله از زمان شروع بیماری خفیف یا متوسط کلیه تا رسلایدن  

بازه زملاانی فرصلاتی را   به مرحله نهایی بیماری وجود دارد، لذا این 
آورد تلاا بتلاوان بلارای جللاوگیری از پیشلارفت بیملااری،        فراهم ملای 

های درمانی دیگری با رویکرد ترمیم و جایگزینی بافت کلیه  روش
تلاوان بلاه سلالول درملاانی      از آن می که دآسیک دیده را طراحی نمو

. استفاده از سلول های بنیلاادی بلارای درملاان نارسلاایی     اشاره کرد
ای بلاه دنبلاال داشلاته     نواران مدل، نتایج امیدوارکننلاده کلیوی در جا

 . (Stenvinkel, 2010) است
هلاای کشلات سلالولی،     آوری شناسی سلول بنیادی و فلان  زیست

شده از کلیه و انلاواع   های مشتق محققان را قادر به شناسایی سلول
هلاای کلیلاوی را    ها که پتانسلایل درملاان بیملااری    تلفی از سلولمخ

دارند، کرده است. امروزه پیونلاد سلالولی بلاه بیملاار دارای نارسلاایی      
کلیوی برای بهبود عملکرد کلیلاه بلاه عنلاوان یلاک روش درملاانی      

هلاای دیگلار    شود. از آنجا که این روش نسبت بلاه روش  تجویز می
شده با استفاده  ت انجامتر و کمتر تهاجمی است، اغلک مطالعا ساده

. (Li & Wingert, 2013) اسلات  صلاورت گرفتلاه  از سلول درمانی
 دو دارای هستند کلاه  ای نیافته تمایز های سلول بنیادی های سلول
 کنند. می متمایز ها سلول سایر از را ها آن باشند که می مهم ویژگی
 توانایی نامحدود یعنی 2نوسازی خود -1 توانایی واجد ها سلول این

 انلاواع  بلاه  3تملاایز  -2یکسان و  خواص با تولید سلول ها و تقسیم
 قلبلای،  خلاونی،  هلاای  سلول جمله ها با عملکرد اختصاصی از سلول

                                                                                     
1. Organ transplantation 

2. Self renewal 

3. Differentiation 

هلالاای کبلالادی، تحلالات تحریکلالاات   غالالاروفی و سلالالول و عصلالابی
 ,Costello & Franklin) باشند مایشگاهی میفیزیولوژیک یا آز

های بنیلاادی از لحلاام منشلااء بلاه دو دسلاته عملاده        سلول .(2013
هلاای بنیلاادی بلاالق تقسلایم      هلاای بنیلاادی جنینلای و سلالول     لسلو
 ظلااهر  واجلاد  سلولی اگر شده انجام های پژوهش راساسب وند.ش می

 تمایز قابلیت و کشت ظرف کف به چسبندگی توانایی شکل، دوکی

 بنیلاادی  هلاای  سلالول  گلاروه  در باشد مزودرمی سلولی های هبه رد

 (. Poursafavi et al., 2023) ندگیر می مزانشیمی قرار
های بنیادی مزانشلایمی بلاه    سلول 4(CM) محیط کشت رویی
هلاا تلااثیر    های رشد و سلایتوکین ها، فاکتور دلیل دارا بودن متابولیت
های آسیک دیلاده دارد. تلااثیر محلایط کشلات      مثبتی در ترمیم بافت

های دیگر مورد بررسی  های بنیادی مزانشیمی بر بافت رویی سلول
هلاای   است. در یک مطالعه با مقایسه اثر درمانی سلالول  قرار گرفته

بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و محیط کشت رویی آن در درمان 
ستئوآرتریت مفصل زانوی خوکچه هندی، نشان دادند که محلایط  ا

 های بنیادی مزانشیمی دارد کشت رویی اثر درمانی مشابه با سلول
(Sadraie et al., 2015)   همچنلالاین در یلاک مطالعلاه،  اثلالارات .

هلاای بنیلاادی    زایی و ضدالتهابی محیط کشت رویی سلالول  ضدرگ
را روی یک مدل ( hPDMSCs) مزانشیمی مشتق از جفت انسان

 های نشلاان داده کلاه   داده است. بررسی شده موشی پره اکلامپسی

hPDMSCs-CM  را در  اکلامپسلای  پره شبههای  تواند ویژگی می
را  hPDMSCs دوران بارداری معکوس کند، کلاه نقلاش درملاانی   

. (Nuzzo et al., 2022) دهد اکلامپسی نشان می برای درمان پره
در مطالعات گذشته، بهبود زخم دیابتی از طریق تعدیل رفتارهلاای  

 هلاای بنیلاادی مزانشلایمی انسلاان     سلالول  CMفیبروبلاست محیط 
(Saheli et al., 2020 )  نوروپلااتی و زخلام پلاا در     و درملاان پللای

 CMبلالاا اسلالاتفاده از محلالایط   BKS db/dbهلالاای دیلالاابتی ملالاوش
 De) هلالاای بنیلالاادی مزانشلالایمی مشلالاتق از چربلالای انسلالاان سلالالول

Gregorio et al., 2020)   اسلات. اگرچلاه مطالعلاات    انجلاام شلاده
های بنیلاادی مزانشلایمی در    متعددی در زمینه اثرات درمانی سلول

ای در  اسلات، املاا تلااکنون مطالعلاه     ه های مختلف انجام شلاد  بیماری
هلاا کلاه حلااوی     آن CMهلاا و محلایط    زمینه استفاده از این سلالول 

فاکتورهای رشد و همچنلاین اطلاعلاات ژنتیکلای مربلاوط بلاه ایلان       
است  های کلیه صورت نگرفته درمان بیماری ها می باشد، در سلول

که اهمیت این موضوع و ضرورت بررسی آن را نشلاان ملای دهلاد.    

هلاای بنیلاادی   هدف از این پروژه، ایجاد روشی جهت تمایز سلالول 

                                                                                     
4. Conditioned Medium  
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باشد. در ایلان روش از   های کلیه می جنینی انسانی به سمت سلول
هلاای بنیلاادی مزانشلایمی جداشلاده از کلیلاه       سلول CMاثر محیط 

هلاای   استفاده شد. به این منظور سلول hESCوش نوزاد بر روی م
بنیادی مزانشیمی از کلیه موش نوزاد جداسازی و تکثیلار گردیلاد و   

هلالاای  روز سلالالول 7آوری شلالاد بعلالاد از  جملالاع CMمحلالایط کشلالات 
، با اسلاتفاده از تکنیلاک فلوسلاایتومتری و    CMتیمارشده با محیط 

Real Time PCR  هلار قسلامت    تعیین ویژگی شدند. در انتهلاای
 های آنالیزی جهت تایید هر مرحله انجام شد. آزمایش

 
 ها مواد و رو 

 کلیوه  بافوت  از مزانشویمی  بنیادی های سلول جداسازی

 روزه 4 نوزاد مو 

 3-4های نلاوزاد )  کردن موش به طور خلاصه، ابتدا پس از بیهوش
هلاا را خلاارج    و باز کردن سلاط  شلاکمی، کلیلاه    NMRIروزه( نژاد 

