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Abstract: 
 
Background: Purity of cultured Schwann cell is very important in patients’ outcome. The 
purpose of this study was evaluation of cell purity in a culture without nerve growth factors 
and fetal bovine serum. 
Materials and Methods: In this experimental study, for culture of human Schwann cells, 
nerve growth factors and fetal bovine serum were replaced by human autologous serum. 
Obtaining a consent from the close relative, nerve grafts were harvested and transported to 
processing unit where they were cultured in DMEM upon aseptic condition. Then the 
cultured cells were evaluated with S100 antibody staining for both morphology and purity.  
Results: Cell purity range was from 97% to 99% (mean=98.11±0.782%). Cell count was 
14055.56±2480.479 per microliter. There was not significant correlation between cell purity 
with either the culture period or the age of donors (P>0.05). The Spearman correlation 
coefficient for the cell purity with the culture period and the age of donors was -0.21 and           
-0.09, respectively. 
Conclusion: We found that the replacement of nerve growth factors and fetal bovine serum 
with human autologous serum improves the cultured Schwann cells for clinical use with 
more safety and minimum reagents. 
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 يبا استفاده از سرم انسان كشت داده شده ي شوان انسانيهازان خلوص سلوليم يبررس
  يعات نخاعيم ضايدر ترماتولوگ 
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3
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  مقدمه
ات عيم ضاي جهت ترمي شوان بالغ انسانيهاكشت سلول 

از آنجا كه در اكثر مطالعات  . در كشور ما در حال انجام استينخاع
 رشد استفاده شده بود و با توجه به ياز فاكتورها] 1،2[ گذشته

ها از  در مراحل كشت انواع سلولياستفاده مرسوم از سرم گاو
 انتقال ي احتمالن موضوع خطراتيا] 2-5 [ي عصبيهاجمله سلول

ن احتمال ي و همچنيق سرم گاويطر از يوني پريهايماريب
  ند كشت را ي استفاده شده در فرآي رشد سلولي فاكتورهاييتومورزا

  

، دانــشگاه علــوم ي و نخــاعيعات مغــزيم ضــايقــات تــرمي، مركــز تحقيپزشــك عمــوم1
    تهرانيپزشك

 يران، دانشگاه علوم پزشـك    ي ا يوندي پ يفرآورده ها قات و بانك    يار ، مركز تحق   ي دانش 2
  تهران 

 ي، دانـشگاه علـوم پزشـك      ي و نخـاع   يعات مغـز  يم ضـا  يقات تـرم  يار، مركز تحق  ي استاد 3
 تهران

ران، ي ـ ا يوندي پ يفرآورده ها قات و بانك    ي، مركز تحق  يولوژيكروبي كارشناس ارشد م   4
  تهران يدانشگاه علوم پزشك

  ت مدرسيدانشگاه ترب، يدانشكده پزشك، يار، گروه هماتولوژي استاد5

   :سوولسنده مي نوينشان* 
   تهراني، دانشگاه علوم پزشكي و نخاعيعات مغزيم ضايقات ترميمركز تحق

  021  66581557 :سيدورنو                                      0912 1581633 :تلفن
   arjmand_itb@yahoo.com:يكيپست الكترون

  8/3/89 :ييهارش نيخ پذيتار                                11/10/88 :افتيخ دريتار

 از يني به خصوص اگر قصد استفاده بال؛به دنبال خواهد داشت
در  .شتر خواهد بودين موضوع بيت اي اهم، هم مد نظر باشدفرآورده
 انجام شد، كشت De Vries و Lopez كه توسط يامطالعه
 Serum Free  به صورتين انساني جنيطي اعصاب محيهاسلول

زان خلوص يصورت گرفت كه م يو بدون استفاده از سرم گاو
 .]1[ گزارش شده است  درصدS100 ، 98 باي پس از بررسيسلول

- و همكاران انجام شد سلوليروزي كه توسط فيگري ديدر بررس

 كه ييهاه موشير عنكبوتي زي شوان كشت داده شده در فضايها
- خلوص سلول؛ق شديجاد شده بود تزري ايعه نخاعيدر آنها ضا

 99شده و  ي بررس S100 مطالعه با استفاده ازني شوان در ايها
-توانسته و همكارانش  Ansselin.]2 [ گزارش شده استدرصد

 موش كشت دهند و به يطي شوان را از اعصاب محيهاسلولاند 
 كه يادر مطالعه. ]3 [ابنديز دست ين يتعداد و خلوص قابل قبول

