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     چكيده

 
 زاييبيماري هايمكانيسم ياز آنجا كه مطالعه. باشدمي پلاسماسل به مربوط بدخيمي يك ميلوما مالتيپل بيماريزمينه و هدف: 

 بدن مهـم يولوژيكفيز محيط به نزديك و آزمايشگاهي محيط در بيماري ايجاد عامل هايسلول در دخيل رسان پيام مسيرهاي و
 فيزيولوژيك محيط هب شباهت بيشترين با محيطي آزمايشگاهي، محيط در هاسلول يمطالعه براي محيط بهترين بنابراين باشد؛مي
 سـلولي كشـت فرآينـد در هاسلول رشد مكمل عنوان به )FBSگاوي ( جنين سرم از استفاده كه است حالي در اين باشد.مي بدن
 )Bcl2 و Bax( بقـاء و )Cyclin-D و Ki-67( تكثير در آمنيوتيك مايع تاثير مطالعه اين هدف بنابراين؛ باشدمي رايج بسيار
  .باشدمي گاوي جنين سرم با مقايسه در U266 و RPMI8226 ميلومايي رده دو

 هايرده كشت از پس. شد آوريجمع استريل بصورت و سزارين عمل حين در باردار خانم 6 از انساني آمنيوتيك مايع :كارروش 
. شـد انجـام تيكآمنيو مايع متفاوت هاينسبت با گروه چهار در سلولي هايرده تيمار ،)U266 و RPMI8226( ميلوما سلولي

 چنـين هـم. گرفـت انجام نئوبار لام و بلو تريپان استفاده با هاسلول حيات بررسي و سلولي شمارش تيمار، از پس ساعت 96 و 48
 ،Ki67 ايهـژن بيـان ميـزان نهايـت در و گرفـت انجـام شـده تيمار ميلومايي هايسلول مانيزنده بررسي جهت MTT تست

Cyclin-D1، Bax  وBcl-2 تكنيك توسط Real time PCR  و به روشSYBR Green شد واقع ارزيابي مورد.  
 اب تيمار تحت مطالعه مورد هايگروه در كه داد نشان سلولي آپوپتوز و تكثير فرآيند در دخيل هايژن بيان ميزان بررسي :هايافته
 در و bcl-2 آپوپتوتيك آنتي ژن بيان افزايش نينهمچ و Ki-67، Cyclin-D1 هاي ژن بيان معنادار افزايش آمنيوتيك، مايع
 منبـع يـك عنوان به آمنيوتيك مايع دهدمي نشان ما هايداده .شد مشاهده Bax آپوپتوز، مسئول ژن بيان معنادار كاهش مقابل
 كـه هرچنـد دهـد، افـزايش گاوي جنين سرم به نسبت معناداري صورت به ساعت 96 تا را ها سلول تكثير و رشد تواندمي مغذي
  .باشدمي بيشتر كشت از پس ساعت 96 به نسبت ساعت 48 در سلولي بقاي و تكثير ميزان
 جنـين سـرم بـراي گزينيجاي عنوان به رشد حامي عنوان به آمنيوتيك مايع از توانمي مطالعه اين هاييافته بر بنا گيري:نتيجه
 بهتـر رسـدمي نظر به كه رديدگ ارزيابي ميلومايي سلولي رده دو بر مايع اين تاثير مطالعه اين در. نمود استفاده ساعت 96 تا گاوي
  .شود واقع آزمون مورد نيز ديگر هايسلول بر مورد اين در ترجامع گيرينتيجه براي است

  
  : گزارش نشده است.تعارض منافع

  است.حامي مالي نداشته : منبع حمايت كننده
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Abstract   

 
Background: Multiple Myeloma is a Plasma Cell Malignancy. Since the study of 
pathogenicity mechanisms and messenger pathways involved in the causative agent cells is 
important in the laboratory environment and close to the physiological environment of the 
body, therefore, the best environment for the study of cells in the laboratory environment, an 
environment most closely resembling the physiological environment of the body. However, 
the use of fetal bovine serum (FBS) as a supplement to the growth of cells in the cell culture 
process is very common. Therefore, the aim of this study was to investigate the effect of 
amniotic fluid on proliferation (Ki-67 and Cyclin-D) and survival (Bax and Bcl2) of both 
RPMI8226 and U266 Myeloma in comparison with fetal bovine serum. 
Methods: Human amniotic fluid was collected from 6 pregnant women during cesarean 
section and sterilized. After cultivating myeloma cells (RPMI8226 and U266), cell line 
treatments were performed in four groups with different amniotic fluid ratios. 48 and 96 
hours after treatment, cell count and cell survival were evaluated using trypan blue and 
neobar lam. MTT test was also used to assess the survival of the treated Myeloma cells. 
Finally, Ki67, Cyclin-D1, Bax and Bcl-2 genes were evaluated by Real Time PCR and 
SYBR Green. 
Results: Evaluation of the expression of the genes involved in the process of cell 
proliferation and apoptosis showed that the amniotic fluid treated groups significantly 
increased the expression of Ki-67, Cyclin-D1 genes and also increased the anti-apoptotic 
gene expression of bcl 2, and a significant decrease in expression of the gene responsible for 
apoptosis, Bax was observed. Our data suggest that amniotic fluid as a nutrient source can 
increase cell growth and proliferation up to 96 hours significantly in comparison with that of 
fetal bovine serum, although cell proliferation and cell survival in 48 hours than 96 hours of 
more cultivation. 
Conclusion: Based on the findings of this study, ammonia fluid can be used as a supporter 
of growth as a replacement for bovine serum for up to 96 hours. In this study, the effect of 
this fluid on the two cell lines of myeloma was evaluated, which seems to be better tested for 
more comprehensive conclusions in this regard on other cells. 
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  مقدمه

تمـايز  Bهـاي مالتيپل ميلوما، به بدخيمي لنفوسـيت
ي تكثيـر در نتيجـه و شـودگفته مي) يافته (پلاسماسل

هـاي يـك كلـون منفـرد ايجـاد غيرطبيعي پلاسماسـل
. اين بدخيمي دومين سرطان خون شايع پـس گرددمي

مـورد در هـر  7تـا  6هوچكين و با شـيوع  از لنفوم غير
باشد. اين بيمـاري يـك درصـد بزرگسال مي 000/100

هـاي خـوني ها و ده درصد موارد بدخيميتمام بدخيمي
 ايـن هـاي عارضـه و علائم ترين شود شايعرا شامل مي

 شكســتگي يــا درد ي،آنمــ ضــعف، :از عبارتنــد بيمــاري
 در شـديد اخـتلال طرفـي از كليـه؛ نارسايي و استخوان
 سـركوب و ميلومـا مالتيپل به مبتلا افراد ايمني سيستم
 نقـص مسـتعد را افراد سلولار، و همورال ايمني سيستم
 مكـرر هـاي عفونـت انـواع بـه ابـتلا نتيجـه در و ايمني

ها بسـتگي بـه بقا، رشد و تمايز پلاسماسل. )1( كندمي
هـاي محـيط مغـز اسـتخوان دارد. واكـنش شرايط ريـز

ــه  ــي ك ــت و منف ــل مثب ــلمتقاب ــان پلاسماس ــا و مي ه
شـود از هاي اسـترومال مغـز اسـتخوان ايجـاد ميسلول

هاي چسبندگي ها و مولكولها، گيرندهطريق سايتوكاين
ز: گيرد كه برخي از آنها عبارت اند اگوناگوني صورت مي

IL-6 ، VEGF، TNF)2(.  
 هـاي مدل با كمك سرطان، پاتوبيولوژي ي زمينه در

مطالعـات  سلولي از جمله رده هاي آزمايشگاهي مختلف
 از جمعيتي سلولي هاي رده. پذير شده اندمتنوع امكان 

مسـتمر در  تكثيـر و رشـد در بـالقوه توانايي با ها سلول
 كشـت محيط هاي اغلب ).17(دارند  محيط هاي كشت