مورد نظر چندین مرتبه با محلول شستشو سرم جنین کرده و بافت 
های خونی شستشو داده  ( به منظور حذف اولیه سلولPBSگاوی )

شد. نمونه به قطعات حلادود یلاک میلیمتلاری قطعلاه قطعلاه شلاد و       
 محلول ابتدا شدند. برای هام آنزیمی، در شستشو PBS با چندبار
 تهیلاه  Mem α محلایط  درصلاد در  1/0 غلظلات  به 1 تیپ کلاژناز
نمونه بافت کلیلاه حاصلال از مراحلال قبلال و      1:1و به نسبت  کرده

 50درصد را در لوله فلاالکون   1/0با غلظت  1محلول کلاژناز تیپ 
گلاراد   درجلاه سلاانتی   37را بسته و داخل انکوباتور  ریخته و درب آن

 .گردید انکوبه انکوباتور در دقیقه 40 مدت به دهیم. نمونه قرار می
 کلاردن فعالیلات آنلازیم    انکوباسیون، برای خنثی زمان گذشت از بعد

 درصلاد  15 بلاا  هملاراه  Mem α کشلات  را به محیط نمونه کلاژناز
FBS در  را آملاده  بدسلات  کردیم. سپس نمونلاه  اضافهg 400  بلاه 
به عنوان  نمونه از حاصل دقیقه سانتریفوژ گردید. رسوب 10 مدت
 بدست آمد. مزانشیمی بنیادی های سلول

 
 شیمیبنیادی مزانهای  کشت سلول

 Memبه رسوب سلولی حاصل از نمونه، محیط کشلات مزانشلایم )  

α  درصد  15همراه باFBS ،U/ml 100  سلایلین و   پنلایµg/ml 
هلاا بلاه    اضافه کلارده و ضلاربه زده تلاا سلالول     استرپتومایسین( 100

ها را با غلظلات یلاک میلیلاون     صورت منفرد جداسازی شوند. سلول
انتقال داده و  75CM2 Tک کشت لیتر به فلاس سلول در هر میلی

دهلایم.   آن را در شرایط نرمال کشت سلول درون انکوباتور قرار می
ساعت محیط کشت فلاسک تعلاوی  گردیلاد و    48بعد از گذشت 

درصد رسید پاساژ سلولی  80که تراکم سلول ها به میزان  هنگامی
 صورت گرفت.

 

 پاساژ سلولی

 ml10 محلول شستشو PBS از پلاس  ختلاه و ری فلاسک درون را 
 هملاان  محللاول، توسلاط   ایلان  با فلاسک سط  تمامی شدن آغشته
سرم موجود در محیط کشت حلااوی   .گردد می خارج محلول پت پی

فاکتورهای مهار کننده تریپسین است. بنابراین لازم است بقایلاای  
 ml3شستشلاو داده شلاده و خلاارج شلاود.      PBSمحیط کشلات بلاا   

را اضافه کرده و فلاسک را به  Trypsin- EDTA (1X)محلول 
 2انکوبه کردیم. )بعلاد از گذشلات    CO2دقیقه در انکوباتور  3مدت 

دقیقه، کمی به فلاسک ضربه زده و زیلار میکروسلاکوم معکلاوس    
دقیقه فلاسک را از انکوباتور خارج کلارده و بلاا    3چک شد(. بعد از 

زدن چند ضربه آرام به کف و دیلاواره فلاسلاک، بلاه کنلاده شلادن      
ا از کف فلاسک کملاک کلارده و سلاپس فلاسلاک را زیلار      ه سلول

شده و  های تریپسینه کنیم. سلول مشاهده می Invertمیکروسکوم 
شده از کف فلاسک، شناور شده و به حالت کلاروی و شلافاف    کنده
 Trypsin- EDTA (1X) 3کلاردن   آیند. به منظلاور خنثلای   در می

ه درصد سلارم بلا   15( محیط کشت حاوی ml 9برابر آنزیم )حدود 
 مخللاوط  در بلاار  چند آرامی به را ها گردد. سلول فلاسک اضافه می

 بلاه  فلاسک درون محتویات .کرده پیپتاژ کشت محیط و تریپسین
 مدت به ها شود. سلول می منتقل استریل ml  15فالکون لوله یک
 سلاانتی  درجه C 22° )دمای RT شرایط در g400 دور با دقیقه 5

 لوللاه  .شلاوند  نشلاین  تلاه  لوله ته در ها سلول شده تا گراد( سانتریفوژ
 کملاک  بلاه  را رویلای  مایع سپس و کرده منتقل هود زیر به فالکون

 محیط کشت مزانشیم ml 3کنیم. به رسوب سلولی می اوت پت پی

هلاا در محلایط کشلات     اضافه کرده، با چند بار پیپتاژ کلاردن سلالول  
شلاود.   اضافه شده به لوله فالکون، سوسپانسیون هموژنی تهیه ملای 

cm و فلاسک به د
محلایط کشلات مزانشلایم     ml 15، هرکدام 275

)میکرولیتلار(   μl1700  کنلایم. بلاه هلار فلاسلاک حلادود      اضافه می
سوسپاسیون سلولی اضافه کرده. بر روی هر فلاسلاک ملاورد نظلار    
مشخصات رده سلولی، تعداد پاساژ، تاریخ کشت و نام فرد آزمایش 

ت هلاا بلالاه منظلاور بررسلالای یکنواخلالا   کننلاده نوشلالاته شلاده. فلاسلالاک  
هلالاا در فلاسلالاک، بلالاا میکروسلالاکوم معکلالاوس  شلالادن سلالالول پخلاش 

درصلاد    CO2 5 گراد دارای درجه سانتی 37 انکوباتور مشاهده، و به
 90ها به تلاراکم   با رسیدن سلول .شدند منتقل رطوبت درصد 95 و

را تهیلاه کلارد. پلاس از انجلاام      CMدرصد، می توان محیط کشت 
استفاده می شود،  CMکشت سوم، از این پاساژ برای تهیه محیط 
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 5حاوی  Mem αفلاسک حاوی سلول را همراه با محیط کشت 
انکوبه کلارده و   (Overnight) ساعت 12را به مدت  FBSدرصد 

کنلایم وللای قبلال از آن،     آوری ملای  بعد از آن محیط رویی را جملاع 
سلول ها را آغشته به میتومایسین کرده تا از نظر تقسیم میتلاوزی  

از  و باشلاند  داشلاته  متلاابولیکی  فعالیت وانندبت غیرفعال شوند و تنها
 ولی تکثیرنشوند. حمایت نمایند جنینی بنیادی های سلول
 

هوای بنیوادی بوه رو      بررسی مزانشیمی بوودن سولول  

 فلوسایتومتری

هلاای بنیلاادی مزانشلایمی و    برای بررسی مارکرهای سطحی سلول
در های کشلات داده شلاده   تایید آنها بوسیله فلوسایتومتری از سلول

