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  چکیده

باشد.  ا میه،  اولین گام ارزیابی کل ژنوم و شناسایی تغییرات ساختاری و عددی کروموزوم  (CK)ارزیابی کاریوتایپ استانداردمقدمه:  

.  دهد یمی خطر و مدیریت بیماری ارائه  بندطبقه  ، یآگهشی پ ،  اطلاعات بسیار مهمی را در زمینه تشخیص  استاندارد  پیوتایکار  یابیارز

تکثیر بالا    تیقابل  بای زنده  هاسلول موفق، حضور تعداد کافی از    استاندارد  پیوتایکار  یابیارزاز جمله شروط لازم و اساسی برای یک  

برابر   با تعداد کم سلولها نمونه است، بنابراین این تکنیک در  اثر محیط    یی  و کند رشد با محدودیت مواجه است. در این مطالعه 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.  ی لنفوپنیهانمونه و آپوپتوز  بر بقا، تکثیر (CM) مهیاسازی

از ریز محیط مغز استخوان استفاده شد.  نتایج مطالعه   ی شرایط محیط کشتسازه یشببرای  CMدر این مطالعه کاربردی از  :  روش  

سلولی تکثیر  ارزیابی  از  از    حاضر  استفاده  با  آپوپتوز  ارزیابی  میتوزیهایبررسو  شاخص  ارزیابی  همچنین  فلوسیتومتری،  با    ی 

 استفاده شد.  RT-qPCRمیکروسکوپ نوری به دست آمد. برای آنالیز بیان ژن نیز از 

ا  شدهیسازه یکشت شب  طیها در محاز کشت  یی نشان داد که درصد بالا  ج ینتا:  هاافتهی مطالعه، در گروه    ن یموفق بوده است. در 

 ی توزیدر بقا، شاخص م  یداریمعن  شیکشت استاندارد(، افزا  طی ( نسبت به گروه کنترل )محشدهی سازهیکشت شب  طیمداخله )مح

(P < 0.04ب ،)انی  Ki-67 (P < 0.01)  فاز    یهالولو درصد سS  یچرخه سلول  (P < 0.01مشاهده شد. همچن )آپوپتوز   زانیم  ن،ی

 (.P < 0.001) افت یکاهش   ی داریطور معندر گروه مداخله به

 سلول   و  سلول  به  سلول  یهاکنشبرهم  کشت و با تنظیم  آوردن احتیاجات سلولی در محیطبا فراهم  CM  کهییازآنجا  ی:ریگجهینت

که    کند یمی این مطالعه پیشنهاد  هاافتهدارد، ی  اساسی   تمایز و بازسازی نقش   سلولی،   رشد   ی ندهایفرا  در  سلولی  خارج  ماتریکس  به

در مواردی که تعداد سلول اندک، یا ماهیت سلول کند رشد است و از تکثیر کافی    ژه یوبه  ها سلولبهبود شرایط رشد    منظوربه  CMاز  

 ، استفاده شود.  باشدینمبرخوردار 

 

 د لنفوپنی، محیط مهیاسازی، کاریوتایپ استاندار :واژهکلید
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 مقدمه 
ها از دیرباز موردتوجه  بررسی خصوصیات کمی و کیفی کروموزوم 

بررس اول  خط  که  شده  باعث  و  بوده  ژنتیک    ی های متخصصان 

ارزیابی   استاندارد توسط  ها  آنژنتیکی،    CKباشد.    1کاریوتایپ 

-3≤)ساختاری    منظور بررسی تغییراتها را بهتصویری از کروموزوم 

5 Mb)   شناسایی  ارزیابی کل ژنوم و    .(3-1)  دهدی رائه ما  2و عددی

برای   CKهای کروموزومی توسط  و توصیف دقیق ناهنجاری

بیمار تشخیصیمدیریت  بدخیم،  کلون  وجود  تعیین   ،3  ،

طبقه4آگهی پیش انتخاب  5خطربندی  ،  درمانی    یکردهایرو، 

زمان بهبودی،  مناسب، نظارت بر پاسخ به درمان، ارزیابی مدت

بقا حیاتی    6بررسی  بیشتر  تحقیقات  از  برای حمایت  است و 

های زنده و فعال با قابلیت  حضور تعداد کافی از سلول. (2-4)

،  است  CKشروط لازم و اساسی برای انجام    ازجمله  7تکثیر بالا 

، این  CK  فردمنحصربه پتانسیل و خصوصیات    رغمبنابراین علی

نوزادان، نظیر نمونه خون    هیپوسلولار   هاینمونهدر برابر    فن

پلاستیکسندرمو  کودکان   میلودیس  نیز و    8های 

رشد    هایناهنجاری مثل  MIو  تکثیر  که  کند  دارند    کمی 

مزمن لنفوسیتی  میلوما   و  9لوسمی  محدودیت    10مالتیپل  با 

استجموا کلسمید .  (8-5)  ه  از  استفاده  نظیر  ،  11اصلاحاتی 

اکتینومایسین  12بروماید   اتدیوم  ،13D  ،Hoechst 33258   و 

دیگری   بسیار  کار  موارد  به  کاریوتایپ  نتایج  بهبود  برای 

به (9)  است  شدهگرفته نقش  مذکور  اصلاحات  که  اگرچه   .