 رشـد شـرايط نمـي تواننـد تنهـائي به خودشان سلولي
 سرم افزودن بنابراين كنند، فراهم كامل طور به را سلول

 معمـولي امر سلول كشت محيط هاي تهيه در حيوانات
 عملكـرد هـاي از. مي گيرد صورت است مدتها كه است
 و pH نگهـداري و حفظ سلول كشت محيط هاي اصلي

ــراي لازم اســمولاريته ــراهم و ســلول حيــات ب  آوردن ف
 سـلول تكثيـر و رشد براي لازم انرژي و غذايي نيازهاي

 و  منظور كسب نتايج بهتر، موفقيت در كشـتبه  .است
 )In بـدن درون محـيط سـازي شبيه و ها سلول تكثير
vivo (هاي مختلف جـانوران، سالهاسـت كـه انـواع گونه

 -Calf Serum) هاي جانوري به ويژه سـرم گوسـالهسرم
CS) و جنـين آن (Fetal Bovine Serum-FBS)   بـراي

-in كشت و تكثير رده هاي مختلـف سـلول در شـرايط
vitro   به عنوان مكملّي غنـي كننـده و سرشـار از مـواد

 مـورد سـلولي كشتمغذيّ به همراه محيط هاي متنوع 
 FBSبه دليـل آنكـه اسـتفاده از  .گيرندمي قرار استفاده

مي تواند داراي مشكلات اخلاقي، بهداشتي يا اقتصـادي 
مختلفي باشد، اسـتفاده از تركيبـات طبيعـي و انسـاني 

  سودمند باشد.جايگزين آن مي تواند 
)، تركيبي پيچيده، Amniotic Fluid( تيكآمنيو مايع
آور و ديناميك بوده و در داخـل فضـايي بـه نـام حيرت
گزيني و حتي قبل ي آمنيون كه كمي پس از لانهكيسه

شـود، قـرار دارد. از قابل تشخيص بودن جنين ايجاد مي
ميكروبيـال، اين مايع عـلاوه بـر دارا بـودن اثـرات آنتـي

توي مواد مغذي و فاكتورهاي رشد متعددي است كه مح
 در آن كلي حجماز رشد جنين انسان حمايت مي كند. 

 درو  رسـديمـ يتـرلميلي 2500-500 به بارداري اواخر
 بـه غشـايي از كه آمنيوني حفره نامهب غشايي يهكيس

 جنين اطراف و داشته جاي است، شده محصور نام همين
ي دهند كه فاكتورهامطالعات نشان مي .كندمي احاطه را

رشد يافت شده در مايع آمنيوتيك كه نقـش مهمـي در 
كند، بـا فاكتورهـاي رشد و تكامل جنين انسان بازي مي

 . از آنجا كه)3(موجود در شير انسان قابل مقايسه است 
ها در نتايج ممكن است ناشي از تفـاوت در برخي تفاوت

محيط هاي آزمايشگاهي باشد بنابراين در ايـن مطالعـه 
و  Cyclin-D)و  Ki-67تكثيـر (تاثير مايع آمنيوتيك در 

 و RPMI8226دو رده ميلومــايي  Bcl2) و  (Bax بقــاء
U266 در مقايسه با سرم جنين گاوي مورد ارزيابي قرار 
  گرفت.

  
  روش كار

 هـاي نمونـه آوري جمـع بـراي: تهيه مايع آمنيوتيك
 زايمـان و زنـان بخش به 1396در سال  آمنيوتيك مايع

 .شـد مراجعـه بهمن و) ره( خميني امام هايبيمارستان
 بـدون بـاردار خـانم هفـت از آمنيوتيـك مـايع ينمونه
 بـه هركدام از و عفونت و خاص بيماري به ابتلا يسابقه
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پيش از تهيـه نمونـه هـا  .شد تهيه ميلي ليتر 20 ميزان
روش كار توسط كميته اخلاق دانشگاه شـهيد صـدوقي 
يــــــزد تأييــــــد شــــــد و كــــــد اخــــــلاق 

IR.SSU.MEDICINE.REC. 1396.140 ــه ــه هانمون  ب
 زنجيـره ي توسط فالكون هاي لوله در و استريل صورت
سلول  جداسازي منظور به .شدند منتقل دانشگاه به سرد
 در و 12000g دور در سـاعت 1 مـدت بـه هـا نمونه ها،
 مـايع جداسـازي از پـس. شـدند سانتريفوژ C ◦4ي دما

 نمونه استريل شرايط حفظ با و لامينار هود زير در رويي
 نسـبت بـه سـپس و شده استريل 0,22 فيلتر توسط ها

 – C 70 0 دمـاي در و شـده اليكـوت و مخلوط مساوي
 از يكـي شـده تهيـه نمونـه ي هفت از .شدند نگه داري
 سـاير بـه نسـبت تيره تر رنگي داشتن دليل به نمونه ها
 دليـل بـه سانتريفيوژ از پس تيره رسوب نيز و نمونه ها
 از و شــد گذاشـته كنـار مكونيــوم بـه آلـودگي احتمـال
  .گرديد حذف آزمايش

 رده ي دو مطالعـه، اين در: رده هاي سلولي ميلومايي
 بانـــك از )RPMI8226 و U-266( ميلومـــايي ســـلولي
 جهت .شد خريداري تهران-ايران پاستور انستيتو سلولي
 روش از شـــده خريـــداري ســـلولي رده هـــاي تاييـــد

 CD138 و CD38 شاخص هاي بررسي و فلوسايتومتري
 شـد اسـتفاده هسـتند، اختصاصـي پلاسماسل براي كه

)CD38+، CD138 +و CD19-.(  
 قرائت جهت سلولها سازي آماده روش: فلوسايتومتري

 سـلول 5×410 بدين شرح بود. دستگاه فلوسيتومتري در
مورد شستشو قرار گرفت. سپس PBS  با و شمارش شده

شـدند. در ادامـه  معلـق BSA 3% از100μl در  هاسلول
ــزان  ــي از μl5مي ــادي آنت ــه ب -anti-CD38,antiاولي

CD138,anti-CD19) ،( ISO antibody  به آن ها اضافه
 يخچال با در انكوباسيون دقيقه 45تا  30شد. به دنبال 

 در  تجمـع سـلولي و سرد شسته شد PBSليتر ميلي 1
100μl ازBSA 3% .معلق شد  

 رده اين تهيه از پس: كشت رده هاي سلولي ميلومايي
 در 2cm25 فلاسـك هـاي در سلول ها اين سلولي، هاي

 سـرم %10 حاوي كه RPMI1640 كشت محيط حضور
 درجه 37 دماي با انكوباتور در بود،) FBS( گاوي جنين

 بـه رطوبـت %95 و كـربن اكسـيد دي %5 سانتي گراد،
 زمـان گذشت از پس. شدند داده كشت ساعت 24 مدت
 فالكون لوله هاي به فلاسك ها محتويات تمام شده، ذكر

 g 300 سـرعت با و شد منتقل استريل ليتري ميلي 50
 مـايع شد، سانتريفيوژ محيط دماي در دقيقه 5 مدت به

 در آمـده دست به سلولي رسوب و شد ريخته دور رويي
 گشـت مخلوط RPMI-1640 كشت محيط ليتر ميلي 1
 محلـول از اسـتفاده بـا زنـده سلول هاي درصد سپس و

 ايـن كـه زمـاني و گرديـد تعيين نئوبار لام و بلو تريپان
 ادامـه ي بـراي سلول هـا اين بود، %95 از بيشتر مقدار

 قـرار اسـتفاده مـورد آمنيوتيـك مايع با تيمار و مطالعه
  .گرفتند

: بررسي زمان نقاط و دوز ميزان نظر از مطالعه طراحي
 10 ،5 دوزهاي ارزيابي و پايلوت تست هاي انجام از پس

 سـلولي رشـد ميزان ارزيابي و آمنيوتيك از درصد 20 و
 مبنــاي نتــايج، مشــاهده و 6 و 3 ،2 ،1 روزهــاي، طــي