شود. برای انجام این کلاار پلاس از سلاومین     پاساژ سوم استفاده می

-بلاا   ها دوبار سلول .شده تخلیه هاسلول رویی پاساژ سلولی، محیط

PBS ها از کف فلاسلاک،   شوند. برای جداکردن سلول می شستشو
cmفلاسک  هر به

2 75 ،ml 5 به ها سلول و کرده تریپسین اضافه 
محلول تریپسین را با  .شدند داده قرار اتا  دمای در دقیقه 5 مدت

هلاا   خنثی کرده. انتقال سلول αMEMمحیط  ml 15اضافه کردن 
به  g300 ها با دور  لیتر و سانترفیوژ سلول میلی 15به لوله فالکون 

 μl100هلاا. میلازان    دقیقه خارج کردن محیط رویی سلالول  5مدت 
لظلات  غ .گرفتنلاد  قرار فلوسایتومتری مخصوص های لوله در سلول

، Isotype control ،CD105 ،CD90هلاای  بادی مناسبی از آنتی
CD29 ،CD45  وCD34  هلاا در   اضافه شد و انکوباسیون سلالول

گراد به ملادت یلاک سلااعت     درجه سانتی 4شرایط تاریکی و دمای 
شستشلاو داده شلاده و    PBS هلاا بلاا    انجام گردیلاد. دوبلااره سلالول   
بلاافر   μl200ی آخر، رسوب سلولی بلاا   سانتریفیوژ شدند. در مرحله

FACS  فلوسلاایتومتری  دستگاه شده و توسطسوسپانسیون BD
1 

 بلاا  فلوسلاایتومتری  نتلاایج  تفسیر و قرارگرفتند بررسی بررسی مورد
 .پذیرفت انجام FlowJo افزار نرم از استفاده
 

 لها با ماتریژ سازی پلیت آماده

 عاری شرایط در انجماد و نگهداری کشت، روشدر این مطالعه از 
-KO حلااوی  کشلات  محیط حاور در و کننده تغذیه های سلول از

SR
استفاده شده اسلات. ملااتریژل بلاا نسلابت      ماتریژل بستر برو  2
 فریلازر  در که را ماتریژل اصلی ظرف کار این برایتهیه شد.  1:60
 بهساعت  3الی  2 مدت به شود می نگهداریدرجه سانتیگراد  -20

                                                                                     
1. Becton Dickinson 

2. Knockout serum Replacement 

 یخچلاال  در تلادریج  بلاه  تارده ک منتقلگراد  درجه سانتی 4 یخچال
 آن در و شلاود  می تبدیل ژل به اتا  دمای در ماتریژلود )ش ذوب
 کشلات  محلایط  بلاا  سلاپس (. باشلاد  نملای  اسلاتفاده  قابل دیگر حالت

DMEM/F12  هلاا  ویلاال  در اسلاتفاده  مورد میزان به ورقیق کرده 
گلاراد   درجلاه سلاانتی   -20فریلازر  در و( شد Aliquotبندی ) تقسیم

درجلالاه  4 دررا  هلالاا الیلالاو، اسلالاتفاده زملالاانگردیلالاد. در  نگهلالاداری
هلاا   کرده، سپس ماتریژل در هلار یلاک از چاهلاک    ذوبگراد  سانتی

سلااعت در انکوبلااتور قلارار داده     3اللای   2کوت شده و برای مدت 
 محلایط  آن جای به و کشیدهرا  ماتریژل مدت این از بعدشوند.  می

 .شد اضافه  hESC کشت
 

 های بنیادی جنینی انسانی کشت و نگهداری سلول

روی بسلاتر ملااتریژل و    H5ی رده های بنیادی جنینی انسلاان  سلول
های مزبور روی  . سلولشد از پژوهشگاه رویان خریداری 25پاساژ 
شلاده بلاا ملااتریژل و در     های بدون لایه تغذیه کننده، پوشلایده  پلیت

برای شلامارش سلالول ابتلادا     کشت داده شد. hESCمحیط کشت 
از  μl50تهیلاه کلارده و    ml 1 سوسپانسلایون سلالولی را در حجلام   

درصلالاد را داخلالال  4/0 تریپلالاان بللالاو μl 50سوسپانسلالایون را بلالاا
میکروتیوم ریختلاه و پیپتلااژ شلاد. لاملال را روی لام قلارار داده و      

μl10    از مخلوط را به آرامی از لبه ی لامل روی لام نئوبلاار قلارار
هلاای زنلاده در    اده و به زیر میکروسکوم منتقل شد. تعداد سلالول د

پیلادا   X4تایی را ابتدا بلاا بزرگنملاایی    16های  هر چهار سری خانه
گلاردد و میلاانگین گرفتلاه     شمارش ملای  X10کرده و با بزرگنمایی 

از سوسپانسلایون سلالولی    ml 1هلاا در   شود.ت عداد کل سلالول  می
ده در محدوده استاندارد لام های شمارش ش عبارتند از: تعداد سلول

 )ضریک حجم(.104× (2ضریک رقت )× نئوبار

 

  hEScبر تمایز  MSCحاصل از  MCتاثیر محیط 

های بنیادی مزانشلایمی   سلول  MC به منظور بررسی تاثیر محیط
ساز کلیه بلاه روش   های پیش به سمت سلول hEScکلیه بر تمایز 
 زیر انجام شد:
ر ظلالارف کشلالات  د انسلالاانیهلالاای بنیلالاادی جنینلالای   سلالالول

در و کشت شدند چسبنده  به صورتروی ماتریژل ای خانه شش
صلاورت کلاه ابتلادا     . بلادین برای تمایز استفاده شلادند  ،روز هفت

ها به مدت هفت روز در  کشیده شد و سلول hEScمحیط رویی 
  CMدرصلاد   50و  30، 10های تملاایزی حلااوی    معرض محیط

 mlای تمایزی بلاه مقلادار   ه قرار گرفتند. ) از هرکدام از محیط
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روز یکبلاار  2ها اضافه شد(. محلایط تملاایزی هلار    به چاهک 5/1
هم هلار روز   (hESC)شده و محیط کشت گروه کنترل  تعوی 

 تعوی  گردید.
 

 ها  بررسی مورفولوژی سلول

( در طول مدت کشت Olympusاز میکروسکوم نوری معکوس )
حلاال تملاایز   هلاای در   به منظور بررسی تغییرات مورفولوژی سلالول 

 استفاده گردید.
   