نتایج   شدن  بهینه  در  است،  CKسزایی  این    داشته    فن اما 

چراکه   است  مواجه  محدودیت  با  این    یکهیچ همچنان  از 

از بدن از   شدهخارج  هایسلولمحرومیت    مسئله  اصلاحات به

برای   14داخل بدنمناسبی که در  پیچیده و    شدتبهشرایط  

در    15ش ریز محیط مغز استخوان نظیر نقها مهیاست،  سلول 

کلون تبدیل  و  سلول ماندگاری  به  لوکمیک  پیش  های  های 

 
1 conventional karyotype, CK 
2 numerical and structural aberrations 
3 Diagnosis 
4 Prognosis 
5 Risk Stratification, RS 
6 Survival 
7 Highly Proliferative 
8 Myelodysplastic Syndrome, MDS 
9 Chronic Lymphocytic Leukemia, CLL 

،  BMEهای لوکمیک و  متقابل بین سلول   تلوکمیک، تعاملا

رشد،  سایتوکاین   حضور فاکتورهای  ها،  کموکاین  ها، 

و مسیرهای    ها ها، ویتامینخارج سلولی، هورمون  های وزیکول 

بقا  بر  که  شیمیایی،  ،  مولکولی  ترکیبات  به  مقاومت  رشد، 

های لوکمیک تأثیرگذارند  خواص مهاجرتی و تهاجمی سلول

به  .(11,  10)اند  نکرده توجه   وارده  استرس  دیگر  طرفی  از 

از سلول  برخی  به  آسیب  باعث  بدن  از  خروج  حین  در  ها 

میسلول  سلولها  زنده    دیده آسیبهای  شود.  برای  بایستی 

آسیب  ترمیم  به  قادر  رشد  ازسرگیری  و  به  ماندن  وارده  های 

تغییرات  با را خود مهیاسازیخود باشند و بتوانند طی فرایند 

  های محیطکه    حالی استاین در  محیطی جدید منطبق سازند  

 16ناکارآمد   بسیار  in vivo   در مقایسه با   مورداستفادهکشت  

,  12)  را ندارد  هاسلول از    جانبههمهو توانایی حمایت    باشند می

سلول(13 رشد    گاها   شده کشت  های .  فاکتورهای  افزودن  به 

  ، حالبااینخاص نیاز دارند تا تکثیر، تمایز یا بقا را از سر گیرند.  

 نیست  پذیر امکان  نوترکیب  های پروتئین  برخی   از  استفاده

  زیاد   مقادیر   در  یا   است و  پرهزینه  و   دشوار  هاآن  ساخت  چراکه

مهمی هستند    فاکتورهای  17فاکتورهای مهیاسازی   .موردنیازند

  و   شوند می  حال رشد ترشح  فعال و در   هایسلولکه توسط  

  و   ها، افزایش تعاملات بین سلولیسلولسایر    بهبود رشدباعث  

در زمانی    . وجود این فاکتورها شوندمیبه بستر    هاآناتصال    نیز

 دچار آسیب و استرس  ها سلول اندک است یا    ها سلولکه تعداد  

نمونه از  دارد.  شده  گیریناشی  بسزایی  اهمیت  محیط اند 

هایی  از برداشت مایع رویی محیط کشت سلول   18مهیاسازی

شود. فاکتورهای  که در فاز رشد لگاریتمی هستند حاصل می

این   در  در    محیطموجود  سلولی  احتیاجات  کردن  فراهم  با 

کشت   آنزیممحیط  ها،  اگزوزوم  رشد،  نظیر  فاکتورهای  ها، 

  طریق   ها و سایر مدیاتورهای محلول و ازها، هورمونسایتوکاین

10 Multiple Myeloma, MM 
11 Colcemid 
12 Ethidium Bromide 
13 Actinimycin D 
14 In Vivo 
15 Bone Marrow Micro Environment, BME 
16 Insufficient 
17 Conditioning Factors 
18 Conditioning Media, CM 
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  ماتریکس   به  سلول  و  سلول  به  سلول   هایبرهمکنش  تنظیم