 درصد 20 و 10 آمنيوتيك مايع از استفاده بر را طراحي
. داديـم قـرار سـاعت 96 و 48 را ارزيـابي زماني نقاط و

 :باشـد مي ذيل شرح به هاسلول شرايط طراحي بنابراين
 به كه ميلومايي سلولي رده هاي: منفي كنترل-G1 گروه

ــا كشــت شــرايط در ســاعت 96 و 48 مــدت  محــيط ب
RPMI-1640 آن هـا به يسرم هيچ گونه و داشتند قرار 

 سـلولي رده هـاي: مثبـت كنترل-G2 گروه .نشد اضافه
 كشـت  شرايط در ساعت 96 و48 مدت به كه ميلومايي

 گروه .شتنددا قرار FBS10% همراه به  RPMI-1640 با
G3-بـه كـه ميلومـايي سـلولي رده هـاي: مطالعه تحت 

  RPMI-1640 بـا كشت شرايط در ساعت 96 و48 مدت
ــه ــراه ب ــك  FBS10% هم ــايع آمنيوتي ــرار %10 و م  ق

ــد ــروه .گرفتن ــه تحــت-G4 گ ــايرده: مطالع  ســلولي ه
 كشـت شرايط در ساعت 96 و48 مدت به كه ميلومايي

 قـرار  Amniotic Fluid%20 همراه به  RPMI-1640 با
رده  تيمـار نحـوه ي و مطالعـه مورد گروه هاي .گرفتند

 طـور بـه 1 جـدول در آمنيوتيـك مـايع بـا سلولي هاي
  .است شده آورده خلاصه

پــيش از آن : MTTارزيــابي حيــات ســلولي بــا روش 
 اسـتفاده با زنده سلول هاي درصد تعيين و تام شمارش

 Trypan Blue Dyeروش بــه بلــو تريپــان محلــول از
Exclusion روش. شــد انجــام MTT ــك ــگ روش ي  رن

 در زنـده سـلول هـاي توانايي مبناي بر است كه سنجي
 رسـوب بـه آن تبديل و برومايد تترازوليوم نمك احياي

 بـه زرد از رنگ تبديل تست، اين در. باشد مي فورمازان
 و باشـد مي مرده و زنده هاي سلول تمايز اساس بنفش
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 چاهـك هر در) Optical Density( نوري دانسيته مقدار
ــانگر ــزان نش ــن مي ــديل اي ــگ تب ــي رن ــت از ناش  فعالي

سلول  كشت از پس .مي باشد ميتوكندريايي دهيدروژناز
 بـه هـا نمونـه از هريـك نظـر، مـورد محيط هاي در ها

 و يافتـه انتقـال گرد ته اي خانه 96 استريل ميكروپليت
 حـاوي مرطـوب انكوبـاتور در سـاعت 96 و 48 مدت به

Co2 5% 37 دماي و◦C منظـور بـه. شـدند داده كشت 
 گـروه هـر بـراي چاهـك 4 آزمـون، تكرارپذيري كنترل
 شـدن طـي از پـس. شـد گرفتـه نظـر در مطالعه مورد
 MTT محلول ميكروليتر 10 ميزان به مذكور، هايزمان

 4 مـدت بـه پليـت. شـد اضـافه چاهك ها از يك هر به
 از اسـتفاده بـا و سانتي گـراد درجه 37 دماي در ساعت
. شد داده قرار انكوباتور در كامل تاريكي در فويل پوشش

 10 مـدت بـه پليـت مـذكور، زمان شدن سپري از پس
 محـيط سـپس. شـد سانتريفيوژ g 400  دور با و دقيقه
 100 ميـزان و شد خارج بالا دقت با چاهك هر در رويي

 پليـت. گرديـد آن جايگزين DMSO محلول ميكروليتر
 دقيقـه 20 مدت به فويل با مجدد شدن پوشانده از پس
 جـذب نهايـت در و شـد داده قـرار شـيكر دستگاه روي
 طـول در  الايزا خوانش دستگاه توسط چاهك هر نوري
  .گرديد قرائت نانومتر 570 موج

Real Time PCR : در اين مطالعهRNA  تام به كمك
TRIzol  بر اساس دستورالعمل شركت سازنده استخراج

اسـتخراج  RNAشد. به منظور ارزيـابي كنتـرل كيفـي 
شده از لحاظ كمي و كيفـي بـه ترتيـب، ميـزان جـذب 

 كمــك بــه  280/260Aهــاي مــوج طــول نــوري آن در
 %5/2بيوفتــومتر و بارگــذاري روي ژل آگــاروز  دســتگاه

 كيـت از بـا اسـتفاده  cDNA . سـنتز)4(انجام گرفـت 
Thermo Fisher  طبــق دســتورالعمل شــركت ســازنده

به صـورت سـه  Real Time PCR انجام گرفت. واكنش
و بـه  Biofact 2X Master Mix از استفاده با مرحله اي

طبق دستورالعمل شركت سـازنده  SYBR Greenروش 

  .است شده آورده خلاصه طور به 1 جدول در آمنيوتيك مايع با سلولي هايرده تيمار ينحوه و مطالعه مورد هايگروه -1جدول 
    )منفيكنترل ( G1گروه   (كنترل مثبت)G2گروه   G3گروه  G4گروه 

  
RMPI1640+20%AF  

  

 
RPMI1640+%10FBS+ 

10%AF  

 
RPMI1640+FBS10%  

  
RPMI1640  

  

48  
  ساعت

  
RMPI1640+20%AF  

 
RPMI1640+%10FBS+ 

10%AF  

 
RPMI1640+FBS10%  

  
RPMI1640  

  

96  
  ساعت

 .β-actinو  Bax, Ki67, CYCLIN-D1, Bcl2 توالي پرايمر هاي ژن ها   -2جدول
 

Primer 
Sequence 
(5'⟶ 3') 

Product 
Size (bp) 

 
Bax 

F 5'-CAA ACT GGT GCT CAA GGC-3'  
178 bp 

R 
 

5'-CAC AAA GATGGT CAC CGT-3' 

 
Ki67 

F 5'-TTC TGA CCC TGA TGA GAG TGAG-3'  
111 bp R 

 
5'-GAG AGG CGT ATT AGG AGG CA-3' 

 
 

CYCLIN-D1 
 

F 5'-GGC GGA GAA CAA ACA GA-3'  
181 bp R 

 
5'-TGT GAG GCG GTA GGA CA-3' 

 
 

Bcl2 
F 5'-GTA CTT AAA AAA TAC AAC ATC ACA-3'  

148 bp R 
 

5'-CTT GAT TCT GGT GTT TCC C-3' 
 

 
β-actin 

F 5'-TGA AGA TCA AGA TCA TTG CTC CC-3'  
168 bp R 

 
5'-AGT CAT AGT CCG CCT AGA AGC-3' 
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انجام گرفت. لسيت پرايمرهـاي اسـتفاده شـده در ايـن 
 Realدمايي  ست. برنامهذكر شده ا 2آزمايش در جدول 

Time PCR  به اين شرح بود: برايHolding 15  دقيقه
چرخه بـا پروفايـل  40درجه، به دنبال آن  95در دماي 

ثانيه 30درجه، اتصال  95ثانيه در دماي  25واسرشتگي 
 72ثانيـه در دمـاي 30درجـه و گسـترش  62در دماي 

 95تـا 60درجه. براي همه ژن ها منحني ذوب از دماي 
به عنوان ژن خانه دار  β-actinدرجه رسم گرديد. از ژن 

)housekeeping به منظور نرماليزاسيون نتايج استفاده (
واكـنش ژن هـاي  كـارآيي شد. به اين دليل كه ميـزان

و روش ليواك  Ct∆∆-2از فرمول  بود %90 مورد نظر بالاي
 اسـتفاده نظر مورد ژن بيان تغييرات ميزان تعيينجهت 