 Real Time و بررسی بیان ژن به رو   RNAاستخراج 

RT-PCR 
از روش هلاای کلیلاوی    ژن بیان مقایسه الگو و میزانبه منظور 

Real Time RT-PCR بلارای بررسلای کملای    . گردید استفاده
هلاا را بررسلای نملاود و     یک از ژن هر mRNAها باید  بیان ژن
 DNAبایست آنرا بلاه   می ار است،ترکیبی ناپاید mRNA چون

در هنگام استخراج با  تبدیل نمود و همچنین cDNAمکمل یا 
سلاعی شلاود در تملاام مراحلال اسلاتخراج از       دقت عملال شلاود و  

. به طلاور خلاصلاه،   استفاده شود RNase DNase freeوسایل
 Total RNAبرای بررسی میزان بیان ژن در هر نمونه سلولی 

استخراج شلاد،   Ribo-Exبه روش دستی با استفاده از محلول 
سلالااخت شلالارکت  cDNAسلالاپس بلالاا اسلالاتفاده از کیلالات سلالانتز  

AMPLIQON  رشتهDNA   مکمل ساخته شده و در نهایلات
cDNA  های ساخته شده به عنوان الگو در انجامPCR Real 

time RT- .استفاده گردید 
 

 cDNA  سنتز

  AMPLIQONکیلات  از  cDNAدر ایلان تحقیلاق جهلات سلانتز    
شلاد. پلاس از اضلاافه     استفاده و مطابق دستورالعمل این کیت عمل

، مخللاوط حاصلال   μl20و رساندن حجم نهلاایی بلاه    RNAکردن 
زمان در دستگاه ترموسلاایکلر   -وارد چرخه دما cDNAبرای سنتز 

 شود. می
 

 ژل آگارز الکتروفورز

 ، به منظور بررسی میزان موفقیت واکنش و یلاا PCRپس از اتمام 
گلاردد   هایی انتخاب می ، یکی از انواع روشPCRبررسی محصول 

تلارین   باشلاد. متلاداول   موجود ملای  PCRکه برای بررسی محصول 
 .روی ژل آگارز است PCRروش، الکتروفورز محصول 

 

 Real Time PCR های تعیین کمی بیان ژن با رو 

هلاای مربلاوط در هلار مرحللاه از      برای مقایسه الگو و میلازان بیلاان ژن  
. بلادین منظلاور   استفاده شد Real Time RT-PCRآزمایش از روش 

cDNA   بدست آمده به عنوان الگو در انجلاامReal Time RT-

PCR   .وارد سلاازی  آملااده  از هلاا پلاس   نمونلاه مورد استفاده قرار گرفلات 
 Qiagene 6000 Rotorدسلاتگاه  از پلاژوهش  این ند. دردش دستگاه

Gene  کیلالات از مطالعلالاه ایلالانشلالاد. در  اسلالاتفاده AMPLIQON  بلالاا
 cDNAبه منظور ردیلاابی قطعلاات   ) Green  SYBRرنگ استفاده از

سلاازی مخللاوط    س از آملااده . پلا استفاده شلاد ( PCRمحصول واکنش 
قرار  Qiagene 6000 Rotor Geneتگاه ها در دس واکنش این نمونه

و Take offداده شلالالادند. پلالالاس از انجلالالاام واکلالالانش، داده هلالالاای  
Amplification نمونلالاه  هلالاا از آنلالاالیز دسلالاتگاهReal Time PCR 

1استخراج شد و توسط نرم افزار 
REST      .ملاورد ارزیلاابی قلارار گرفلات

بلاه عنلاوان کنتلارل داخللای )ژن      GAPDHبرای ایلان منظلاور از ژن   
 استفاده شد. mRNAسازی سط   مرجع( برای یکسان

 

 آنالیزهای آماری

گرفلات   بلاار تکلارار انجلاام   سلاه   نمونه بلاا  هر ها برای همه آزمایش

(n=3داده .)  انحلالاراف از معیلالاار ±هلالاا بلالاه صلالاورت میلالاانگین (sd 

±meanنلالارم هلالاا بلالاا  آنلالاالیز داده نهایلالات در ( گلالازارش گردیلالاد و
گرفت و به منظور مقایسه بین  صورت (5)ویراست   PRISMافزار
 one way) های آزمایشی تست آنالیز واریانس یلاک طرفلاه   گروه

ANOVA) داری کمتلار از   معنی ار گرفت و سط مورد استفاده قر

05/0 (0.05 ˂  P value )دار گلازارش   هلاای معنلای  به عنوان داده
گردید. بررسی و تفسیر نتایج فلوسایتومتری با استفاده از نرم افزار 

FlowJo  ( انجام شد.7.6)ویراست 

 

 نتایج 
 های بنیادی مزانشیمی نتایج حاصل از کشت سلول

هلاای بنیلاادی مزانشلایمی     همانطور که قبلا توضی  داده شد سلول
 MSCشلاد. مورفوللاوژی    روزه کشت داده 4جداشده از کلیه موش 

)غلظت  Mitomycin Cآمده است. سپس با استفاه از  1در شکل 
آن تهیه شد. همه  CM( غیرفعال شدند و محیط µg/ml10نهایی 
مزانشیمی را نشلاان  های بنیادی  های معمول سلول ها ویژگی سلول

ها دارای ظاهر دوکی شلاکل و توانلاایی    ای که سلول دادند به گونه
 چسبندگی به کف فلاسک را داشتند.

                                                                                     
1. Relative Expression Software Tool 
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مزانشیمی  های بنیادی میکروسکوپی از مورفولوژی سلول تصویر .1شکل 

 X40با بزرگنمایی  3: پاساژ B) 2: پاساژA)کلیه موش نوزاد.

 

 بنیادی جنینی انسانیهای  نتایج حاصل از کشت سلول

هلاای تملاایز    های تمایز نیافته از قسمت به منظور جداکردن قسمت
روز از کشت آن گذشته بلاود پاسلااژ    6که  hESCهای  یافته، کلنی

هلاا از روش آنزیملای اسلاتفاده شلاد،      داده شدند. جهت پاساژ سلالول 
، 2هلالاا بلالارروی ملالااتریژل کشلالات داده شلالادند. شلالاکل سلالاپس سلالالول
وز ششم(، قبل و بعلاد از تیملاار بلاا آنلازیم     )در ر hESCمورفولوژی 
 دهد. را نشان می IVکلاژناز 

 

هوای بنیوادی    تائیود سولول  نتایج فلوسوایتومتری بورای   

 مزانشیمی

نتایج آنالیز فلوسلاایتومتری  ها،  به منظور تایید هویت این سلول
سلالالولی هلاا نسلابت بلاه مارکرهلاای      نشلاان داد کلاه ایلان سلالول    

CD105 ،CD90  وCD29   هلاای   )مارکرهای شلااخ  سلالول
کلاه نسلابت بلاه     باشلاند، در حلاالی   ملای  مثبت بنیادی مزانشیمی(

هلاای   )مارکرهای شلااخ  سلالول   CD45و  CD34های مارکر
آملاده   3بودند. نتایج آن در شلاکل   بنیادی هماتوپویتیک( منفی

 است.
 

