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  چكيده
در تقـابلات    نقش مهمـي  وشوند هاي مزانشيمي هستند كه به آساني در آزمايشگاه كشت داده مي     ها سلول   فيبروبلاست: سابقه و هدف  

ثر مستقيمي بر رشد و تمايز اپيـدرم و تـشكيل مـاتريكس             كه ا دارند  ها مختلف      ترشح فاكتورهاي رشد و سايتوكاين      و مزانشيم و اپيدرم  
  . تحقيق حاضر با هدف بررسي امكان تهيه و توليد استاندارد فيبروبلاست انساني صورت گرفت. خارج سلولي دارند

. فاده شـد   اسـت   گـاه نـوزاد بـراي تهيـة فيبروبلاسـت          از ناحية درم پوست ختنـه     . تحقيق به روش اكتشافي انجام گرفت      :ها مواد و روش  
. كشت داده شـدند    DMEMها توسط آنزيم تريپسين جدا گشته و به منظور ايجاد بانك فيبروبلاست چندين بار در محيط                  فيبروبلاست

 تـا پاسـاژ دهـم مـورد         MHCهـاي    ژن  و از نظر كاهش عرضة آنتـي       كوليلهاي مو  با روش  وسي وير  و ييهاي باكتريا ها از نظر آلودگي    سلول
   .تعيين شد بيست و دوم هاي اول، پنجم، دهم وهاي پاساژ همچنين براي يافتن اختلالات ژنومي، كاريوتايپ سلول. بررسي قرار گرفتند

هاي مولكولي مورد بررسي    ها به روش    و باكتري ها    روسبرخي وي وجود  رفته براي توليد بانك سلول از نظر        كار هاي به   فيبروبلاست: ها يافته
 نـشان    آنها   در سطح  MHCهاي    ژن  پاساژ داده شده از لحاظ ميزان عرضة آنتي       هاي    بررسي سلول . ودنتايج همگي منفي ب    كه هقرار گرفت 

پاساژ اول، پنجم و دهم هاي فيبروبلاست  نتيجة كاريوتايپينگ سلول  . ها به مرور در طي پاساژها كم شده است          ژن  اد كه ميزان اين آنتي    د
 .هـا بـود     اين سـلول  هاي    هاي زيادي در كروموزوم   دهندة ناهنجاري   ودوم نشان     ژ بيست هاي پاسا   طبيعي بود ولي كاريوتايپينگ فيبروبلاست    

  . ها مشاهده شد ها از محل سانترومر در تعداد قابل توجهي از كروموزوم جداشدگي كروموزوم
ژنيسيتي  ترين ميزان آنتي، كمها  از نظر حداكثر ميزان فعاليت فيبروبلاست براي ايجاد يك بانك فيبروبلاستبهترين زمان :گيري نتيجه

براي ممانعت از بروز اختلالات ژنتيكي در فرايند كـشت مجـدد            . استهاي پاساژ پنجم تا دهم         سلول ،و نيز عدم وجود اختلالات ژنتيكي     
گ و نيـز بـه   هاي كروموزومي در كاريوتاپين ـير از ناهنجا بودنها از نظر عاري  بايد تمهيداتي از جمله انتخاب بهترين كلون ها  فيبروبلاست

  .ها در روش آنزيماتيك مد نظر قرار گيرند حداقل رساندن زمان جداسازي سلول
  .فيبروبلاست، بانك سلولي، كاريوتايپينگ، ايمونوفنوتايپينگ :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
فيبروبلاست يك سلول مهم است كه در همـه مراحـل تـرميم             

م هـاي زخ ـ    بخـش زيـادي از فيبروبلاسـت       .زخم دخالـت دارد   
ند كـه در بـسته شـدن زخـم ظـاهر            هـست هـا    ميوفيبروبلاست

 التيام زخم، حاصل مجموعه وقايع بيولـوژيكي اسـت          .شوند  مي
فازهـاي مختلـف    . شـود  كه منجر به احيا و پيوستگي بافت مي       