بازسازی،   سلولی،  رشد  فرآیندهای  در  سلولی  خارج   تمایز، 

دارند    نقش  رگزایی  و   تهاجم  . (17-13,  11,  10)اساسی 

برابر   محیط کشت مورداستفاده در کاریوتایپ در  کهییازآنجا

  ناکارآمد   بسیار  ده یدب یآس، کند رشد و  1ی کم سلول هانمونه 

مرحله کشت   یسازنه یبرای به  CMاست، ما در این مطالعه از  

شب با  تا  کردیم  استفاده  مشابه    یسازه یکاریوتایپ  شرایطی 

ت سلولی را برای بقا، رشد و  احتیاجا  مهیاست،آنچه در بدن  

 سلولی فراهم آوریم.  رتکثی

 روش

 هانمونه

داوطلب   10  یطیخون مح  یحاضر بر رو  یکاربرد  یمطالعه

  یعیظاهر سالم با شمارش طبداوطلب به   10و    یمبتلا به لکوپن

)تهران،   ش یتجر  یشهدا  مارستانیکه به ب  د، یسف  یهاگلبول

و هر دو   یمختلف سن  یها( مراجعه کرده بودند، از گروهرانیا

اخلاق:   )کد  شد  انجام  جنس 

IR.SBMU.RETECH.REC.1402.014  ،داوطلب از هر   .)5 

مح  تریلیلیم خون  لوله  یطینمونه  حاو  یهادر    یونوجکت 

 (. 1)جدول  د یگرد هیته نیهپار

 روش تهیه محیط کشت کامل

  کشت مداخله( و دو  A & Bبرای هر بیمار دو کشت استاندارد ) 

(C & D)    توسطCM    برای ساخت لیتر میلی  30انجام شد. 

 محیط کشت  لیترمیلی  24،  محیط کشت کامل برای هر بیمار

RPMI1640 (Gibco, USA)    لیترمیلی  6با  FBS (Fetal 

bovine serum, Gibco, USA)    لیتر میکرو  750مخلوط شد و 

PHA  (Phytohemagglutinin, Gibco, USA)  درصد  1  و 

(Penicillin/streptomycin, Gibco, USA) pen/strep   به

 . (12) اضافه شد محیط کشت

 

 
1 Hypo Cellular 
2 White Blood Cells, Wbcs 
3 Venoject 

 

Abbreviations: M: Male, F: Female 

 

 CMروش تهیه  

های  گلبول   طبیعی  شمارشظاهر سالم با  داوطلب به  10  تعداد

نمونه   لیترمیلی 5انتخاب شدند و از هر داوطلب  2سفید خون 

  ها با سبز تهیه شد. نمونه   3های ونوجکتخون محیطی در لوله 

)توسط    و   RPMI1640محیط rpm/8 1800 سانتریفیوژ 

ocmin/37 وشو داده شدند و بافی کوت جدا شد. سپس  ( شست

کشت    طمحی  لیترمیلی  9.5  لیتر، میلی  15  لوله فالکون  2به  

  با زاویهها  اضافه شد و لوله  کوتبافی  میکرولیتر  500  و  کامل 

 /CO2 %5)انکوباتور مرطوب    ساعت در  72مورب به مدت  

37°C)    در و  شدند  داده  کشت جمع  انتهاقرار  محیط  آوری 

( صورت گرفت،  ocmin/37 1800 rpm/8ها با سانتریفیوژ )نمونه 

درجه    -20برداشت شد و پس از فیلتراسیون در    4محلول رویی

 . شدنگهداری  گرادسانتی

4 Supernatant 

Subjects Sex Age (years) 

1 M 60 

2 M 55 

3 F 65 

4 M 49 

5 M 78 

6 F 64 

7 F 56 

8 M 73 

9 M 66 

10 F 69 

11 M 53 

12 F 49 

13 F 50 

14 M 78 

15 M 65 

16 F 63 

17 F 52 

18 M 68 

19 F 50 

20 M 43 

کنندگان در مطالعه  شرکت خصوصیات جمعیت شناختی 1جدول 

 بر اساس سن و جنس 
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 CKروش انجام  

،  2،کشت1یریگنمونه  شامل  CKمراحل اصلی انجام    یطورکلبه

اسلاید سازآماده،  3برداشت  آبگیری 4ی  با  زیآمرنگ،  5،  ی 

 . (18, 12) است کروموزومی 7و آنالیز 6نواربندی-گیمسا

 ی ریگنمونه

  ظاهر سالم داوطلب به   10و    8نفوپنی ل داوطلب مبتلا به    10از  

گروهمراجعه  از  تجریش  شهدای  بیمارستان  به  های  کننده 

نمونه خون محیطی   لیترمیلی  5مختلف سنی و از هر دو جنس  

 ونوجکت سبز تهیه شد.  هایلوله در 

 کشت  

rpm/8 1800 و سانتریفیوژ )  RPMI1640با    هپارینهی  هانمونه 

ocmin/37  ) به  شدجدا    هاآن  و سپس بافی کوت  وشوشست .