نتووایج فلوسووایتومتری بوورای ارزیووابی بیووان مارکرهووای 

CD24 ،CD133  وCD44 

ساز کلیلاه از مارکرهلاای سلاطحی     های پیش سایی سلولجهت شنا
CD24  وCD133     استفاده شد. بیان این مارکرهلاا بلاا اسلاتفاده از

و  30، 10های با غلظت تمایز در سه گروه 7فلوسایتومتری در روز 
ملاورد   (hESC)درصد از محیط کشت رویی و در گروه کنترل  50

 CD24یان دو مارکر بررسی قرار گرفتند. نتایج این ارزیابی برای ب
دهد که در هر سه گلاروه، نسلابت بلاه گلاروه      نشان می CD133و 

% محلایط کشلات رویلای،    10کنترل افزایش بیان داشته و در گروه 
بیان بالاتری نسبت به دو گروه دیگر مشاهده شد که این به معنی 
تمایز بهتر در این گروه می باشد. نتایج فلوسلاایتومتری در اشلاکال    

% بیشترین بیلاان  50در گروه  CD44ه شده است. نشان داد 5و  4
جاکلاه ایلان ملاارکر در شلارایط نرملاال کلیلاه و در        را داشته و از آن

بلاه   hESCدهنلاده تملاایز    شود نشلاان  های اپیتلیالی بیان می سلول
باشد. نتایج فلوسایتومتری بلارای بیلاان    های اپیتلیال کلیه می سلول

 نشان داده شده است. 6این مارکر در شکل 
 

 

 
های بنیادی جنینی انسانی  های سلول تصاویر میکروسکوپی از کلونی .2 شکل

های تغذیه کننده )روی ماتریژل( قبل از تیمار  شده در شرایط عاری از سلول کشت
 .IV (B). بعد از تیمار با آنزیم کلازناز نوعIV (A)نوعبا آنزیم کلاژناز 

 
 

 

 



 ... موش  هیکل از جداشده یمیمزانش یادیبن یها سلول ییرو کشت طیمح اثر یبررسو همکاران:  رازقی 106
 

  

 

 
 وCD105 ، CD90 مزانشیمی مارکرهای سطحی بیان از حاکیبه صورت نمودار هیستوگرام  3 پاساژ مزانشیمی بنیادی های سلول روی بر فلوسایتومتری نتایج .3 شکل

CD29خونساز های سلول بیان مارکرهای عدمو CD45  و CD34  خط آبی نشان دهنده بیان مارکرهای بود سلولها این درسط .CD105 ، CD90و CD29.  خط قرمز
 .unstainدهنده کنترل  نشان
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تیمار نشده به   hESCدرصد( و 50و  30، 10)در غلظت های  MSCتیمارشده با محیط کشت رویی  hESهای  در سلول CD24آنالیز فلوسایتومتری برای مارکر  (A .4شکل

. سمت چپ نمودار unstainدهنده کنترل  و خط قرمز نشان CD24دهنده بیان مارکر سطحی  تمایز. سمت راست نمودار هیستوگرام، خط آبی نشان 7عنوان گروه کنترل در روز 
dot plot بر اساس، جمعیت سلولیForward scatter  وSide scatter ،gate  .شده استB) یان مارکر مقایسه میزان بCD24 های تیمارشده و گروه کنترل. در گروه 
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تیمار نشده   hESCدرصد( و 50و  30، 10های  )در غلظت م MSCتیمارشده با محیط کشت رویی hESهای  در سلول CD133آنالیز فلوسایتومتری برای مارکر A)  .5شکل 

. سمت چپ unstainو خط قرمز نشان دهنده کنترل CD133 دهنده بیان مارکر سطحی تمایز. سمت راست نمودار هیستوگرام، خط آبی نشان 7به عنوان گروه کنترل در روز 
 های تیمارشده و گروه کنترل. در گروه CD133ان مارکر مقایسه میزان بی B)است.  شده Side scatter ،gateو  Forward scatterبراساس، جمعیت سلولی dot plotنمودار 
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تیمار نشده به   hESCدرصد( و 50و  30، 10)در غلظت های  MSCتیمارشده با محیط کشت رویی  hESهای  در سلول CD44آنالیز فلوسایتومتری برای مارکر   A).6 شکل

. سمت چپ نمودار unstainدهنده کنترل  و خط قرمز نشانCD44 دهنده بیان مارکر سطحی  سمت راست نمودار هیستوگرام، خط آبی نشان تمایز. 7عنوان گروه کنترل در روز 
dot plot بر اساس، جمعیت سلولی Forward scatter  وSide scatter ،gate  .شده است (B مقایسه میزان بیان مارکرCD44 ترل.های تیمار شده و گروه کن در گروه 

 
 

 

 
 

 

 
 

 



 ... موش  هیکل از جداشده یمیمزانش یادیبن یها سلول ییرو کشت طیمح اثر یبررسو همکاران:  رازقی 108
 

 

 سنتز شده cDNAارزیابی کیفیت 

سلااخته شلاده، بلاا اسلاتفاده از      cDNAبه منظور تایید کیفیلات  
انجام شد  PCR، واکنش GAPDHپرایمرهای اختصاصی ژن 
 (.7)شکل  درصد الکتروفورز شد 1و نتایج بر روی ژل آگارز 

 

ساز و اپیتلیالی کلیوی  نتایج ارزیابی بیان مارکرهای پیش

PAX2 ،CK18  و ZO1 باReal time RT-PCR 

)مارکر اختصاصی سلالول    PAX2به منظور بررسی کمی بیان ژن
 ZO1و  CK18هلالاای  سلالااز کلیلالاوی( و همچنلالاین بیلالاان ژن پلالایش

های اپیتلیالی کلیه( پلاس از اثلار محلایط کشلات      )مارکرهای سلول
و  30، 10کلیه موش نوزاد در سه غلظلات )  MSC رویی حاصل از

 Real time RT-PCR، از روش hES هلاای  درصد( بر سلالول  50
نشلالاان داده  8اسلالاتفاده شلالاد. طبلالاق نتلالاایج حاصلالاله کلالاه در شلالاکل 

-P<0.05)-P<0.001 دار  است، در هر سه گروه بیان معنی شده
(P<0.01 هلالالاای  ژنPAX2  ،CK18  وZO1   را نسلالالابت بلالالاه

دهد. نتایج این ارزیابی  به عنوان کنترل نشان می hESهای  سلول
های کلیوی با استفاده  به سلول hESهای  تایید کننده تمایز سلول
 است. MSCاز محیط کشت رویی 

 

 
حاوی  1%. چاهک شماره 1روی ژل آگارز  RT-PCRساخته شده. باندهای حاصل از بارگذاری محصولات  cDNAژل الکتروفورز برای تایید کیفیت  .7شکل 

Ladder 100bp محصولات  2،6،5،4،3های شماره  باشد، چاهک میRT-PCR  سنتز شده توسط پرایمر کنترل همراه کیت برای ژنGAPDH  7است و چاهک شماره 
 کنترل منفی می باشد.
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دهنده  نشان* تمایز. علامت 7در شرایط کشت دوبعدی در روز  ZO1و PAX2 ،CK18های  برای بررسی بیان ژن Real time RT-PCRهای  نمودار آنالیز آماری داده .8 شکل

 باشد )کنترل( می hESدرصد( و سلول های  50و  30، 10)در سه غلظت  MSCتیمارشده با محیط کشت رویی  hESهای  بین سلول (P<0.05) دار اختلاف معنی
 *P<0.05)- **P<0.01 -(***P<0.001 . 