  .)8-5(شد 
 بـا هـا داده توزيـع ابتـدا مطالعه، اين در: آناليز آماري

ــتفاده ــون از اس ــاري آزم  Kolmogorov Smirnov آم
 افـزار نـرم از اسـتفاده بـا آمـاري آنـاليز. گرديد  تعيين

GraphPad Prism V6.07 هـاي آزمـون و One Way 
ANOVA ميـانگين صـورت به ها داده. گرفت انجام ±، 

. گرفت قرار بررسي مورد) Mean± SD( معيار از انحراف
 نظــر در %95 هــا آزمــايش تمــامي در اطمينــان حــدود
 محسوب دار معني 05/0 از كمتر P-value و شد گرفته
 ،05/0 از مسـاوي/  كمتـر P مقادير نمودارها در. گرديد

 ،(*) سـتاره يك با ترتيب به 0001/0 و 001/0 ، 01/0
ــتاره دو ــه ،(**) س ــتاره س ــار و(***)  س ــتاره چه  س

  .شدند داده نشان(****) 
  

  هايافته
بررسي بيان ماركرهاي اختصاصـي رده هـاي سـلولي 

 نشـانگرهاي سـطحي وجـود : فلوسـايتومتريميلوما بـا 
 و 38CDاز جمله  رده سلولي ميلوماي انساني اختصاصي

CD138  و عدم وجود نشانگرهاي اختصاصـي لنفوسـيت
B  نظيرCD20  به منزله ي تاييد هويت رده هاي سلولي

 ميلوماي انساني مي باشد.
ــاني ــده م ــام و زن ــمارش ت ــلولي  ش در  U266رده س

 رده هـاي سـلول شمارش نتايج: مطالعههاي مورد گروه
U266 48 كـه داد نشـان مطالعـه مـورد هـاي گروه در 
 محتـوي( G3 گـروه در هـا، سـلول تيمار از پس ساعت

) گاوي جنين سرم درصد10 و آمنيوتيك مايع درصد10
 گروه آن از پس. هستيم ها سلول تعداد بيشترين شاهد

G4 )سـپس و) آمنيوتيـك مـايع درصد20 محتوي G2 
. بودنـد هـا سلول تعداد بيشترين حاوي مثبت) كنترل(

 تعـداد كمتـرين بـود سـرم هرگونـه فاقـد كه G1 گروه
 سلولي، رده همين شمارش نتايج اما .داد نشان را سلولي

 شـرح بدين بود؛ متفاوت قدري كشت از پس ساعت 96
 نشـان را سـلولي تعـداد بيشترين همچنان G3 گروه كه
 ســلولي تعــداد بيشــترين داراي G2 آن از پــس امــا داد
 ســاعت 48 بــه نســبت G3 گــروه ســلولهاي تعــداد.بود

  .داشت كاهش
ــايج ــمارش نت ــلول ش ــاي س  در RPMI 8226 رده ه

 از پـس سـاعت 48 كه داد نشان مطالعه مورد هايگروه
 تعـداد بيشـترين شـاهد G3 گـروه در هـا، سلول تيمار

ــلول ــا س ــتيم ه ــس. هس ــروه آن از پ ــپس و G4 گ  س
G2گروه. بودند ها سلول تعداد بيشترين حاوي G1 كـه 
. داد نشان را سلولي تعداد كمترين بود سرم هرگونه فاقد
 از پـس سـاعت 96 سـلولي، رده ايـن شمارش نتايج اما

 رده همـين كشـت از پس ساعت48 با مقايسه در كشت
 رده تيمـار از امـده دست به نتايج با همينطور و سلولي
 G3 گـروه كـه شـرح بـدين. بود متفاوت U266 سلولي

 از پـس امـا داد نشان را سلولي تعداد بيشترين همچنان
ــترين داراي G2 آن ــداد بيش ــلولي تع ــود س ــداد .ب  تع

 .داشت كاهش ساعت 48 به نسبت G3 گروه سلولهاي
 كشـت محيط درU266  رده هاي سلول تكثير درصد

 مـاني زنـده درصـد ي محاسـبه: سـاعت 96 و48از بعد
 از پـس هـا ان شمارش اساس بر U266 رده هاي سلول
 : دهـد مـي نشـان كشـت از پس ساعت 96 و 48 تيمار،

 كنتـرل گـروه بـا مقايسـه در كشـت، از پس ساعت 48
)G2(، گروه هاي سلول G3 مـاني زنـده درصـد170 بـا 

 ديگر هاي گروه با مقايسه در ماني زنده درصد بيشترين
 گــروه از پــس درصــد 117 بــا G4 آن از پــس. داشــتند

G2)را مـاني زنـده بيشـترين ،)ماني زنده درصد 100 با 
 گـروه بـا مقايسـه در كشـت، از پس ساعت 96. داشتند
 مـاني زنده بيشترين G3 گروه هاي سلول ،)G2( كنترل

 بـا G4 آن از پـس و) ماني زنده درصد334 با(داشتند را
 بيشـترين ،)درصـد G2 )55 گـروه از پـس درصد 130
  .)1داشتند (شكل  را ماني زنده

 محـيط درRPMI8226  رده هاي سلول تكثير درصد
 زنـده درصـد يمحاسـبه: ساعت 96 و 48 از بعد كشت
 ان شمارش اساس بر RPMI8226 رده هاي سلول ماني
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 نشـان كشـت از پـس ساعت 96 و 48 تيمار، از پس ها
 گـروه بـا مقايسه در كشت، از پس ساعت 48: دهد مي

 زنـده درصـد158 با G3 گروه هاي سلول ،)G2( كنترل
 هاي گروه با مقايسه در ماني زنده درصد بيشترين ماني
 گروه از پس درصد 150 با G4 آن از پس. داشتند ديگر
G2 )را مـاني زنـده بيشترين ،)ماني زنده درصد 100 با 

 G2 گـروه هاي سلول كشت، از پس ساعت 96. داشتند
) ماني زنده درصد242 با( داشتند را ماني زنده بيشترين

 178 بـا G4  گـروه هـاي سـلول ترتيب به آن از پس و
 زنـده درصد 114 با G4 گروه سپس و ماني زنده درصد
  ).2 داشتند (شكل را ماني زنده بيشترين ماني،

 روش از اسـتفاده بـا: U266 سـلولي رده MTT نتايج
MTT، حضـور عـدم و حضور در سلولي هاي رده حيات 

 ساعت 98 و 48 انساني آمنيوتيك مايع مختلف دوزهاي
 كه داد نشان بررسي اين شد. نتايج ارزيابي كشت از پس
 ميـان ،U266 سـلولي هاي رده كشت از پس ساعت 48

 كنتـرل گروه و G1 گروه بين در سلولي حيات ميانگين

)001/0p< (سـاير بـين اما دارد، وجود معناداري تفاوت 
 معنـاداري تفـاوت كنتـرل، گروه با )G4 و G3( ها گروه
 ميـانگين ميـان كشـت، از پـس ساعت 96. ندارد وجود

 كنتــرل گــروه وG1 گــروه بــين در ســلولي حيــات
)001/0p< (گروه بين و G4 كنتـرل گروه و )01/0p< (

 گـروه و G3 گـروه ميان اما دارد وجود معناداري تفاوت
  .نشد يافت معناداري تفاوت كنترل

ــايج ــلولي رده MTT نت ــايج :RPMI8226 س ــن نت  اي
 رده كشـت از پس ساعت 96 و 48 كه داد نشان بررسي
 سـلولي حيات ميانگين ميان ، RPMI8226 سلولي هاي
 تفــاوت )>001/0p( كنتــرل گــروه وG1 گــروه بــين در

 )G4 و G3( هـا گروه ساير بين اما دارد، وجود معناداري
  .ندارد وجود معناداري تفاوت كنترل، گروه با

 ،Bcl-2، Baxژن هـاي  بيـان گيـري اندازه نتايج
Ki67، CYCLIN-D نسبت به β-actin 
 داد نشان نتايج :U266 سلولي رده در Ki-67 ژن بيان