ك يژ مورفولوي و همكارانش انجام شده، بررس Terenghiتوسط
 نمونه انجام گرفته است كه 10 در يطي شوان اعصاب محيهاسلول

ن ي اي براS100 ي باديبا آنت يهمانند مطالعه حاضر از رنگ آمبز
ن يج اي از نتاينيل استفاده باليدله ب .]6 [ استفاده شده استيبررس

 به يابي ذكر شده و دستي احتراز از خطرات احتماليكار و برا
ج ي به نتايابي دستين بررسيبالاتر، هدف ا يستي زيمنيازان يم

  خلاصه
ن  يين مطالعه تعيهدف از ا . استيعات نخاعيم ضايترم مرسوم يها از روشيكي ي شوان بالغ انسانيها كشت سلول:سابقه و هدف

  . بوده استين گاوي رشد و سرم جنيبا حذف فاكتورها شوان به دست آمده يهادرصد خلوص سلول
ن و ي و فاكتور رشد شبه انسولي بدون استفاده از فاكتور رشد عصبي شوان انسانيها كشت سلول،ين مطالعه تجربيادر  :هامواد و روش

 عصب 10، تعداد يارد مرگ مغز موياي از اوليت پژوهشيپس از اخذ رضا . انجام شدي با سرم اتولوك انسانين گاوي سرم جنينيگزيجا
 ي سرم انسانينيگزي و با جاDMEM يط مغذي قطعات عصب در مح. برداشت شديضد عفونط ي همراه با خون دهنده تحت شرايطيمح

  .  شدندي و بررسيزي رنگ آمS100 ي باديها با آنتسلولت، يدر نها.  كشت داده شدندين گاوي سرم جنيبه جا
 شوان در هر يهاتعداد سلول. ) درصد11/98±782/0 انگينيم( درصد بود 99 تا 97بين  ن در نمونه ها شوايها خلوص سلول:نتايج

زان خلوص يكشت و مند يفرآان طول مدت يداري م معنييارتباط آمار.  بود56/14055±479/2480تر نمونه به طور ميانگين يكروليم
رمن ي اسپيب همبستگيضر). <05/0P( شوان مشاهده نشد يهالوص سلولزان خيان سن دهندگان عصب و مين مي شوان و همچنيهاسلول

  .بود  -09/0 و -21/0ب ي دو آزمون ذكر شده به ترتيبرا
توان از خطرات يهاي سلول م با توجه به حذف سرم جنين گاوي و فاكتورهاي رشد معمول مورد استفاده در كشت:نتيجه گيري

  . احتراز نموديونير پي هايز آلودگي و ني احتمالييتومورزا
  ، سلول شوان، نخاعخون، سرم ي خلوص سلول:واژگان كليدي

  107-111 ، صفحات1389، تابستان 2ض، دوره چهاردهم، شماره ي في پژوهش–يفصلنامه علم                                                                  
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ز يتر و نيكروليمورد نظر از نظر تعداد سلول شوان در واحد م
 ي و فاكتورهايها بدون استفاده از سرم گاوسلول درصد خلوص
 .رشد بوده است

   
  هامواد و روش
ت مورد مطالعه اهدا كنندگان يجمع، يق تجربين تحقيدر ا

 يهافرآوردهقات و بانك يركز تحق ارجاع شده به ميمرگ مغز
 يت پژوهشيبا اخذ رضا.  تهران بودندينيمارستان امام خمي بيونديپ

 10ون، تعداد يماران آمپوتاسيا خود بي  وي موارد مرگ مغزياياز اول
 در اتاق يضد عفونل و يط استري تحت شرايطينمونه اعصاب مح

 RPMI ي محلول مغذيعمل برداشت شد و بلافاصله در ظرف حاو

1640 )ICNگراد به يدرجه سانت+ 4 يقرار گرفته و در دما) كاي آمر
ران منتقل ي ايوندي پيهافرآورده سلول و نسج بانك يورآواحد فر

انجام قطعه قطعه كردن ات يعملاتاق پاك، ط ي سپس تحت شرا؛شدند
 يمتريلي م2 تا 1 به قطعات يهاكليفاس يپس از جداسازشده و 

با كلاژناز ها نمونه يميهضم آنزگذشت از ز اپس  ند؛م شديتقس
)ICNبا فوژ سرد يو پس از شانترشده شستشو داده ها آن) كاي آمر