 

 

 
 

 
 

 

 
 



 گیری بحث و نتیجه
هلاای   های اخیر در پزشکی بازساختی، امید را برای درمان پیشرفت

نوین نظیر سلول درمانی و مهندسی زیسلاتی کلیلاه را بلاه ارمغلاان     
های پیش ساز کلیلاه   های نوین نیاز به سلول است. این درمان آورده
های سلول بنیادی جنینلای، ایلان    توجه به ویژگی، همچنین با دارند
های کلیه  ها به عنوان یک منبع سلولی نامحدود برای سلول سلول

سازی بیماری در آزمایشلاگاه هسلاتند.    در پزشکی بازساختی و مدل
در حال حاضر، تمایز مستقیم سلول بنیادی جنینی انسلاانی نسلابت   

مطالعلاه قلارار    های دیگر کمتلار ملاورد   به تمایز مستقیم انواع سلول
تملاایز مسلاتقیم    گرفته است. با این حال مطالعات بسلایاری بلارای  

 اسلات  گلازارش شلاده   اجلاداد کلیلاوی  سمت به سلول بنیادی جنینی 
(Mae et al., 2010)   برخلالای از ایلالان مطالعلالاات بلالار تملالاایز .

است، کلاه هلام منحصلارا از طریلاق تشلاکیل       خودبخودیمتکی بوده
و هلام بلاا   ( Kramer et al., 2006) (EB)جنینلای  اجسلاام شلابه   

بلاوده  ( Steenhard et al., 2005) کلیوی های کشتی با سلول هم
ویلای حاصلال از جوانلاه میزنلاای     است. مطالعاتی اثر محیط کشت ر

(UB) (Ren et al., 2010 )های  کوچلاک  با مولکول (Mae et 

al., 2010)   انلاد. در   را بر روی تمایز سلول بنیادی گلازارش کلارده
به عنوان اوللاین مرحللاه از رونلاد     EBاغلک این مطالعات، تشکیل 

نه تنهلاا کلاارایی    EBاست. با این حال تشکیل  تمایزشان، انجام گرفته
های بنیلاادی   کمتری نسبت به کشت تک لایه در تمایز مستقیم سلول

سلاازی از   طلاول خلاال   جنینی دارد، بلکلاه مشلاکلات بیشلاتری را در    
 .(Nishikawa et al., 2007) های مورد نظر دارد سلول

های بنیادی جنینلای   در این مطالعه به منظور القاء تمایز، سلول
هلاای بنیلاادی مزانشلایمی     سلالول  CMانسانی در معلارض محلایط   

هلاای   روز قرار گرفتند. سلول 7حاصل از کلیه موش نوزاد به مدت 
hESC هلاای   طوری کلاه ژن  های کلیوی تمایز یافتند به به سلول
های کلیوی بیان شدند. در  ساز و اختصاصی سلول های پیش سلول
هلاا بلاه صلاورت     شلاده، تملاایز سلالول    هلاای تملاایزی انجلاام    بررسی

خودبخودی و بدون دخالت هیچ فاکتور القایی دیگر بوده است کلاه  
دهلاد. تصلافیه    تفاوت این تحقیق را با مطالعلاات دیگلار نشلاان ملای    

ت از خون، یکی از عملکردهای اصلی گلومرولی برای حذف ضایعا
های درون گلومرول نقش مهمی در فراینلاد   کلیه است و پودوسیت

کلاه   . با این حلاال بخلااطر ایلان   (Mae et al., 2010) تصفیه دارند
ها توانایی محدودی برای تکثیر سلولی در کلیلاه آسلایک    پودوسیت

توانلاد   سلااز ملای   دیده دارنلاد، اسلاتفاده از سلالول بنیلاادی یلاا پلایش      
ها را تبدیل به یک روش جایگزین برای بهبلاود تصلافیه    پودوسیت

د. بازسازی کل نفرون در کلیه بلاالق انسلاان ممکلان    کلی نرمال کن

هایی با مشخصلاات پلایش سلاازی دارد.     نیست، ترمیم نیاز به سلول
هایی که در  این سلول های پیش ساز برای جایگزینی مداوم سلول

رونلاد ملاورد نیلااز هسلاتند      طول مراحل فیزیولوژیکی از دسلات ملای  
رونلاد   میسلول از قطعات مختلف نفرون هر ساعت از بین  6000)

. (Pavenstädt, 2000) و از طریلالالاق ادرار دفلالالاع ملالالای شلالالاوند( 
تواننلاد بلاه    ساز کلیوی واقلاع در قطلاک ادراری ملای    های پیش سلول

هلاای   های اپیتلیال توبلاولار تملاایز یابنلاد. سلالول     گلومرول و سلول
تواننلاد بلاه سلامت     قع در کپسلاول بلاومن ملای   ساز گلومرول وا پیش

 .(Sagrinati et al., 2006) پودوسیت تمایز یابند
ساز، مقاومت بالایی در برابر آسیک در مقایسه  های پیش سلول

ها  های تمایز یافته در کلیه دارند، بنابراین این سلول با دیگر سلول
هلاای   منبعی برای درمان نارسایی کلیلاوی باشلاد. سلالول    توانند می

شده به  های مختلف نفرون جدا پیش ساز کلیوی بالق که از قسمت
های حیوانی بلاا آسلایک حلااد     در مدلر درمانیاث رسد دارای نظر می

وجلاود مارکرهلاای    (.Nishikawa et al., 2007) کلیوی هسلاتند 
سلااز   هلاای پلایش   لولاختصاصی سطحی برای تسهیل شناسایی سلا 

هلاای سلاطحی را    ضروری است. هر سلول ترکیک معینی از گیرنده
هلالاا قابلالال  دارا اسلالات و ایلالان ویژگلالای، آن را از انلالاواع دیگلالار سلالالول

کند. برای شناسایی سلول های پلایش سلااز    تشخی  و متمایز می
، یلاک مولکلاول سلاطحی    CD24پرتوان، حاور دو مارکر سطحی 

ل بنیادی انسانی استفاده ملای  که برای شناسایی انواع مختلف سلو
و همچنلاین توسلاط مزانشلایم     (Shackleton et al., 2006) شود

 Kubota) شود متانفریک القا نشده در طول تکوین کلیه بیان می

et al., 2003)  وCD133    مارکر بافت بزرگسلاال ملاورد ارزیلاابی ،
 CD24گیرنلالاد. نتلالاایج نشلالاان داده کلالاه هلالار دو ملالاارکر   قلالارار ملالای

لیلاالی جلاداری در کپسلاول بلاومن     های اپیت توسط سلول CD133و
. همچنلاین  (Sagrinati et al., 2006) بیلاان همزملاان داشلاتند   

هلاای   فلااکتور  +CD133و  +CD24ساز کلیلاوی   های پیش ولسل
کنند و  را بیان می OCT4رونویسی اختصاصی سلول بنیادی مثل 
و همچنین پتانسیل تملاایز   1دارای خاصیت خودنوزایی، کلون زایی

دهند.  مطالعلاات همچنلاین    های کلیوی را نشان می به انواع سلول
همزمان بیلاان  را  CD133وCD24 هایی که  دهد سلول نشان می

دهلاد   یابد، این نشان ملای  ها ادامه می در آن CD24کنند، بیان  نمی
های اپیتلیال کلیوی هسلاتند   ای از سلول زیر مجموعه CD133که 
های اپیتلیال جداری  کند و در آخر به سلول را بیان می CD24که 