در طـي   . التهاب، تكثير، تجديد سـاختار    : اين فرآيند عبارتند از   
                                                 

رستان شهداي  تهران، بيما ؛  مهناز محمودي راد   دكتر   :نويسنده مسئول مكاتبات  *
  .1989934148صندوق پستي ، تجريش، مركز تحقيقات پوست

  mahnazrad@gmail.com :پست الكترونيك

 حــاد رخ فــاز التهــاب، هموســتاز و ارتــشاح ســلولهاي التهــابي
   ).1(دهد  مي

هـا نقـش محـوري در فرآينــدهاي     در ايـن ميـان فيبروبلاسـت   
. سلولي و تجديد ساختار بافت ترميمـي دارنـد         رسوب ماده بين  

شـود كـه     فيبروبلاست هم در نقش سـلول سـازنده ظـاهر مـي           
كند و هم به عنوان سـلول       ماتريكس غني از كلاژن را توليد مي      

نمايـد و فاكتورهـاي    عمـل مـي   (signaling cell)دهنده  پيام
كند كه براي ارتباط بـين دو سـلول در طـي             رشد را ترشح مي   

بروز وقفه در فرآيند التيـام زخـم يـك    . فرآيند التيام مهم است 
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هـاي زيـادي را بـر جامعـه          مشكل مهم باليني است كه هزينـه      
  ).2،3(كند  تحميل مي

 اسـت هـاي اصـلي پوسـت        لايه پاپيلار كه واجـد فيبروبلاسـت      
نيـاز  مـورد   براي آغاز فراينـد تكثيـر اپيـدرم         كه  اكتوري مهم   ف

 اسـت كـه       سلول اصلي درم فيبروبلاست   . دماين ، توليد مي  است
لاسـتيك  هاي ماتريكس خارج سلولي، فيبرهاي ا      گليكوپروتئين

ــولر، گليكوزآمينوگل ــانو رتيك ــواع كــلاژن   يك ــا و ان ــد ه را تولي
تـصالي اپيـدرم بـه      هاي كليـدي ا    ها پروتئين  اين سلول . كند مي

هاي اپيـدرمي    ند كه در مهاجرت و تكثير سلول      هستلايه بازال   
 ، مشتق كليـدي سـلول فيبروبلاسـت       ،فيبرونكتين. نقش دارند 

كلاژن فراوانتـرين پـروتئين موجـود در        ). 4 (است التيام   معرف
 است كـه نقـش مهمـي در هموسـتاز بافـت             يهاي حيوان  بافت

ــه عهــده همبنــد  هــاي اصــلي   ســلولهــا فيبروبلاســت. داردب
 (remodeling)كننده كلاژن هستند و مسئول بازسـازي   توليد

  ).5(ند باش آن مي
با توجه به نكات فوق و وجود انواع زخمهـاي مـزمن ديابتيـك،            
سوختگي، زخم بستر، زخمهاي مزمن بعد از عمل جراحي و به           

هـاي انـساني،      وردهآمنظور مطالعات بيوتكنولـوژي و توليـد فـر        
و ) بـه عنـوان وكتورهـاي انـساني       (شناسـي     يـروس هاي و بررسي

همچنين اختلالات ژنتيكي و با توجه به اهميـت نقـش سـلول             
فيبروبلاست در فرآيند التيام زخم و آزمايشات سيتوژنتيك نياز   
به داشتن يك بانك سلولي اسـتاندارد بـراي نگهـداري سـلول              

چراكـه تجربيـات     اسـت  ضروري   ،فيبروبلاست كشت داده شده   
ورها تهيه و توليد بانك استاندارد فيبروبلاست انساني        ديگر كش 

تحقيق حاضر با هـدف     لذا  ). 6-8(را مورد تاييد قرار داده است       
استاندارد فيبروبلاست انساني   بانك  بررسي امكان تهيه و توليد      