)  یهالوله  استاندارد  کشت    لیترمیلی  A & B  ،)9.5فالکون 

  ی هالوله بافی کوت و به    تری کرولیم  500  محیط کشت کامل و

)  فالکون مداخله  intervention cultures)  (C & D  ،)کشت 

کامل،    لیترمیلی  4.75 و    CM  لیترمیلی  4.75محیط کشت 

ها به شکل  بافی کوت اضافه شد. سپس لوله  میکرولیتر  500

 /CO2 %5)انکوباتور مرطوب    ساعت در  72مورب به مدت  

37°C)  گ از  پس  و  شدند  داده  مدتذقرار  کشت،  شت  زمان 

ها اضافه  به نمونه  (Gibco, USA)  9کلسمید  لیترمیکرو  100

  ه مرحل  ،دقیقه انکوباسیون در انکوباتور  21  شد و پس از گذشت

 شروع شد. برداشت

 برداشت

  10هایعنی متورم کردن سلول   برداشترکن اساسی در مرحله    دو

هیپوتون محلول  از  استفاده   ,KCL (0.075 M, Merckبا 

 
1 Sampling 
2 Culture 
3 Harvest 
4 Slide Making 
5 Aging 
6 G-Banding 
7 Analysis 
8 Lymphopenia 

Germany)  با    11هاو سخت کردن غشای سیتوپلاسمی سلول

واحد متانول   3استفاده از محلول فیکساتیو کارنوی متشکل از  

Merck, Germany)  استیک اسید  واحد  یک  و   )Merck, 

Germany)کشت   هایلوله منظور بر روی    ( انجام شد. بدین

و   مداخلهاستاندارد  )  کشت  اول  rpm/8 1500 سانتریفیوژ 

ocmin/37  12( انجام شد. سپس محلول رویی خارج گشت و 

  ها نمونه به آرامی به    ocKCL (0.56 gr, 37(محلول    لیترمیلی

  خوبیبه  هانمونه با سر و ته کردن    12مخلوط حاصلهاضافه شد.  

مدت    یکنواخت به  و  بن    14شد   درجه   37ماری  دقیقه در 

لوله  گشتانکوبه    گرادسانتی هر  به  سپس  قطره    14-12. 

از    کارنوی  فیکساتیو تازه و خنک دقیقه    5اضافه شد و پس 

سانتریفیوژ دوم   گراد،سانتی  درجه  -22دمای    انکوباسیون در

(oc5-min/ 1600 rpm/8انج )  دور ریخته ام شد. محلول رویی

فیکساتیو    لیترمیلی  6به آرامی مخلوط شدند و    ها نمونه،  شد

خوبی مخلوط شد و پس از  به نمونهاضافه شد.  هاآنخنک به 

سانتریفیوژ   گراد، سانتی  درجه  - 22دقیقه انکوباسیون در    20

( انجام شد. سپس محلول رویی  oc5-min/ 1700 rpm/8سوم )

ها اضافه  لیتر فیکساتیو به نمونهمیلی  6خارج گشت و مجدداً  

از   پس  و  در  10شد  انکوباسیون    درجه  -22  دمای  دقیقه 

( انجام oc5-min/ 1800 rpm/8سانتریفیوژ چهارم )  گراد،سانتی

 13های قرمز خون گلبول  خر تا زمان حذفآشد. تکرار مرحله  

  6  هانمونهو شیری شدن سوسپانسیون ادامه داشت. سپس به  

انکوباسیون    14تا صبح  شبیکفیکساتیو اضافه شد و    لیترمیلی

 صورت گرفت. گرادسانتی درجه -22 دمای در

 ی اسلاید سازآماده

مناسب برای ساخت اسلایدها،    و  موردتوجهرکن اساسی    سه

درصد   35-40، رطوبت  گرادسانتی  درجه  20  زیر  دمای محیط

ی که از چند  هایلامو زاویه مورب لام ها بود. در این مرحله  

9 Colcemid 
10 Swelling 
11 Hardens Membrane 
12 Mixture 
13 Red Blood Cells, Rbcs 
14 Overnight 
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فریزر نگهداری شده بودند    داخلروز قبل داخل فیکساتیو و  

از رسیدن   کاملاًتوسط دستمال نانو   پاک شدند. سپس پس 

  35-40و رطوبت به    گرادسانتی  درجه  20دمای محیط به زیر  

قطره بر روی    3-5هر بیمار    رنگشیری درصد، از سوسپانسیون  

ها    چکاندهمورب    هایلام لام  و  خشک  صورت  بهشد  افقی 

 شدند. 