)  كشور آلمانEppendorf يكمپان( خچال داريوژ يفيدستگاه سانتر
مطابق با  ي كشت سلوليهاتي پلدرو  شده يسازجداها سلول

 DMEM) ICN يط كشت حاويمح :كشت داده شدندر يزپروتكل 
ك بود كه سرم يد آسكوربين و اسيسياسترپتوما-نيلي سيو پن) كايآمر

 و حذف يبروبلاستي في از آلودگيري جلوگيز براي نياتولوگ انسان
 3ن مانند يي پايج از درصدهاي و به تدردومط از روز يآنها از مح

 ي البته فاكتورها.شديط اضافه مي به مح درصد10 شروع و تا درصد
و فاكتور رشد ) PDGF(ها اكتور رشد مشتق از پلاكتر في نظرشد
ال ي گليهاك مشتق از سلوليو فاكتور نوروتروف) NGF (يعصب

)GDNF (و ل خطرات بالقوه مورد استفاده قرار نگرفتنديبه دل 
 كشت ين گاوي سرم جني به جاي سرم انسانينيگزيبا جان يهمچن

شد و در ي مضيها تعوط سلوليطور مرتب محه د و بيانجام گرد
 انجام ي احتمالي جهت رد آلودگيكروبي ميها مراحل، تستيتمام
ط انكوباتور با يها در مح سلول،ن در تمام مدت كشتي همچن؛شديم
پس از گذشت . شدندي مي نگهدار درصد5د كربن ي اكسيزان ديم
- مرحله برداشت سلول، سلوليدن به تعداد كافي هفته و رس4 تا 3

ت جه كه ي تنها روشطور كه اشاره شد،همان. ديها انجام گرد
 در دو روز اول fasting ،شدها انجام بروبلاستي فيحذف آلودگ
 سرم به ، دو روز اولين صورت كه در طي به ا؛ استيكشت سلول

ن ي سلول در ايدن به تعداد كافيپس از رس. ط اضافه نشديمح
) كايمر آS100 )SIGMA ي باديها با آنت از سلوليمرحله قسمت

كروسكوپ فلورسنت از نظر تعداد و ي شدند و با ميزيرنگ آم

 يدر مجموع به جز حذف فاكتورها.  شدنديخلوص بررس زانيم
ر مراحل كشت ي ساي با سرم انساني سرم گاوينيگزيرشد و جا
ن يبد S100 يزيرنگ آم .]3 [ر مطالعات انجام گرفتيمشابه سا

ت داده شده در  كشيها ابتدا سلولصورت انجام گرفت كه
كس شدند و ي ف)كاي آمرPBS) ICN  در درصد4د يپارافرمالدئ

 و در مرحله هستشو داده شدش PBSقه با ي دق10سپس به مدت 
ه ي اولي باديگراد با آنتي درجه سانت4 ي ساعت در دما3بعد 

قه با ي دق10 مرتبه و هر بار به مدت 2نكوبه شده و پس از آن يا
PBSساعت در 1پس به مدت  س؛ شستشو داده شدند 

Streptavidinكروسكوپ يله ميوسه نكوبه شدند و پس از آن بي ا
. ديه گردير لازم تهي شده و تصاويستم فلورسنت بررسيمجهز به س

 Ovalيتوپلاسم دوكي برجسته و سيها شوان با هستهيهاسلول

shape  ا ي وSpindle shapeدست ه  بيبرا. ]3 [ده شدندي د
- شمارش شد و تعداد سلوليكروسكوپيلد مي ف4 ،آوردن خلوص

 از يصورت درصده ب) ندبودرنگ گرفته  S100كه با ( شوان يها
-ز سلولي تماي براي مختلفيماركرها. ]7 [شدها محاسبه كل سلول

 يباشد كه علاوه بر مورفولوژيبروبلاست مطرح مي شوان از فيها
 ي و چند وجهFlatتوپلاسم ي شكل آنها در مقابل سيدوك

ز يز حاين ماركرها ني ا،]4[ز آنهاست يبروبلاست كه از وجوه تمايف
  P75اي و S100 با يزيرنگ آمها ن آنيتراز مهم ؛باشنديت مياهم

 شوان مثبت هستند يها و در سلوليها منفبروبلاستيكه در فاست 
 يرمن مورد بررسي اسپيب همبستگي با ضريارتباط آمار. ]1،5[