در مركز تحقيقات بيماريهـاي پوسـت دانـشگاه علـوم پزشـكي           
   .صورت گرفتشهيد بهشتي 

  

  ها مواد و روش
در اين تحقيق از پوست  .قيق به روش اكتشافي انجام گرفتتح

 استريل نمونه گاه نوزاد در اطاق عمل تحت شرايط كاملاً ختنه
 ، سيلين پني( بيوتيك  حاوي آنتيDMEMدر محيط برداشته 

استرپتومايسين و فونژيزون به ميزان ده برابر غلظت در مقايسه 
 اطاق كشت  بهشد، سپسقرار داده ) با محيط كشت سلول

 تمام مراحل جداسازي بافت از پوست مورد نظر .گرديدمنتقل 
زير هود لامينار و با استفاده از مواد، معرفها و وسايل استريل 

ايجاد بانك فيبروبلاست انساني در مركز و كشت . انجام شد
، پس از تحقيقات پوست دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي

  . شد انجام، رضايت والدين نوزادكسب

 نمونة پوست از ،ها براي جدا كردن سلول: كشت فيبروبلاست
 PBSبيوتيك خارج و با محلول   حاوي آنتيDMEMمحلول 

 با تريپسينه كردن، اپيدرم طي چند مرحله .شستشو داده شد
 1از درم جدا گرديد و سپس درم به قطعات كوچكتر از 

 هاي  در فلاسكexplantation تقسيم و با روش متر ميلي
 37 در انكوباتور آنگاه. كشت داده شد ليتر  ميلي50 كشت

سپس .  قرار داده شدكسيدكربنا دي% 5درجة سانتيگراد با 
سرم  %10 با DMEMمحيط كشت : محيط كشت كامل شامل

، L-gluamine، (fetal bovine serum) جنين گاوي
 100، استرپتومايسين ليتر  واحد در هر ميلي100سيلين  پني

 ميكروگرم در هر 1 فونژيزون  وليتر  در هر ميليميكروگرم
هاي كشت   سلول پس از آن.  به فلاسك اضافه گرديد،ليتر ميلي

در زماني كه به هم . داده شده هر سه روز يكبار تغذيه شدند
 با تريپسينه كردن ، صورت گرفتها پيوستگي كلني

(tripsinization)ا ه ها از ساير سلول  كوتاه مدت، فيبروبلاست
جدا شد و پس از تهيه سوسپانسيون و سانتريفوژ، 

. هاي جمع و در يك فلاسك جديد كشت داده شد فيبروبلاست
 به ودوم ها با اين روش تا پاساژ بيست كشت مجدد اين سلول

 - 80 ماه ادامه پيدا كرد و پاساژهاي پنجم تا دهم در 5مدت 
 شده در  آمادههاي  نمونهدر واقع. درجة سانتيگراد ذخيره شدند

كرايوويال قرار داده شدند و پس از نصب برچسب مشخصات 
.  درجة سانتيگراد براي مصارف بعدي ذخيره گرديدند-80در 

يزر خارج ها از فر در نهايت براي حفظ طولاني مدت، سلول
ها از نظر زمان دو برابر شدن و نيز شدند و بعد از بررسي آن

سلول در هر  107حداقل تعداد (هاي زنده  ميزان سلول
  .در بهترين شرايط به تانك ازت منتقل شدند، )ليتر ميلي

هاي  ايمونوفنوتايپينگ براي ارزيابي وضعيت عرضة مولكول
MHC : در تهيه اين بانك فيبروبلاست با توجه به كاربرد آن

هاي سطحي تا  ژن  پوستي، از بين رفتن آنتيهاي در آلوگرافت
 با immunocytochemistryپاساژ دهم توسط 

monoclonal anti HLA class I FITC ،monoclonal 

anti HLA DQ-FITCو monoclonal anti HLA DR-FITC 
)Sigma,Cat No:F5662, F1777, F1902 (بررسي گرديد .