 

 ی با گیمسا زیآم رنگآبگیری و  

مدت  لامآبگیری،  برای   به  دمای    سهها  در    درجه   37روز 

یک  گرادسانتی درو  باقی    گرادسانتی  درجه  65  دمای  شب 

  banding-G. در مرحله  شوند  1نواربندیماندند تا آماده مرحله  

( آنزیم تریپسین  هیدرولیز محتویات    ( برایGibco, USAاز 

برای خنثی کردن ترپسین، نرمال    FBS،  هاپروتئینی کروموزوم

 Gurr bufferسالین برای خاصیت ایزوتونیسیته آن و مخلوط  

(Gibco, USA)    گیمسا رنگ  برای    (Merck, Germany)و 

 استفاده شد.  آمیزیرنگ

 آنالیز 

 مداخلهمونت شده گروه کشت استاندارد و گروه کشت    یهالام

، تعداد  ها سلولدر زیر میکروسکوپ نوری از لحاظ تعداد کل  

مورد ارزیابی    متافازهامیتوتیک و کمیت و کیفیت    هایسلول 

 قرار گرفتند.

 2میتوزی   شاخصارزیابی  

. پس  استپارامتری برای بررسی تکثیر سلولی  میتوزی    شاخص

  MIارزیابی    ساعت از کشت سلولی، برای  72  سپری شدناز  

کشت   و  استاندارد  کشت  گروه  دو  هر  تعداد  مداخلهدر   ،

سلولسلول  کل  تعداد  بر  بودند  میتوز  حال  در  که  ها  هایی 

 صورت درصد گزارش شد. تقسیم شدند و نتیجه به

 

 
1 Banding 
2 Mitotic Index )Mi ( Assay 

 Ki-67  ی زیآم رنگبا    3سلولی  تکثیرسنجش  

نشانگری برای تکثیر سلولی    عنوانبه  Ki-67  یاهستهژن  آنتی 

بر    CM  تأثیربررسی    منظوربهاین مطالعه    . درکندیمعمل  

-Ki  یزیآمرنگ، سنجش تکثیر سلولی با  هات یلنفوستکثیر  

  زمان مدتصورت گرفت. بدین ترتیب که پس از گذشت    67

سلولی کشت    هایسلول  ،کشت  و  استاندارد  کشت  گروه 

-آنتی  لیترمیکرو  10شو داده شدند و سپس با  وشست  مداخله

دقیقه    30مجاور شدند و در آخر پس از    Ki-67 FITCادی  ب

توسط فلوسیتومتری مورد ارزیابی    ،انکوباسیون در دمای اتاق 

 (v.10.5.3)  فلوجو  افزارنرمبا استفاده از    هادادهقرار گرفتند.  

 شدند.  لیوتحله یتجز

 ارزیابی چرخه سلولی

بررسی   تکثیر  CM  تأثیربرای  کشت    هایسلول   بر  گروه 

  یریگاندازه  باارزیابی چرخه سلولی  ،  مداخلهاستاندارد و کشت  

با    سلولی  DNA  محتوای فلوسیتومتری  و  روش  از  استفاده 

از   72بدین ترتیب که پس از گذشت  صورت گرفت.   ساعت 

لیتر میکرو  50و مجاورت با    PBSشو با  وکشت، شستزمان  

PBS    ،استاندارد وکدو گروه    از هرسلول    3×510سرد   شت 

 تثبیت  درصد سرد  70اتانول    لیترمیلی  1توسط    مداخلهکشت  

،  PBSشو با  وتریفیوژ، حذف اتانول و شستنشدند. پس از سا

اضافه شد و    ها سلولبه    PIمحلول مسترمیکس    لیترمیلی  1

دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند. نتایج    30به مدت    هاسلول 

 . ندشد وتحلیلتجزیه فلوجو  افزارنرمبا 

 4ارزیابی آپوپتوز 

توسط سلولی  آپوپتوز   Annexin V FITC  کیت  میزان 

apoptosis detection (Bioscience annexin V apoptosis 

detection kit)    ارزیابی شد. بدین ترتیب که پس از گذشت

شت  کدو گروه  از هرسلول   3×510کشت،  ساعت از زمان 72

برداشت   مداخلهکشت    استاندارد و از سانتریفیوژ  استفاده  با 

3 Proliferation Assay 
4 Apoptosis Assay 



 
 

 ی لنفوپن یهاو آپوپتوز در نمونه  یسلول ریبر تکث یاسازیمه  طی مح ری: تأثپیوتیکار تیموفق ش یافزا /کوهستانی دهقی و همکاران 17