  .قرار گرفت
  

   نتايج
. باشدي م1مشخصات اهدا كنندگان مطابق جدول شماره 

 ،ز نبوديت آمي كشت آن موفقيل نامعلوميك نمونه كه به دليبه جز 
 ي تعداد و خلوص قابل قبول1ها طبق جدول شماره ر نمونهيدر سا

 كشت يها شوان در نمونهيهازان خلوص سلوليمبه دست آمد كه 
 درصد 11/98±782/0 هاين آنانگي مو  درصد99 تا 97داده شده بين 

طور ميانگين ه تر نمونه بيكرولي شوان در هر ميهاتعداد سلول. بود
 يز مورفولوژي ن1شكل شماره  در.  بود479/2480±56/14055
اند  شدهيزي رنگ آمS100 ي شوان كه با رنگ اختصاصيهاسلول

 يهمبستگ. باشدي مشخص مي سلولدي و با زوايصورت دوكه ب
زان خلوص ي كشت و منديفرآان طول مدت يداري م معنييآمار

 يهمبستگن يمچنه ؛)<05/0P(  شوان مشاهده نشديهاسلول
-خلوص سلول زانيان سن دهندگان عصب و ميداري ميآماري معن

رمن ي اسپيمبستگهب يضر). <05/0P(  شوان مشاهده نشديها
  .بود -09/0 و -21/0ب ي دو آزمون ذكر شده به ترتيبرا
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  هاو تعداد و خلوص سلول  اهداكنندگان عصبي و جنسي مشخصات سن-1جدول شماره 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  شكلياا ستارهي و يتوپلاسم دوكي شوان با سيها سلول-1شكل شماره 

  
  بحث 

مبتلا به ماران ي بي درمان سلوليپروژه ملنكه يبا توجه به ا
ز يكشور ما در حال اجرا است و ن در ي و نخاعيعات مغزيضا

ها، ن نوع درماني ايمنيب ايش ضريلزوم انجام اصلاحات و افزا
ج حاصل از آن يبر اساس نتا  تا و اجرا شديپروژه حاضر طراح

 شوان يهار سلولي شناخته شده كشت و تكثيهار روشييم تغيتوانب
، بدون كاهش تعداد و يرا در جهت كاهش خطرات احتمال

. ميي اعمال بنما]3-1،5 [خلوص مورد نظر طبق مطالعات گذشته
ت ين موضوع است كه با رعايد اي مون مطالعهيااز ج حاصل ينتا

ن ي مانند سرم جنيي خطر زايتر و حذف فاكتورهامني ايهاروش
ها سكي قابل قبول با حد اقل ريج در مانيتوان به نتاي ميگاو

ها در واحد حجم در مطالعه حاضر تعداد سلول .دا كرديدست پ
گر يبا مشابه مطالعات دي عدد بوده كه تقر14000حدود  تريكروليم

ن تفاوت كه ي با ا؛باشدي م]2،3 [ شوانيهانه كشت سلوليدر زم
 رشد استفاده شده است يگر از فاكتورهاي مطالعات ديهادر روش

ج مشابه و ين فاكتورها نتاي در مطالعه حاضر بدون استفاده از ايول
 از يعنوان مثال در برخه ب.  به دست آمده استيقابل قبول

 در كشت استفاده شده ين گاوي از سرم جن]2،4[مطالعات گذشته 
ن يا.  به همراه داردييسك بالاي ر،ينيكه در صورت استفاده بال

ن آن يگزيجا يوش مطالعه حاضر سرم انسانر كه در  استيدرحال
شود در پيشنهاد مي .باشدين روش ميز ايشده است و وجه تما

. ها انجام گردد بررسينمطالعات آتي با تعداد بيشتر نمونه دهنده اي
اده درماني موضوع ديگري كه بالاخص در مطالعات با هدف استف

هاي هايي نظير ماركرهاي سلولبررسي ،د نظر قرار گيردبايد م
هاي اوليه و نيز مقايسه كشت داده شده و مقايسه آن با سلول

هاي پروتئوميك و از اين قبيل ها از طريق روشرفتارهاي سلول
 انجام شد، De Vries و Lopez كه توسط يا در مطالعه.است

 Serum صورت  بهين انساني جنيطي اعصاب محيهاكشت سلول

Freeزان ي م وت صورت گرفي و بدون استفاده از سرم گاو
سه با مطالعه يكه در مقا  گزارش شد درصد98 يخلوص سلول