 سـلول در سـاعت 48 از پـس ،Ki-67 بيان ميانگين كه

  
  ساعت 96 و 48 از بعد كشت محيط در U266  رده هاي سلول تكثير درصد -1شكل 

  

  
 ساعت 96 و 48 از بعد كشت محيط در RPMI8226  رده هايسلول تكثير درصد -2 شكل
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 معنـا افـزايش  كنتـرل گـروه  به نسبت G4 گروه هاي
 ميـانگين  كـه حـالي ،در)P<0.0001(داد نشان را داري
 گـروه  بـه نسـبت G1 گروه هاي سلول در ،Ki-67 بيان

 اين با). P<0. 001(داد نشان را داري معنا كاهش كنترل
 كنتـرل گـروه به نسبت ،G3 گروه هاي سلول در وجود

 بيان ميانگين همچنين. نشد مشاهده معناداري اختلاف
Ki-67 گروه هاي سلول در ساعت 96 از پس G3 نسبت 

ــه ــروه  ب ــرل گ ــزايش كنت ــا اف ــان را داري معن  داد نش
)001/0p<(، ــه حــالي در ــانگين ك ــان مي  در ،Ki-67 بي

 معنا كاهش كنترل گروه به نسبت G1 گروه هاي سلول

 سـلول در وجـود ايـن با). >001/0p( داد نشان را داري
 معناداري اختلاف كنترل گروه به نسبت ،G4 گروه هاي

  .)3نشد (شكل مشاهده
ــايج: U266 ســلولي رده در Cyclin-D1 ژن بيــان   نت

 48 از پـس ، Cyclin-D1 بيـان ميـانگين كه داد نشان
 گـروه  بـه نسـبت G3 و G4 گروه هاي سلول در ساعت
 در ،)>0001/0p( داد نشان را داري معنا افزايش كنترل
 هـاي سلول در ،Cyclin-D1 بيان ميانگين در كه حالي
 معنـاداري اخـتلاف كنتـرل گـروه  بـه نسبت G1 گروه

 Cyclin-D1  بيـان ميـانگين همچنـين . نشـد مشاهده

  
  ساعت پس ازكشت 96و 48  در طي U266 در رده سلولي  Ki-67ميزان بيان  -3شكل 

 
  ساعت پس از كشت 96و 48  در طي U266 در رده سلولي   Cyclin-D1ميزان بيان  -4شكل 
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  بـه نسـبت G4 گـروه هـاي سلول در ساعت 96 از پس
 ،)>0001/0p( نشـان را داري معنا افزايش كنترل گروه
 G3 و G1 هـاي گـروه ساير هاي سلول در كه حالي در

نشـد  مشـاهده معناداري اختلاف كنترل گروه به نسبت
  .)4(شكل 
 نشـان نتـايج: U266 سـلولي رده در  Bcl-2 ژن بيان

 در سـاعت 48 از پـس ، BCL-2 بيـان ميانگين كه داد
 ،)>001/0p( G3 و ،)>G4 )01/0p گــروه هــاي ســلول
. داد نشـان را داري معنـا افزايش كنترل گروه  به نسبت

 هايسـلول در ، BCL-2 بيـان ميانگين در كه حالي در
 معنـاداري كـاهش كنتـرل گـروه  بـه نسـبت G1 گروه

)1/0p<(، بيـان ميانگين همچنين .شد مشاهده  BCL-
 G4گـــروه هـــاي ســـلول در ســـاعت 96 از پـــس2
)0001/0p<(، و )01/0p<(G3 كنتـرل گـروه به نسبت 

 سـلول در كـه حالي در داد، نشان را داري معنا افزايش
 معنـاداري  كاهش كنترل گروه به نسبت G1 گروه هاي

)001/0p<(، شكل  مشاهده) 5شد(.  
 داد نشـان نتـايج: U266 سلولي رده در Bax ژن بيان

  
  ساعت پس ازكشت 96و 48  در طي U266 در رده سلولي   Bcl-2ميزان بيان  -5شكل 

  
  ساعت پس ازكشت 96و 48  در طي U266 رده سلولي در   Baxميزان بيان  -6شكل 
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 هايسلول در ساعت 48 از پس ، Bax بيان ميانگين كه
 را داري معنـا افزايش كنترل گروه  به نسبت  G1 گروه
 بيـان ميـانگين در كـه حالي در ،)>001/0p( داد نشان

BCL-2 ، هايگروه هاي سلول در  G3  )001/0p<(، و  
)0001/0p<( G4 ــبت ــه نس ــروه  ب ــرل گ ــاهش كنت  ك

 Bax  بيـان ميـانگين همچنـين. شد مشاهده معناداري
 بـه نسـبت G1 گـروه هـاي سلول در ساعت 96 از پس

 شـــد مشـــاهده داري معنـــا افـــزايش كنتـــرل گـــروه

)0001/0p<(، گـروه هـاي سـلول در كـه حالي در G4 
 ،)>01/0p( معنـاداري كـاهش كنتـرل گـروه بـه نسبت

 كنتـرل گـروه  بـه نسبت G3 گروه در اما. شد مشاهده
  .)6شد (شكل  مشاهده معناداري كاهش

ــان ــلولي رده در Ki67 ژن بي ــايج :RPMI8226 س  نت
 در ساعت 48 از پس ،Ki67 بيان ميانگين كه داد نشان

ــلول ــاي س ــروه ه  )>01/0p( G4 و ،)>G3 )001/0p گ
 داد، نشـان را داري معنا افزايش كنترل گروه  به نسبت

  
  ساعت پس از كشت96و  48در طي  RPMI8226 سلولي رده در   Ki-67ميزان بيان  -7شكل 

  
  ساعت پس ازكشت96و  48در طي  RPMI8226 سلولي رده در  cyclin-D1 بيان ميزان -8شكل 
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 هـاي سـلول در ، BCL-2 بيان ميانگين در كه حالي در
 معنـاداري كـاهش كنتـرل گـروه  بـه نسـبت G1 گروه

)1/0p<(، بيــان ميــانگين در همچنــين . شــد مشــاهده  
Ki67 گروه هاي سلول در ساعت 96 از پس G1 نسبت 
ــه ــروه ب ــرل گ ــزايش كنت ــا اف  شــد مشــاهده داري معن

)0001/0p<(، گـروه هـاي سـلول در كـه حالي در G4 
 )>1/0p( معنــاداري كــاهش كنتــرل گــروه بــه نســبت
 كنتـرل گـروه  بـه نسبت G3 گروه در اما. شد مشاهده
  .)7شد (شكل  مشاهده معناداري كاهش

: RPMI8226 ســـلولي رده در Cyclin-D1 ژن بيـــان
 از پـس ،Cyclin-D1 بيـان ميانگين كه داد نشان نتايج

 نسـبت) G4 (P<0.001 گـروه هاي سلول در ساعت 48
 حالي در دارد، وجود داري معنا افزايش كنترل گروه  به
 گروه ساير هاي سلول در ، BCL-2 بيان ميانگين در كه
 معنـاداري اختلاف كنترل گروه  به نسبت) G1وG3( ها

ــانگين در همچنــين .شــد مشــاهده -Cyclin  بيــان مي
D1ــس ــاعت 96 از پ ــلول در س ــاي س ــروه ه  G1 گ

)001/0p<(، و G3 )01/0p<( كنتـرل گـروه بـه نسبت 
 سـلول در كـه حالي در شد، مشاهده داري معنا كاهش
 معنـاداري افزايش كنترل گروه به نسبت G4 گروه هاي

)001/0p<( شكل  مشاهده) 8شد(.  
 ميـانگين: RPMI8226 سلولي رده در Bcl-2 ژن بيان

 G3 گـروه هاي سلول در ساعت 48 از پس ،Bcl2 بيان
)001/0p<( و G4 )01/0p<( كنتـرل گـروه  بـه نسبت 

 ميانگين در كه حالي در داد، نشان را داري معنا افزايش
 گـروه  به نسبت G1 گروه هاي سلول در ، BCL-2 بيان