 M non-specific mouse immunoglobulinاز 
(negative control, Sigma Cat No. 5284) به عنوان 

ماكروفاژهاي كشت شدة انساني به كنترل منفي استفاده شد و 
  . عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شدند

-Nunc lab(اي  حفرهslide chamber 4 روي ها در ابتدا سلول

tek, Cat No.C6932 ( ريخته شد و پس از تشكيل يك لاية
 سرد به نسبت دو  استن و اتانول تركيبها توسط سلولي، سلول
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بعد از شستشو، مقدار . دند دقيقه فيكس گردي8به سه به مدت 
سديم   بافر رقيق كننده شاملبهبادي   ميكروليتر از هر آنتي10

ها   اضافه و به حفرهPBS و bovine serum albumin ،آزايد
ها با  شد و پس از شستشو بلافاصله نمونه ه ميزوداف

  ).6(گرديد  بررسي مي )Nikon(ميكروسكوپ ايمونوفلورسانس 
به منظور بررسي وجود هر گونه : كروبيهاي مي بررسي آلودگي

 ،استهاي كشت سلول آلودگي كه مختص محيط
  ،HBVاز نظر  هاي پنجم تا دهمهاي پاساژ  فيبروبلاست

HSV II ،HSV I ،EBV ،CMV ،Treponema pallidum ،
Mycoplasma spp. و Chlamydia با آناليز DNA و از نظر 

HCV و HIV با آناليز RNAبررسي گرديدند  .  
 به ترتيب از HCV و HBVها از نظر   نمونهPCRبراي 
 ®AMPLICOR HBV & HCV MONITORهاي كيت

Test, v2.0 (Roche Diagnostics, USA) شد استفاده .
 DNeasy Tissue Kitتوسطها  بقية ميكروارگانيسمارزيابي 

(QIAGEN,Cat. No.: 69504, Crawley, United Kingdom) 
 فتگرصورت  PCRاي اختصاصي و با استفاده از پرايمره

)14-7.(  
هاي  در اين تحقيق سلول: ها كاريوتايپينگ فيبروبلاست

ودوم از نظر كاريوتايپ   بيستهاي اول، پنجم، دهم وپاساژ
ها اطلاعاتي  بررسي شدند تا از وضعيت كروموزومي نمونه

هاي فيبروبلاست تكثير شده در آزمايشگاه   سلول.حاصل شود
سين و متوقف كردن تقسيم سلولي در  لشيپس از تيمار با ك

برداري شده و براي تهيه گسترة متافازي  مرحله متافاز محصول
  ). 16،15(مراحل فيكساسيون و تهيه لام انجام شد 

  
  ها افتهي

پاساژ داده شده از لحاظ هاي  بررسي سلول: ايمونوفنوتايپينگ
ان اد ميزنشان د آنها   در سطحMHCهاي  ژن ميزان بروز آنتي

ها به مرور در طي پاساژها كم شده است و در  ژن اين آنتي
ميزان عرضة چنين هم. خيلي ضعيف گرديده است پاساژ دهم

نسبت به  1هاي پاساژ  در فيبروبلاست I كلاس  HLAژن آنتي
هاي  ، در فيبروبلاست%80حدود ) كنترل مثبت(ماكروفاژها 

 حدود 10هاي پاساژ  و در فيبروبلاست% 40 حدود 5پاساژ 
  .باشد مي% 10

 براي RNA و DNAآناليز : ها  سلول ميكروبيآلودگي
  .منفي بودندها همگي  تشخيص آلودگي سلول

 پاساژهاي اول، پنجم و دهم فيبروبلاستاز : كاريوتايپينگ
 مورد مطالعه قرار GTG گسترش متافازي با تكنيك 20تعداد 

ي  كروموزوم بدون هيچگونه اختلال كروموزوم46گرفت و 
هاي پاساژ  ولي در مورد فيبروبلاست. مشاهده گرديد

هاي متعددي دهندة ناهنجاري ودوم كاريوتايپينگ نشان بيست
 شكستهاي سانترومريك .ها بود اين سلولهاي  در كروموزوم