 هم از نظر عدم استفاده از سرم ، درصد98 تا 97حاضر با خلوص 
ن يدر ا. باشنديزان خلوص مشابه هم مي و هم از نظر ميگاو

ه يز تهين Antigenic Profile به دست آمده يها از سلولمطالعه
  قرار گرفته استي مورد بررسS100كه از جمله آنها شده است 

 و همكاران انجام شد يروزي كه توسط فيگري ديدر بررس. ]1[
-ه موشير عنكبوتي زي شوان كشت داده شده در فضايهاسلول

ق شد كه يجاد شده بود تزري ايعه نخاعي كه در آنها ضاييها
 ي بررس S100ن مطالعه با استفاده ازيشوان در ا يهاخلوص سلول

 %زان خلوصيم تريكروليها در متعداد سلول )روز( طول مدت كشت جنس سن فيرد

 98 14000 16 مرد 40 1

 99 13500 14 مرد 29 2

 98 15000 16 زن 30 3

 99 16000 19 مرد 45 4

 98 12000 18 زن 40 5

 97 18000 21 مرد 42 6

 97 10000 21 مرد 28 7

 99 16000 22 زن 26 8

 98 12000 18 زن 29 9
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 ؛مشابه مطالعه حاضر است گزارش شده است كه  درصد99شده و 
ن يسرم جن از و همكاران يروزيفق يدر تحقن تفاوت كه يبا ا
استفاده شده است  ي و عصبي رشد پلاكتيو فاكتورها  Fcsيگاو
 يوني پريهايماريجاد بيل احتمال اي از عوامل پرخطر به دليكيكه 
 و همكارانش  Ansselin كه توسطيگري ديدر بررس. ]2[باشد يم

 يطياند از اعصاب مح شوان را توانستهيهاانجام شده است، سلول
 اندافتهي دست يموش كشت دهند و به تعداد و خلوص قابل قبول

ز ي در مطالعه ذكر شده ني ول،با مشابه مطالعه حاضر استيكه تقر
 يادر مطالعه. ]3[مورد استفاده قرار گرفته است  ين گاويسرم جن

 ي و همكارانش انجام شده، بررس Terenghiكه توسط
 نمونه انجام 10 در يطي شوان اعصاب محيهاك سلوليمورفولوژ

 ي بادي با آنتيزيگرفته است كه همانند مطالعه حاضر از رنگ آم
S100نجام  در مطالعه ا.]6 [ استفاده شده استين بررسي اي برا

 يها با غلظتي و همكاران اثر سرم انسانStuteشده توسط 
 يها كشت سلوليبر رو)  درصدFBS )10سه با يمختلف در مقا

.  شديمار بررسي ب10دست آمده از ه ب) MSC (يني مزانشياديبن
 مشابه با ي اثر درصد10  با غلظتينساناجه نشان داد سرم ينت

FBS) 10دينمايد مييضر را تا و روش مطالعه حادارد)  درصد 
 Preadipocyte يها جهت كشت سلوليگريدر مطالعه د. ]8[

نوع اول از پلاسما .  استفاده شدي نوع سرم انسان2 از يانسان
ها از نمونه. ه شدي از پلاكت تهي و نوع دوم از پلاسما عاريمعمول

 نشان داد سرعت رشد و ييجه نهايمار برداشت شدند و نتي ب10
 از يه شده از پلاسما عاري سرم تهيط حاويها در محز سلوليتما

 .]9[ پلاكت بهتر است

  
  يريجه گينت

 كشت نديفرآبا توجه به حذف سرم جنين گاوي از 
ها به دلايل ايمني و با توجه به عدم استفاده از فاكتورهاي سلول

توان بدون  مي،هاي سلولرشد معمول مورد استفاده در كشت
ها د شده كه هركدام از آنها از نظر انتقال پريوناستفاده از موارد يا

اي باليني كشت هو يا احتمال تومورزايي خطر بزرگي براي استفاده
   .شوند از اين خطرات احتراز نمودسلولي محسوب مي

 
  يتشكر و قدردان

و  هشي دانشگاه علوم پزشكي تهران از معاونت پژو
لا ي ل،يده غلاميسا، حم، الهام روان آ نژاديكانيد ين دكتر سعيهمچن
 ياريكه ما را در انجام اين مطالعه  يم اسلاميب شاد و مريخط

   .ديآيو تشكر به عمل م تقدير ،نمودند
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