. روی هلام  )Platt et al., 1983) شلاود  کپسول بومن محدود ملای 
 CD133به طور همزمان با  CD24رفته هنگامی که سلول های 

                                                                                     
1. Colonogenicity 
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کلیلاوی را کلاه    ساز شوند، یک جمعیت سلول بنیادی پیش بیان می
دهلاد. در   قادر به بازسازی توبولار در کلیه بالق هستند را نشان ملای 

هلاای اپیتلیلاال جلاداری در     یک مطالعه، یک زیر مجموعه از سلول
کپسول بومن را گزارش دادند، این زیر مجموعه بیان همزملاان دو  

و فلالااکتور اختصاصلالای سلالالول بنیلالاادی   CD24 ،CD133ملالاارکر 
(OCT4)  .ها دارای پتانسیل خودنوزایی و  این سلولرا نشان دادند

هلاای   کلونوژنیک بوده و نیز تحت شرایط کشت مناسک به سلالول 
هلاا زملاانی کلاه بلاه      یابند. این سلول اپیتلیال توبولار کلیه تمایز می

SCIDموش 
)دچار نق  سیستم ایمنی( تزریق شود، بلاه سلامت    1

کلیلاه  و باعث بهبودی کاملال عملکلارد    های کلیه ادغام شده توبول
 .(Sagrinati et al., 2006) شوند می

جهلات   CD133و  CD24در این مطالعه، از دو ملاارکر سلاطحی   
سلالااز کلیلالاه اسلالاتفاده کلالاردیم. نتلالاایج    هلالاای پلالایش شناسلالاایی سلالالول

و  CD24تملالاایز بیلالاان همزملالاان مارکرهلالاای  7فلوسلالاایتومتری در روز 
CD133      را نشان داد به طوری که این دو ملاارکر در هلار سلاه گلاروه

آمده در  نسبت به گروه کنترل افزایش بیان را نشان دادند. نتایج بدست
 ,.Ronconi et al) طالعات پیشین مطابقت دارداین مرحله با نتایج م

2009; Sagrinati et al., 2006) بیلالاان مارکرهلالاای .CD24  و
CD133  درصد  10در گروهCM   41/6درصلاد و   8/93، بلاه ترتیلاک 

درصلاد و   63/4درصلاد و   CM ،8/89درصلاد   30درصد بوده، در گروه 
درصلاد(   44/4درصد و 7/85کمترین بیان را ) CMدرصد  50در گروه 

ها نشان دادند. با این یادآوری کلاه در طلاول دوره    نسبت به سایر گروه
یابد و با توجه به  کاهش می CD133و  CD24تمایز بیان مارکرهای 

د درصلا  10در گلاروه    ZO1)و  (CK18که مارکرهلاای تملاایزی    این
CM   ،بنلاابراین ایلان گونلاه بلاه نظلار       بیشترین درصد بیلاان را داشلاتند
باعث تمایز شده ولی  MSCرویی رسد که استفاده از محیط کشت می

 hESاثر بهتری بر روی القاء تمایز سلول هلاای   CMدرصد  10گروه 
 های اپیتلیالی کلیه دارد. به سلول

شلاده از   شلاتق های بنیادی مزانشیمی م در این مطالعه هویت سلول
کلیه موش نوزاد با استفاده از روش فلوسایتومتری مورد ارزیلاابی قلارار   

هلاا مارکرهلاای سلاطحی مهلام      گرفت. نتایج نشان داد که ایلان سلالول  
کننلاد و   را بیلاان ملای   CD29و  CD105 ،CD90های مزانشیم  سلول

 CD34و  CD45های خون سلااز   نسبت به مارکرهای سطحی سلول
هلاا اثبلاات شلاد.     ه این وسیله مزانشیم بودن سلولبیانی نشان ندادند، ب

آمده از این مرحله از تحقیق توسط نتایج دیگلار محققلاین    نتایج بدست
فاکتورهلالاای  MSCs. (Baddoo et al., 2003) گلالاردد تائیلالاد ملالای

                                                                                     
1. Severe Combined Immunodeficiency 

، CMتوانلاد بلاه محلایط     کنند که می مختلف و سایتوکاین را ترش  می
شلاود. اثلارات پلااراکراینی    تحت شلارایط خلااص فیزیوللاوژیکی اضلاافه     

توانلاد   ملای  MSCsهای ترشلا  شلاده از    فاکتورهای رشد و سایتوکاین
باعلالاث تحریلالاک بازسلالاازی بافلالات شلالاده و یلالاا اثلالارات ضلالادآپاپتوتیکی  

 -باشد. تمایز ممکن است هلام توسلاط تملااس مسلاتقیم سلالول      داشته
شلاده مثلال    سلول و هم به طور شیمیایی از طریق فاکتورهلاای ترشلا   

ها و فاکتورهای رشلاد شلاروع شلاود. چنلادین      ترلوکینها، این سایتوکاین
های بنیادی، هلام بلاه کلیلاه     مطالعه شواهدی را فراهم آورده که سلول

شود و هم بلاه   دیده مهاجرت کرده و به سیستم توبولار ادغام می آسیک
 Poulsom et) کنلاد  بازسازی از طریق اثرات اندوکراینی کملاک ملای  

al., 2001).   لذا در این مطالعه اثر محلایطCM  هلاای بنیلاادی    سلالول
های بنیادی جنینی ملاورد   مزانشیمی موش نوزاد را بر روی تمایز سلول

 مطالعه قرار دادیم.
CM های کلیه جنینی را به عنوان یک مکمل  حاصل از سلول

اسلات، بلاا    برای تیمار فاکتور رشد در مطالعات گذشته بررسی شلاده 
تواند حاوی فاکتورهای ضروری بلارای   این دلیل که این محیط می

هلاای   ها نشلاان دادنلاد کلاه سلالول     القاء صحی  تمایز کلیه باشد. آن
ه جنینلای را ایجلااد   اجسام شلاب  LIFبنیادی جنینی موش در غیاب 

( و آکتیوین، مارکرهای RAکردن رتینوئیک اسید ) کرده و با اضافه
( بیان شلاده، سلاپس بلاا    Brochyuryو  PAX2)مزودرم حدواسط 

 (UB) تهیه شده ازکشت سلول های جوانلاه میزنلاای   CMمحیط 
 10روز تیمار شدند. بعلاد از   10روزه موش به مدت  13کلیه جنین 

بیلاان   POD-1و  WT1 ،PAX2، E-cadherinروز، مارکرهلاای  
 (. Ren et al., 2010) شدند

سلااز   )ملاارکر پلایش   PAX2هلاای   در مطالعه حاضر، بیلاان ژن 
هلاای   )مارکرهلاای اختصاصلای سلالول    CK18 و ZO1کلیلاوی( و  

بررسلای   Real time RT-PCRاپیتلیال کلیه( با استفاده از روش 
دهلالاد در  را نشلالاان ملالای PAX2شلالاد. نتلالاایج، بیلالاان محلالادودتری از 

را به میلازان  CK18 و ZO1که مارکرهای اپیتلیالی کلیوی  یصورت
هلاای   هلاای اساسلای سلالول    یکی از ژن PAX2کنند.  بالا بیان می