 . شــد مشــاهده )>1/0p(معنــاداري كــاهش كنتــرل
 در سـاعت 96 از پـس Bcl2 بيان ميانگين در همچنين

 معنا افزايش كنترل گروه به نسبت G4 گروه هاي سلول
 سـلول در كـه حالي در ،)>001/0p( شد مشاهده داري
 معنـاداري كـاهش كنترل گروه به نسبت G4 گروه هاي

)0001/0p<(، گروه در اما. شد مشاهده G3 بـه نسـبت  
  .)9شد (شكل  مشاهده معناداري افزايش كنترل گروه

 ميـانگين: RPMI8226 سـلولي رده در Bax ژن بيان
 G4 گـروه هـاي سلول در ساعت 48 از پس ، Bax بيان

)001/0p<( را داري معنا كاهش كنترل گروه  به نسبت 
 در ،BCL-2 بيـان ميـانگين در كـه حالي در داد، نشان
 گـروه  بـه نسـبت( G1 وG3) ها گروه ساير هاي سلول
 در همچنـين . نشـد مشـاهده معناداري اختلاف كنترل

 هـاي سـلول در سـاعت 96 از پس Bax  بيان ميانگين
 داري معنـا كـاهش كنتـرل گـروه بـه نسـبت G4 گروه

 هـاي سـلول در كـه حالي در ،)>001/0p( شد مشاهده
 معنـاداري افـرايش كنتـرل گـروه بـه نسـبت G4 گروه

)001/0p<( گـروه در امـا. شد مشاهده G3 بـه نسـبت  

  
  ساعت پس از كشت96و  48در طي  RPMI8226 سلولي در رده  bcl2ميزان بيان  -9شكل 
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  ).10نشد (شكل  مشاهده معناداري افزايش كنترل گروه
  

  گيريو نتيجه بحث
جهت كشت سلول، كشت بافت  Invitroتكنيك هاي 

و يا اعضا درعرصه پزشكي يا صـنعت از اهميـت بـالايي 
برخوردار هسـتند. بنـابراين فـراهم آوردن يـك محـيط 
مناسب همراه با تسهيلات مشابه با محيط فيزيولوژيـك 
بدن، براي ايجاد اين محيط رشد ضروري اسـت. كشـت 

، كلونينيگ يـا ايجـاد IVFسلول به دليل اهميت آن در 
حيوانات تغيير يافته ژنتيكي يا تراريختـه هـا از اهميـت 
بالايي برخوردار اسـت. كشـت سـلول بـه طورعمـده در 
محيطي صورت ميگيرد كه به طور معمول حـاوي سـرم 

داراي عناصــر  FBSاســت زيــرا  FBSجنــين گــاوي يــا 
ضــروري ماننــد هورمــون هــا، ويتــامين هــا، نمــك هــا، 

باشـد. ايـن سـرم الكتروليت ها و ساير عوامل رشد مـي 
بايد فاقد سلولهاي خوني، پلاكت يا ديگر عوامل انعقادي 

چه از لحاظ علمي و چه از لحاظ  FBSباشد. از آنجا كه 
اخلاقي داراي موانع و مشكلاتي مي باشد كـه در ادامـه 
شرح داده مي شود بنـابراين اسـتفاده از آن ميتوانـد در 

صـنعت نتايج كشت، آزمايشات يا توليد يك محصول در 

اختلال ايجاد كند؛ بنـابراين اسـتفاده از يـك جـايگزين 
مناسب مي تواند در برطرف كردن اين مشكل سـودمند 

  .)9(باشد 
مي  FBSاز جمله تناقض هايي كه در شرايط كشت با 

توان مطرح نمود مي توان به موارد زير اشاره كرد: نحوه 
و زمان خونگيري از جنين گاوي نخستين موضـوع مـي 
باشد كه در چه زمـاني يعنـي در چـه دوره اي از دوران 
جنيني خون گرفته شده است؟ آيا به هنگام خـونگيري 
جنين زنده بوده يا مرده بوده است؟ و به عبـارت ديگـر 

تپيدن بوده است يا از كار افتاده است و  قلب آن در حال
مراحل انعقاد آغاز شده اسـت يـا خـي؟ چـه حجمـي از 
خون گرفته شده است؟ زيرا كه اگر قلـب از كـار افتـاده 
باشد و مراحل انعقاد آغاز شده باشـد حجـم كمتـري از 
خون را مي توان دريافت كـرد و مـواد مغـذي بيشـتري 

آسـيب رسـان توليد شده و ممكن است مـواد سـمي و 
ديگري در اين جريـان توليـد شـده باشـند كـه محـيط 
كشت را دچار آسيب مي كنند.  دوم اينكه چـون پمـپ 

پتاسـيم و غيـره كـه بـراي حفـظ تعـادل -هاي سـديم
الكتريكي دو طرف غشاء پلاسمايي به كار مي رود و نياز 
به انرژي دارد در يـك جنـين مـرده از كـار مـي افتنـد 

  
  ساعت پس از كشت96و  48در طي  RPMI8226 سلولي در رده  Baxميزان بيان  -10شكل 
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م و كلسيم در دو طرف غشـاء ، پتاسيNaغلظت سديم (
به هم ريخته  و اين مواد از درون سلول به بيرون سلول 
نشـت پيـدا ميكننـد و وارد مـايع ميـان بـافتي ميشــود 
بنابراين آناليز اين موارد و پايش آنها براي بررسي غلظت 
هاي ثابتي از آنها در وجـه هـاي مختلـف سـرم جنـين 

بـه برداشـت گاوي اهميت دارد از ديگر مـوارد ميتـوان 
خون به طور مستقيم از قلب جنـين اشـاره كـرد كـه از 
لحاظ اخلاقي مشكل آفرين است. در شـرايط ذبـح هـم 
بايد شرايط استريل بررسي شود و درد نكشيدن جنـين 

  .)9(را مدنظر قرار داد 
بعلـت تفـاوت  FBSبا توجه به عوامل فوق استفاده از 

هاي مختلـف نميتـوان نتـايج  Batchهاي ذكر شده در 
گر آزمايشهاي مشابه را با يكديگر مقايسه كرد و به يكدي

ديگر بعنوان يك عامـل رشـد  FBSتعميم داد. بنابراين 
در نظر گرفته نميشود بلكه يك عامل مداخله گر خواهد 

 وبود. به اين دليل استفاده از جايگزين هـاي بيولوژيـك 
مطمئن تري را ميتوان مـورد بررسـي قـرار داد. از ايـن 
جــايگزين هــا ميتــوان بــه محــيط هــاي تعريــف شــده 
ع شيميايي (مصنوعي اشاره كرد) كه اختصاصي يـك نـو

سلول ميباشد كه بيشتر آنها در اين محيط ها به خـوبي 
رشد ميكند به جز سلولهاي اندوتليال كـه سـخت رشـد 
هستند و شـرايط خاصـي مـي خواهنـد. راهكـار ديگـر 
استفاده از سرم هاي حيوانات ديگر هرچند كـه مسـائل 
اخلاقي به قوت خود همچنان پابرجاست. افزون بر ايـن، 

كه  ني ميتوانند در گونه اي ديگراينكه آيا سلولهاي انسا
ناشناخته اند رشد كنند؟ جنـين اسـب ،  FBSنسبت به 

جنين خوك نيز با استفاده از خـونگيري قلـب برداشـت 
 FBSميشوند؛ بنابراين نگرانـي هـايي كـه در رابطـه بـا 

 گفته شد در اين رابطه نيز وجود دارد. همچنين ميتوان
 5اين ميزان بـين را كاهش داد زيرا  FBSاز استفاده از 

 درصد مي تواند متغيير باشـد بنـابراين بـا اضـافه 20تا 
) ، ميتـوان كاسـتي syntheticكردن فاكتورهاي رشد  (

)، FBSهاي اين محيط را جبران كرد و استفاده از آنـرا(
جبران كرد و به حداقل رساند. افـزون بـر ايـن شـركت 
هاي متعددي در حال توسعه محيط هاي عاري از سـرم 