شد و تشخيص  هاي متافازي ديده متعددي در گسترش
هاي مختلف به علت بازآرايي پيچيده و حذف برخي  كروموزوم

هاي  در اثر كشتهاي متعددي لنيك .احي ممكن نبوداز نو
اين تغييرات منحصر به كروموزوم . ند شده بودتشكيلمجدد 

هاي   در كروموزومساختمانخاصي نبوده و از نظر تعداد و 
دهد اكثر  مختلف ناهنجاريهايي مشاهده شد كه نشان مي

 در حد ديپلوييد يا سلول سالم ها نه تنها از نظر تعداد سلول
ها از محل سانترومر در  باشند بلكه جداشدگي كروموزوم مين

  ).1 شكل( شود ها مشاهده مي تعداد قابل توجهي از كروموزوم
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  
چهار گسترش متافازي موزومي در هاي كرو  ناهنجاري-1شكل 

 22هاي پاساژ  تهيه شده از فيبروبلاست
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  بحث
 پاساژهاي پنجم تا دهم   هاي    از فيبروبلاست در ساليان گذشته،    

به منظور پيونـد و تـسريع سـاخته شـدن اپيـدرم در بيمـاران                
روش به دليل كاهش عرضـة      اين  . شده است استفاده   سوختگي

ها در پاساژهاي متعدد صورت  هاي سطحي فيبروبلاست ژن  آنتي
  پـذير باشـد      هـاي غيرخـودي امكـان       گيرد تـا پيونـد سـلول        مي

 كه با همـين روش صـورت گرفـت    ضراحدر مطالعة  ). 19-17(
ــلول ــاژ در س ــاي پاس ــتلال  ه ــه اخ ــم هيچگون ــا ده هاي اول ت

 پاساژ ادامه   ودو  اين پاساژها تا بيست   . كروموزومي مشاهده نشد  
 مـورد يافت تا از نظـر زمـان پيـدايش اخـتلالات كرومـوزومي              

ودوم   هـاي پاسـاژ بيـست       در فيبروبلاسـت  . رنـد يگقـرار   بررسي  
 .اختلالات كروموزومي متعددي يافت شد

تـوان بـا     يرات وراثتي را مـي    هرگونه پريشاني كروموزومي و تغي    
شمارش كروموزومي و تجزيـه و تحليـل كاريوتـايپي ملاحظـه            

وبـيش   اي كـم   هـاي ياختـه    اصولا تغييرات وراثتي در تيره    . كرد
ــد ــداري. وجــود دارن ــيايــن ناپاي نظــم  ها ناشــي از ســاختمان ب

 ممكـن  گرچههاي كوتاه مدت، حتي در كشت. ست اها  كروموزوم
 ياختـه بـا     هار باشند، ناهمگني مجموع   است از نظر وراثتي پايد    

تواند  توجه به ميزان رشد ياخته از يك پاساژ به پاساژ بعدي مي        
  ).15(تغييراتي به همراه داشته باشد 

ناهنجاريهاي كروموزومي و شكستهاي سـانترومريك متعـددي        
ــسترش  ــه در گ ــازي ك ــتهاي متاف ــاژ   در فيبروبلاس ــاي پاس ه

هـاي     تشخيص كرومـوزوم   ،شد  ديده   در اين بررسي     ودوم بيست
به علت بازآرايي پيچيـده و حـذف برخـي از نـواحي             را  مختلف  

 در اثـر    هـاي متعـددي     لنـي ك همچنـين    .دساخته بو ممكن  غير
ــه تغييــرات وســيع  .  شــدتــشكيلهاي مجــدد كــشت ايــن گون

 كه به دليـل     استهاي سرطاني    كروموزومي از ويژگيهاي سلول   
ــوازني را    ــلولي مت ــسيمات س ــر، تق ــرعت تكثي ــر  س ــشت س پ