 در گروه کشت مداخله   MI زانیم شی . افزاMI (A and B) یابیارز. 1شکل 

 p < 0.05با گروه کشت استاندارد. *: مقدار  سهیدر مقا

-Annexin Vآمیزی  از محلول رنگ  میکرولیتر  5شدند. سپس  

FITC دقیقه در  20به مدت  مخلوطها اضافه شد و  به نمونه 

  1PIبا  ها نمونه دمای اتاق و تاریکی انکوبه شد. پس از آن 

  400  ،شدند و در انتها برای پایان دادن به واکنش   آمیزیرنگ

و    1X binding bufferاز  میکرولیتر   شد  اضافه  لوله  هر  به 

آنالیز گشت. فلوسیتومتری  توسط  بلافاصله  با    مخلوط  نتایج 

 . ندشد وتحلیلتجزیه فلوجو  افزارنرم

 آنالیز آماری 

  پایایی   از  تا   شدند   تکرار  بار  سه  مستقل  طوربه  ها آزمون   همه 

  با   آماری  یهالیوتحله یتجز.  شود  حاصل  اطمینان  هایافته

 GraphPad (GraphPad PRISM  افزارنرم  از  استفاده

V8.4.2) ها با  داده.  شد  انجامUnpaired t test   ارزیابی و سطح  

 . شد   گرفته  نظر در  دارمعنی آماری  نظر  از  P≤0.05  داریمعنی

 تایج ن

تغییر    میتوزی  باعث  گروه شاخص  کشت   در 

 شد:  مداخله

با میکروسکوپ   MIبر تکثیر سلولی،    CM  تأثیربرای ارزیابی   

میزان    نوری گرفت.  قرار  گروه  MIموردبررسی  کشت   در 

استاندارد  تنسب  مداخله کشت  گروه  آنالیز    به  و  بود  بالاتر 

گزارش    Unpaired t testآماری   را    P=0.04با  افزایش  این 

 (. A and B، 1شکل ، 2جدول )نشان داد  داریمعن

 

 

 
1 Propidium Iodide 

Mitotic 

Index 

 

Groups Mean 

± SD 

P-

value 

Standard culture 2.3 ± 

0.79 

 

 

0.04 

 

 

 

Intervention 

(optimized) 

culture 

3.3 ± 

1.21 

 در گروه کشت استاندارد و کشت مداخله  یتوزی شاخص م یریگ. ندازه 2جدول 



 

 

 1404 ،شماره 1دوره  /مجله دانشکده علوم پزشکی ساوه 18

کشت  

 استاندارد 

 کشت مداخله

 

   CM  تغییر در سطح کشت   گروهدر    Ki-67باعث 

 شد:  مداخله

 Ki-67  ، بیانهاسلول   تکثیر  ظرفیت  بر  CM  تأثیر  بررسی  برای

  در این ارزیابی  .شد  مطالعه  فلوسیتومتری  آنالیز  از  استفاده  با

گروه    و در  1.8 ± 0.33  مداخله،کشت    در گروه   Ki-67سطح  

استاندارد گزارش  1.4 ± 0.30)  کشت  با  آماری  آنالیز  بود.   )

0.01=Pهایداده  دار نشان داد. همچنین، این افزایش را معنی  

RT-qPCR  مداخلهکشت    گروههای  سلول  که  داد  نیز نشان  

دار  افزایش معنی  P= 0.01  با   گروه کشت استانداردنسبت به  

 (. 2شکل ( )2جدول دهند )می نشان را Ki-67 بیان در سطح

 ژن  انیب لیوتحلهی تجز یبرا  primers یهایتوال. 2جدول 
 

Abbreviations: F: Forward, R: Reverse, GAPDH: 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Bcl2: B-cell 

lymphoma 2, Bax: Bcl-2-associated X-protein 

 

 

 

 

 

 

 

Ki-67 

 

Groups Mean ± 

SD 

Pvalue 

Standard 

culture 

1.4 ± 0.30 ˂ 0.01 

 

Intervention 

(optimized) 

culture 

1.8 ± 0.33 

No. Gene 

NCBI ID 

Primer (length) 

location 

Amp 

Lth 

> NM_ 

1 GAPDH 

Gene ID: 2597 

F: TGTTGCCATCAATGACCCCTT 

R: CTCCACGACGTACTCAGCG 

202 >NM_002046.7 

2 Ki-67 

Gene ID: 4288 

F: TCCTTTGGTGGGCACCTAAGACCTG 

R: TGATGGTTGAGGTCGTTCCTTGATG 

156 >NM_002417.5 

3 Bcl2 

Gene ID: 596 

F: GATAACGGAGGCTGGGATGC 

R: GCAGGCATGTTGACTTCACTTG 

165 >NM_000633.3 

4 Bax 

Gene ID: 581 

F: GGAGCGGCGGTGATGGAC 

R: CGATCCTGGATGAAACCCTGAAG 

113  NM_001291428.2> 

A) 

. یتومتریفلوس زی( آنالA and Bبا گروه کشت استاندارد.  سهیدر گروه کشت مداخله در مقا Ki-67سطح  شی. افزا Ki-67سطح  یابیارز .2شکل 