)serum free از سرم هسـتند تـا ايـن نيـاز را برطـرف (
  .)9(كنند 

پيش بـه  "كه با عنوان  2003در يك كارگاه در سال 
ند انجام شـد بـه در هل "in vitroهاي بهتر  سوي روش

اشـاره و تاكيـد شـد  FBSضرورت يافتن يك جايگزين 
 serumآنها نيز بر محيط هـاي كشـت عـاري از سـرم (

free.در اين كارگاه گفته شد استفاده از  ) تاكيد داشتند
محيط هاي حاوي سرم افزون بـر مـواردي كـه  پيشـتر 
گفته شد مشكلات ديگري دارد كـه عبارتنـد از ممكـن 

گرفته شده داراي يك بيماري باشـد كـه است سرمهاي 
در آن يك فاكتور مبهم يا ناشناخته وجود داشته باشد و 

سـرم هـا  batchكشت را دچار آسـيب كنـد. همچنـين 
نميتواند بيانگر كيفيـت يـا كميـت محتويـات آن باشـد 

رخ   batch to batch variationبنـابراين ممكـن اسـت 
اسـت  سرمي كه صحيح جدا نشـده باشـد ممكـن دهد.

، هموگلوبين و يا ديگر مـواد LPSداراي مواد سمي مثل 
. همچنين سرم ميتواند يك منبع مهـم )10(مضر باشد 

آلــودگي مثــل قــارچ،ويروس يــا پريــون باشــد بنــابراين 
اسـتفاده پيشنهاد ميشود از محيط هاي عـاري از سـرم 

  شود كه مزاياي زير را دارد:
از لحاظ شيميايي تعريف شده است كه ميتوان بـه  .1

 راحتي محتويات آنرا كنترل و تنظيم بكنيم.
2. batch to batch variation   .را به حداقل برسانيم 
 توان منابع آلودگي را كاهش داد. مي .3

با اين وجود تا فراهم آمدن تسهيلات كامـل و چنـين 
  وان از ديگـر جـايگزين هـا اسـتفاده كـردشرايطي ميت

)10(. 
از اين موارد ميتوان به مايع  آمنيـون آمنيـون اشـاره 
كرد اين محيط غني از عوامل رشد و ريز مغـذي هـايي 
است كه جهت تكثير سلولهاي جنيني، تكامـل و تمـايز 

مورد نياز است. در مطالعه حاضر به بررسي غلظت و  آنها
ـــلولهاي  ـــاي س ـــت ه ـــت كش ـــب، جه ـــان مناس زم

) پرداخته شـد و ديـده U266و  RPMI8226ميلومايي(
 ،U266 سلولي هاي رده كشت از پس ساعت 48 شد كه
 گـروه وG1 گـروه بـين در سـلولي حيات ميانگين ميان

 گـروه ساير بين اما دارد، وجود معناداري تفاوت  كنترل
 وجـود معنـاداري تفـاوت كنتـرل، گـروه با )G4وG3(ها

 هاي رده كشت از پس ساعت 96 و 48همچنين  .ندارد
 در سـلولي حيـات ميـانگين ميان ، RPMI8226 سلولي

 وجـود معنـاداري تفـاوت كنتـرل گروه و G1 گروه بين
 كنتـرل، گـروه با )G4وG3( ها گروه ساير بين اما داشت
 كــه داد نشــان نتــايج .نــدارد وجــود معنــاداري تفــاوت
 هـاي سلول در ساعت 48 از پس ،Ki-67 بيان ميانگين
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 را داري معنـا افزايش  كنترل گروه  به نسبت G4 گروه
 ،Cyclin-D1 بيان ميانگين كه داد نشان داد نتايج نشان
 نسـبت G3 و G4 گروه هاي سلول در ساعت 48 از پس
ــه ــروه  ب ــرل گ ــزايش كنت ــا اف ــان را داري معن . داد نش

 سـاعت 96 از پـسCyclin-D1  بيان ميانگين همچنين
 افـزايش كنترل گروه  به نسبت G4 گروه هاي سلول در

-Ki بيـان ميانگين  كه حالي ،در داد نشان را داري معنا
 كنتـرل گـروه  بـه نسـبت G1 گروه هاي سلول در ،67

داد. اين نتايج عنوان مي كند  نشان را داري معنا كاهش
به نظر مي رسد مايع آمنيوتيك به تنهايي مي تواند اثـر 

جهت تكثير سلول هاي  FBSبخشي بيشتري نسبت به 
 رده ي ميلومايي داشته باشد. 

همچنين پـس از بررسـي بيـان ژن هـاي مـرتبط بـا 
 پـس ،Bcl2 بيان آپوپتوز، نتايج زير حاصل شد. ميانگين

  بـه نسـبتG4 و G3 گـروه هاي سلول در ساعت 48 از
 حـالي در داد، نشـان را داري معنـا افزايش كنترل گروه
 G1 هگـرو هاي سلول در ، BCL-2 بيان ميانگين در كه

شـد.  مشـاهده معناداري كاهش كنترل گروه  به نسبت
 در سـاعت 48 از پس ، Bax بيان افزون بر اين ميانگين

 معنا كاهش كنترل گروه  به نسبت G4 گروه هاي سلول
داد. اين نتايج نشان ميدهد كـه ژن هـاي  نشان را داري

ضد آپوپتوز در محيط حاوي مـايع آمنيوتيـك افـزايش 
 يافته در حاليكه ژنهاي آپوپتوزي كاهش مي يابد كه آن

را گزينه مناسـبي بـراي حفـظ بقـاي سـلول هـاي رده 
  ميلومايي مي كند. 

ش بـروي همسو با مطالعه ما، مطالعه فيضي و همكاران
اثر مايع  آمنيون آمنيون بروي كشت سلولهاي اندوتليال 
قرنيه نشان داد كه اسـتفاده از مـايع  آمنيـون آمنيـون 
بروي كشت سلولهاي اندوتليال قرنيه سبب تكثير سريع 

سلولهاي اندوتليال شده و اين تكثيـر حـداكثر بـا مـايع  
درصد  30درصد مشاهده شد، چراكه غلظت  20آمنيون 
يج عكس داشته است و آسيب رسان بـوده اسـت. آن نتا

در مطالعه فيضي و همكارانش اين تكثير در مقايسـه بـا  
گروه شاهد يك و نيم تا دو برابر گزارش شده اسـت. در 

و  K67مطالعــه ي آن هــا ،تفــاوت معنــاداري در بيــان 
و محيط كشت كنترل  %20ويمنتين بين محيط كشت 

يي تا انتهاي ميتوز طي مرحله نها k67مشاهده نشد. ژن 
 D1روي سلولها ظاهر ميشـود، كـه در كنـار سـايكلين 

ميتوانــد بــراي بررســي چرخــه ســلولي مــوثر باشــد. در 

نيـز ژنهـاي  مطالعه فيضي و همكارانش سـايكلين هـا و
مـورد  Baxو  BCL2آپوپتوتيك و آنتي آپوپتوتيك مثل

بررسي قرار نگرفت كه در مطالعه مـا بـه آنهـا پرداختـه 
 30يج مطالعه آن ها نشان داد غلظتهـاي بـالاي شد. نتا

  .)11(درصد رشد سلولهاي اندوتليال را مهار ميكند 
است  7,2فيزيولوژيك حدود  PHمايع  آمنيون داراي 

و فشار اسموتيك آن در همين محدوده اسـت. بنـابراين 
و  Choاسـيدي و بـازي نـدارد.  PHنياز به بهينه سازي 

  مقادير فرواني از پروتئين هـا در مـايع )12(همكارانش 
حاملگي شناسايي كردند كه  18تا  16آمنيون در هفته 

كمپلمـان،  C3شامل آلبـومين، فيبـرونكتين، پـروتئين 
ــمين و  ــش  TGFβسروپلاس ــت. بخ ــان  C3اس كمپلم