لذا بايـد تمهيـداتي در نظـر گرفتـه شـود تـا ايـن                . گذارند نمي
بانك سلولي با مقاصد ياد     ايجاد   قابل استفاده براي      نيز ها  سلول
 ميـزان   ،كه هر چه تعداد پاساژها بيـشتر باشـد        باشند چرا شده  

  .هاي سطحي بيشتر خواهد شد ژن حذف آنتي
ه و نيـز    هانسون و همكارانش شرايط كشت در محيط آزمايشگا       

ــ ــؤثر   روش ــوزومي م ــتلالات كروم ــاد اخ ــشت را در ايج هاي ك
 ،ها به روش مكـانيكي      آنها نشان دادند در پاساژ سلول     . دانند  مي

 مـاه كـشت دچـار تغييـرات كرومـوزومي           35ها پـس از       سلول
  ).16 (نشدند

 كه شود ناهنجاريهاي كروموزومي بيشتر در پاساژهايي ديده مي     
علاوه بـر آن    . شود  يميايي استفاده مي  ها از آنزيم يا مواد ش     در آن 

پذير نيست در حالي كه در        ها امكان   در اين موارد انتخاب سلول    
هـا بـه    وقتـي كلـوني  . پاساژهاي مكانيكي اين امكان وجود دارد  

  شـوند، كلـون   تر تقسيم مـي هاي كوچك روش مكانيكي به قسمت   
هايي كه    گيرد و كلني    ها صورت مي     بر اساس شكل سلول    كردن
  .شوند اند، پاساژ داده نمي ر شكل يافتهتغيي

شود، احتمـال تغييراتـي در        در مواردي كه از آنزيم استفاده مي      
عوامل . ها وجود دارد    ها به آنزيم  ها به واسطة حساسيت آن      سلول

ديگري نظير اسـتفاده از بـسترهايي بـا منـشا حيـواني و سـرم        
رسي در بر . گرددهمراه  ممكن است با افزايش تغييرات ژنتيكي       

ها تا  از روش مكانيكي براي پاساژ سلولساندر و همكارانش  كاي
هـا     كاريوتايپ ايـن سـلول     ه شد  پاساژ استفاده و نشان داد     134

در اين مطالعه توصيه شـده اسـت از         . تغييري پيدا نكرده است   
 بعـد از    ،هـا    براي آناليز ابتدايي سلول    CGHكاريوتايپينگ و يا    

هاي طـولاني مـدت در      ن كـشت   و نيـز در زمـا      ذوب و انجمادها  
  ).15(استفاده شود شرايط آزمايشگاه، 

  
  گيري نتيجه

 از نظر حداكثر     براي ايجاد يك بانك فيبروبلاست     بهترين زمان 
ژنيـسيتي و     ، كمترين ميزان آنتـي    ها  ميزان فعاليت فيبروبلاست  

هـاي پاسـاژ پـنجم تـا           سلول ،نيز عدم وجود اختلالات ژنتيكي    
از بروز اخـتلالات ژنتيكـي در فراينـد         براي ممانعت   . استدهم  

 بايـد تمهيـداتي از جملـه انتخـاب          ها  كشت مجدد فيبروبلاست  
هاي كرومـوزومي   ير از ناهنجا   بودن ها از نظر عاري     بهترين كلون 

در كاريوتاپينگ و نيـز بـه حـداقل رسـاندن زمـان جداسـازي               
  .ها در روش آنزيماتيك مد نظر قرار گيرند سلول

  
  تقدير و تشكر

دگان از همكـاري آقـاي دكتـر حـسين كيـواني، رئـيس              نويسن
رئـيس  نژاد    كريمي آقاي دكتر    ،شناسي كيوان   آزمايشگاه ويروس 

، سركار خانم ياسمن ميردامادي و      نژاد  آزمايشگاه ژنتيك كريمي  
زمايـشگاه مركـز   آراد كارشناسـان    سركار خانم نيكي محمـودي    

  .كمال تشكر را دارند تحقيقات پوست
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