ساز کلیوی است. این ژن در مراحل مختلف تکوین کلیه بیان  پیش
شود اما در طی بلوغ، بیان آن کاهش می یابد. بلاه طلاور کللای     می

PAX2 زنای و در مزانشلایم  فاکتور رونویسی است که در جوانه می
شلاود و در   متانفریک القا شلاده توسلاط جوانلاه میزنلاای، بیلاان ملای      

یابد، که ایلان   های بالق اپیتلیال توبولار به سرعت کاهش می سلول
 ملاا مطابقلات دارد   Real Time RT-PCRموضوع با داده هلاای  

(Bussolati et al., 2005)هلالاای اپیتلیلالاالی،  . در بلالاین سلالالول
عنوان ساختاری ساکن است کلاه یلاک سلادی     اتصالات محکم به
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هلاا   ها، پروتئین ها و سایر مولکول ها، یون برای حرکت آب، محلول
کنلاد. اتصلاالات    ایجاد کرده و همچنین قطبیت سلول را حفظ ملای 

محکم یک ساختار اساسی مورد نیاز برای عملکرد اپیتلیلاال سلاالم   
یک یکی از پروتئین های مهم اتصالات محکم و  ZO1باشد.  می

 باشلالاد هلالاای اپیتلیلالاال تملالاایز یافتلالاه ملالای ملالاارکر اختصاصلالای سلالالول
(Fanning et al., 1998)     اتصلاالات محکلام نقلاش مهملای در .

که هنگلاام آسلایک، بهبلاود     های کلیه دارد، به طوری عملکرد توبول
اپیتلیال کلیوی، نیاز به تعلاداد زیلاادی فراینلادهای پیوسلاته شلاامل      

هلالاای فیلامنلالات  تشلالاکیل مجلالادد اتصلالاالات محکلالام دارد. پلالاروتئین
هلاای سلااختاری اختصاصلای     ئین(، یکی از پلاروت (CKسایتوکراتین 
های کلیلاه   های ساده مثل اپیتلیال سلول باشند. اپیتلیال اپیتلیال می

 کننلالاد را بیلالاان ملالای CK18شلالاان مثلالال  هلالاای اصلالالی فقلالاط کلالاراتین
(Ostalska-Nowicka et al., 2004) پلالاس از اثلالار محلالایط .CM 

هلاای بنیلاادی    های بنیادی مزانشیم کلیه موش نوزاد بلار سلالول   سلول
نسلابت بلاه    CK18و  ZO1هلاای   جنینی، افزایش قابل توجه بیان ژن

هلاای   بلاه سلامت سلالول    hESCاییدی بر تمایز تواند ت گروه کنترل می
های بنیادی جنینی انسلاانی بلاه    اپیتلیالی باشد روشی برای تمایز سلول

در یلاک   (EB) جنینلای  های اپیتلیالی را با تشلاکیل اجسلاام شلابه    سلول
تمایز نیافته را در شرایط معلق کشلات   hESCها  مطالعه ارائه دادند. آن

، اثلار  EBاز  +CD133+ CD24هلاای  دادند، پس از جداسازی سلالول 
های بنیادی مزانشیمی کلیه موش بالق را برای تمایز بیشتر ایلان   سلول
کشلاتی ملاورد بررسلای قلارار دادنلاد. بیلاان        ها بلاا اسلاتفاده از هلام    سلول

و مارکرهلالاای اپیتلیلالاالی  (WT1و  PAX2)سلالاازی  مارکرهلالاای پلالایش
کشلالاتی ایلالان  در قبلالال و بعلالاد از هلالام (CK18و  ZO1)توبلالاولار کلیلالاه 

بررسلای   (A-KMSC) های مزانشیم کلیه موش بالق ها با سلول سلول
، پلاس از  +CD133+ CD24هلاای   شد. نتایج نشان داد که در سلول

، CD24سلاازی   ، بیلاان مارکرهلاای پلایش   A-KMSCکشلاتی بلاا    هم
CD133 ،PAX2  وWT1 که بیان مارکرهلاای   کاهش یافته در حالی

 Ehsani et) یابد افزایش می (CK8و  CK18 ،ZO1) اپیتلیالی کلیه

al., 2019) نتایج حاصل از .RT-PCR Real time هلاای   ، بیلاان ژن

ZO1،PAX2   وCK18  تمایز در هر سلاه گلاروه را نشلاان     7در روز
داری  افلازایش معنلای   PAX2داد. با توجه به نتایج حاصلال، بیلاان ژن   

(P<0.05 ) نلاین  درصد نشان داد و همچ 30درصد و  10را در دو گروه
در هلالار سلالاه گلالاروه بصلالاورت ZO1 و  CK18هلالاای  میلازان بیلالاان ژن 

نسبت به گروه کنترل افزایش نشلاان   P<0.001-(P<0.01)دار  معنی
بلاا اسلاتفاده    hESهای  دهنده تمایز با کارایی بالای سلول داد که نشان

در طی مسیر تمایزی است. نتایج بدست آمده در ایلان مرحللاه    CMاز 
 ;Bussolati et al., 2005) با نتایج سایر محققین مطابقلات داشلات  

Ehsani et al., 2019; Kang & Han, 2014)   قابل ذکلار اسلات  .
درصلالاد در بیلالاان دو ژن  10داری در گلالاروه  کلالاه افلالازایش بیلالاان معنلالای

CK18  وZO1  شود. نسبت به دو گروه دیگر دیده می 
حاصلالال از سلالالول بنیلالاادی  CMدر مطالعلالاه حاضلالار، اثلالار محلالایط 

مزانشیمی کلیه موش نوزاد مورد بررسی قرار گرفت. نتلاایج نشلاان داد   
هلالاای بنیلالاادی مزانشلالایمی  حاصلالال از سلالالول CMاسلالاتفاده از محلالایط 

ز سلالول  توانلاد تلااثیر مثبتلای بلار تملاای      جداشده از کلیه موش نوزاد، می
های اپیتلیالی بالق کلیوی داشلاته   بنیادی جنینی انسانی به سمت سلول

هلاای   و ژن (CD133و  CD24) سلاازی  باشد و بیان مارکرهای پلایش 
 CK18و  PAX2،ZO1های اپیتلیالی توبولار کلیه،  اختصاصی سلول

توانلاد بلاه عنلاوان     تاییدکننده این موضوع است. این روش تمایزی ملای 
ایجاد شلارایط مناسلاک بلارای بازسلاازی کلیلاه در       گامی موثر در جهت

شرایط آزمایشگاهی محسوب شود. بنابراین معرفی این روش تملاایزی  
بلاه   hPSهلاای   می تواند به عنوان روشلای مفیلاد بلارای تملاایز سلالول     

های اجداد کلیه قلمداد شود که باعلاث تسلاهیل درملاان بیملااری      سلول
هلاای   اده از تکنیلاک های مربوط به کلیه با استف کلیوی و دیگر بیماری
شناسلای تکلاوین و زیسلات     شود. ترکیک زیسلات  پزشکی بازساختی، می

شد برای دسلاتیابی   شناسی سلول بنیادی، که در این گزارش نشان داده
 به این هدف موثر خواهد بود.
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