مسئول بازسازي بافت آسيب ديـده اسـت كـه در كنـار 
TGFβ  به ترميم  كه خودش نقش آنژيوژنز دارد ميتواند

. پلاسمينوژن در تكثير و تـرميم )13(بافتي كمك كند 
ــومين و  ــا مثــل آلب ــوثر اســت. ســاير پروتئينه بافــت م
سروپلاسمين بـراي هومئوسـتاز و انتقـال مـواد سـلولي 

نه كه ضروري هستند. اگرچه مطالعه ديگري در اين زمي
 را مورد بحث FBSاستفاده از اين مايع  آمنيون به جاي 

قرار دهد، صورت نگرفته و نياز به مطالعـه بيشـتري بـر 
روي رده هاي سلولي متفاوتي مورد نياز است تـا بتـوان 
داده هاي اين مطالعه را تحكيم بخشـيد. بـا ايـن وجـود 

نيـز  FBSمقايسه اين روش با ساير روش هاي جايگزين 
ز د سودمند باشد. بعنوان مثال در سـالهاي اخيـر اميتوان

 FBS) به جـاي CBSسرم گرفته شده از خون بند ناف (
در كشتهاي سلولي بنيـادي مزانشـيمي اسـتفاده شـده 
است و نشان داده شده اسـت كـه ميتوانـد بـراي رشـد 

MSC  14(ها مورد استفاده قرار بگيرد(.  
اگرچه محدوديت سرم بند ناف هـم بايسـتي مـدنظر 
قرار داد كه ميتوان سرم چنـدين خـون بنـد نـاف را بـا 

واند كرد كه خود آن نيز ميت Pooledهمديگر به صورت 
مواد مغذي موجود در آن را نامتوازن كند و نتوان نتايج 
آزمايشهاي مشابه را با يكديگر مقايسه كرد و تعميم داد 

و همكـارانش كينتيـك رشـد  Shettyعه .  در مطال)14(
سلولهاي مزانشيمي مغز استخوان، سلولهاي مزانشـيمي 
خون بند ناف و سلولهاي مزانشيمي خوك مورد بررسـي 
و مقايسه قرار گرفت كه نشان داده شد سرم خـون بنـد 

سلولهاي مزانشيمي بندناف را تا  FBSناف در مقايسه با 
  پايان پاساژ سـومسه پاساژ بيشتر رشد داده است و در 
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 FBSسه برابر  MSC، سلولهاي كشت داده شده CBSبا 
هـاي خـوك از لحـاظ تعـداد  stem cellبود. در حاليكه 

نشـون نـداد  FBSسلولها هيچ تفاوتي را در مقايسـه بـا 
ــائيم  ــورد مزانك ــين در م ــز  stem cellهمچن ــاي مغ ه

از  CBSاستخوان انساني تعداد سلولها تا پاساژ سـوم در 
FBS  بيشــتر بــود امــا از پاســاژ ســوم بــه بعــد درCBS 

كاهش پيدا كرد به طوريكه سلولهاي كشـت داده شـده 
به صورت تك لايه رشد پيـدا  FBSدر فلاسكهاي حاوي 

  .)14(كردند 
ـــه   ـــارانش  Shettyدر مطالع ـــرخلاف  )14(و همك ب

يـك و آنتـي مطالعه مـا بـه بررسـي فاكتورهـاي آپوپتوت
آپوپتوتيك پرداخته نشده اسـت. چـرا كـه ميتـوان بقـا 

)survival) و تكثير (proliferation مقايسه كـرد چـرا (
در  FBSكه ممكن است غلظت كاهش نسبي سلولها در 

افزايش آپوپتوز باشد نه كـاهش تكثيـر.  CBSمقايسه با 
ي بنابراين بهتر بود كه ترتيبي اتخاذ شود كـه فاكتورهـا

يـن يا آپوپتوزي را بتوان مورد بررسي قرار داد ا تكثيري
 ضـد هـاي كار در مطالعه ما صورت گرفتـه اسـت و ژن

 يافتـه افـزايش آمنيوتيك مايع حاوي محيط در آپوپتوز
 را آن كـه يابـد مـي كاهش آپوپتوزي ژنهاي حاليكه در

ــراي مناســبي گزينــه  رده هــاي ســلول بقــاي حفــظ ب
  .كند مي ميلومايي

و همكـارانش كـه  Shettyدر مطالعه مشـابه بـه كـار 
را  FBSو  CBSتوسط احمـد و همكـارانش انجـام شـد 

موش  stem cell، مزانكائيم  Hellaبروي رشد رده هاي 
هـاي انسـاني و  stem cell(موش ويسـتار) و مزانكـائيم 

ديگر رده هاي سلولي مورد بررسي قـرار دادنـد. درصـد 
FBS  ياCBS 10 – 5بودنـد از  محيط كشت عبارت – 

سـاعت مـورد بررسـي قـرار دادنـد  48% و به مدت  15
.  در حاليكه در مطالعه اخير مـا درصـدها عبـارت )15(

ــد از  ــدت  %20 -15 -10 – 5بودن ــه م ــا  72و ب  92ي
ساعت مورد بررسي قرار گرفت. مطالعه احمد نشـان داد 

ــه جــاي  CBSكــه  ــد تكثيــر FBSب هــا و  MSCميتوان
و چسبندگي سلول ها رو  Hellaهمچنين سلولهاي رده 

به محيط كشت افـزايش بدهـد . ايـن امـر ميتوانـد بـه 
انساني كـردن محصـولات سـلولي و درمـان هـا كمـك 

ي بكند. مطالعه احمد بـرخلاف مطالعـه مـا و نيـز شايان
ــه  ــرده اســت  Shettyمطالع ــه جــدا ك ســلولهايش را ك

ايمونوفنوتيپ نكـرده اسـت درصـورتيكه مـا در مطالعـه 

امون سلولهاي مان را ايمونوفتوتيپ كرديم و ماركرهـاي 
فلوســيتومتري همچنــين در مطالعــه آنهــا بــه بررســي 

ده و مـورد بررسـي آپوپتوز و چرخه سلولي اشاره اي نش
قرار داده نشده است. هرچند در مطالعه آن ها آپوپتوز و 
چرخه سلولي بررسي نشده است كه در مطالعـه حاضـر 

  بيان آن ها مورد بررسي واقع شده است.
هر چند مطالعات ديگري ديگري هم وجود دارد كه به 
ــه  ــد از جمل ــاره كردن ــا اش ــايگزين ه ــاير ج بررســي س

Humaun platelet lysate )16( ،عصــاره ي هيپــوفيز ،
chicken embryo extract  ،Bovine milk fraction   يا

آغوز استفاده كرد و حتي محـيط  آمنيـون رو بـا اينهـا 
. پيشنهاد مي شود كه بر روي سـاير )17(مقايسه كنيم 

رده هاي مختلف سلول ميلومايي يا سرطان هاي ديگر با 
عصاره هاي ديگر نيز مـايع آمنيوتيـك مقايسـه شـود و 

هـا  Micro-RNAها به بيـان  mRNAافزون بر بررسي 
  . )7(هم پرداخته شود 

 و 48 در هـا سـلول وضـعيت بررسي اينكه به توجه با
 بـه نتـايج اين است شده انجام كشت از پس ساعت 96
 ات كه كنيم ادعا توانيم مي و نبوده تعميم قابل كلي طور
 بـه تواند مي تنهايي به %20 آمنيوتيك مايع ساعت، 96

 مـورد گـاوي جنـين سـرم جـاي بـه مكمل يك عنوان
 ايعمـ ما هاي يافته اساس بر بنابراين .گيرد قرار استفاده

 دو رشـد از تواند مي ساعت 96 تا درصد 20 آمنيوتيك
 گـاوي جنـين سـرم از بهتـر حتي ميلومايي سلولي رده

 فاكتورهـاي از آن بـودن غني به توجه با و كند حمايت
 مقـادير بودن دارا پروتئيني، غني محتواي و متعدد رشد

  .نبود انتظاري از دور نتيجه كربوهيدرات، ليپيد،
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