Cزی( آنال qPCR-RT مقدار :* .p < 0.05 مقدار :** ،p < 0.01 

C) 

B) 

 مختلف کشت استاندارد و کشت مداخله یهادر گروه Ki-67 انیب یتومتریفلوسا زیآنال.3جدول 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1830949192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676318020
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 p < 0.01. **: مقدار یتومتریفلوس زیبا گروه کشت استاندارد با آنال سهیدر گروه کشت مداخله در مقا یچرخه سلول Sفاز  شی( افزاA and B. یچرخه سلول یابیارز. 3شکل 

CM    باعث تغییر در فازS  گروه سلولی در    چرخه 

   شد:  مداخلهکشت  

محتوای   بررسی  از  از  ها سلول  DNAپس  استفاده    با 

کشت   چرخه سلولی در گروه  Sافزایش در فاز  فلوسیتومتری،  

( P= 0.001دیده شد )به گروه کشت استاندارد    تنسب  مداخله

 (. 3شکل ، 4جدول  )

 

 یهادرگروه  Sبر فاز    دیبا تأک  یچرخه سلول  یتومتریفلوس  زیآنال.4جدول  

 مختلف کشت استاندارد و کشت مداخله 

S phase 

 

Groups Mean ± 

SD 

P 

Standard 

culture 

25.2 ± 

2.38 

0.001 

 
Intervention 

(optimized) 

culture 

38.4 ± 

10.50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   CMتغ کشت    رییباعث  گروه  در  آپوپتوز  در 

 مداخله شد:

 Annexin  یزیآمرنگ  ،یبر آپوپتوز سلول  CMاثر    یابیارز  یبرا

V FITC/PI  نتا شد.  آپوپتوز   یتومتر یفلوس  جیانجام  کاهش 

گروه کشت    رس¬رید به  نسبت  مداخله  گروه کشت  در  را 

کاهش را   نای  ˂0.001Pبا    یآمار  زیاستاندارد نشان داد. آنال

به   داریمعن کرد.  تأ گزارش    زان یم  وز،آپوپت  زانیم  دییمنظور 

  یبررس  RT-qPCRبا استفاده از   BAXو   BCL2 یهاژن   انیب

هم   لیوتحلهیتجز  جینتا  ،یتومتریفلوس  ج ینتا  با   راستا¬شد. 

RT-qPCR  ب  ش یافزا  زین سطح   BCL-2 (0.025=P)  انیدر 

را در گروه کشت مداخله نسبت   BAX  انیهمراه با کاهش ب

( داد  نشان  استاندارد  ،    3  ول ( )جدP=0.014به گروه کشت 

 ( 4، شکل 6جدول 

 کشت مداخله

 کشت استاندارد

A) 
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 RT-qPCRو  یتومتریفلوس قیجامع آپوپتوز از طر زیآنال .5جدول 

Flow cytometry analysis 
Late 

apoptosis 

 

Groups Mean 

± SD 

Pvalue 

Standard 

culture 

12.55 

± 0.93 
˂ 0.001 

Intervention 

(optimized) 

culture 

8.4 ± 

3.43 

RT-q PCR analysis 
Bcl2 Standard 

culture 

1.14 ± 

0.09 

0.025 

Intervention 

(optimized) 

culture 

1.48 ± 

0.14 

Bax Standard 

culture 

0.10 ± 

0.06 

0.014 

Intervention 

(optimized) 

culture 

0.05± 

0.03 

Abbreviation: Bcl2: B-cell lymphoma 2, Bax: Bcl-2-

associated X-protein 

 

 

 

 

 

A) C) D) 

سطح   شی( افزاC. یتومتریفلوس زیبا گروه کشت استاندارد با آنال سهی( کاهش آپوپتوز در گروه کشت مداخله در مقا A and Bآپوپتوز.  زیآنال. 4شکل 

 سهیمقادر گروه کشت مداخله در  Bax انی( کاهش سطح بRT-qPCR. D زیبا گروه کشت استاندارد با آنال سهی در گروه کشت مداخله در مقا Bcl2 انیب

 p < 0.01، **: مقدار p < 0.05. *: مقدار RT-qPCR زیبا گروه کشت استاندارد با آنال
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 بحث

از    فن وابستگی      های سلولکاریوتایپ به حضور تعداد کافی 

که این فن ارزشمند   زنده با قابلیت تکثیر بالا باعث شده است

می اختصاص  خود  به  را  تشخیص  اولیه  خط  با  که  دهد 

به    ها سلولدر مواردی که تعداد    زیرا  محدودیت مواجه باشد 

آن    تبعبهپاتولوژیکی کم است و    یا   علل مختلف فیزیولوژیکی و 

برقرار    هایسلوللازم بین    تعاملات موجود در محیط کشت 

حضور    شودمین عدم  علت  به  یا  و    هایسلول و  استرومایی 

افزایش  فاکتورهای محلول حامی رشد،   با کاهش تکثیر و یا 

و نیز در مواردی که ماهیت    (11,  10)باشند  میآپوپتوز همراه  

برای  از تکثیر موردنیاز  سلول موردبررسی کند رشد است و 

CK  2)  باشند، این فن با شکست مواجه شودبرخوردار نمی ,

العاده  و درنتیجه از بررسی کل ژنوم و ارائه اطلاعات فوق   (6-8

بندی خطر آگهی و طبقهمهم ژنتیکی که در تشخیص، پیش

بماند   ناکام  دارند  را  مهمی  مطالعات    کهییازآنجا  .(3)نقش 

با یکدیگر و بر ظرفیت    هاسلولی بر اهمیت تعاملات  اگسترده

جهت حمایت از حفظ    هاسلولفاکتورهای محلول مترشحه از  

  ( 11,  10)  اند کرده  دی تأکبقا، افزایش تکثیر و کاهش آپوپتوز  

سازی محیط کشت  ما در این مطالعه سعی کردیم تا با شبیه

منظور ها را بهها به ریز محیط مغز استخوان، رشد سلولسلول 

از   بنابراین  بخشیم،  بهبود  موفق  کاریوتایپ  برای   CMیک 

بهینه کردن شرایط محیط کشت بیماران مبتلا به لنفوپنی که  

هم شرط کافی بودن تعداد سلول و درنتیجه تکثیر کافی را 

هم احتمال وقوع آپوپتوز ناشی از عدم وجود    کردند ونقض می

را در    CKتعاملات لازم و کافی را در پی داشتند و درنتیجه  

می قرار  شکست  خطر  کردیم.معرض  استفاده  نتایج    دادند 

پژوهش درصد بالایی از کشت های موفق همراه با افزایش بقا،  

کاهش  MIافزایش   و  تکثیر  افزایش  یک  ،  به  که  آپوپتوز 

می منجر  موفق  را  کاریوتایپ  گروهشود    مداخلهکشت    در 

نشان داد که احتمالاً علت آن  به گروه کشت استاندارد تنسب

 
1 Platelet Rich Plasma, PRP 
2 Multiple Myeloma, MM 
3 Banding Resolution 
4 Chronic Lymphocytic Leukemia, CLL 

واسطه حضور فاکتورهای ها بهغنی شدن محیط کشت سلول

لنفوسیت با شرایط محیطی جدید،  مؤثر در سازگار شدن  ها 

سلول  ترمیم  در  دخیل  آسیبفاکتورهای  و  های  دیده 

در   آپوپتوز  مهار  و  بقا  و  رشد  محرک  بوده    CMفاکتورهای 

راستا در مطالعه از است. در همین  غنی  پلاسمای  از  ای که 

بهینه   1پلاکت  برای سازی کشت سلول جهت  لنفوسیتی  های 

کروموزوم  بهتر  کیفیت  شد،  استفاده  کاریوتایپ  و  انجام  ها 

آن  بیشتر  کشت  کمیت  اسلایدهای  نهایی  تصاویر  در  ها 

علاوه  . به(5)شده نسبت به کشت استاندارد مشاهده شد  بهینه 

Pawitan et al.    حذف سلول   FBSبا  کشت  محیط  های  از 

به محیط    PRPهای حاصل از روش  انسانی و افزودن پلاکت

کشت   توانست  بنسلول کشت  مغز مشتق  یادیهای  از  شده 

ی را بهبود و بافت چرب  یمیمزانش  ی ادیهای بناستخوان، سلول 

شده دست یابد  های کشتبخشد و به تعداد بیشتری از سلول

برای بهبود رشد    .Frutos et al. همچنین نتایج مطالعه  (17)

به و  آزمایشگاهی  شرایط  در  تشخیص سلولی  افزایش  منظور 

میلوما  مالتیپل  در  کروموزومی  در    2انحرافات  که  داد  نشان 

تحریک های  با  کشت  به    DSP30/IL-10/IL-2شده  نسبت 

تشخیص  کشت،  موفقیت  میزان  استاندارد،  های  کشت 

سلولناهنجاری تعداد  کروموزومی،  و  های  میتوتیک  های 

توجهی بالاتر  طور قابلبه  3پذیری باندهای کروموزومیتفکیک 

نشان دادند که در بیماران لوسمی   .Qdiasat et al.  (6)است  

لنفوسیتی  های    4مزمن  کشت  در  میتوزی    BMشاخص 

هفت برابر بیشتر از کشت استاندارد   IL-2/CPGشده با  تحریک 

BM    باLPS    بود، این در حالی بود که درG-banding   و نتایج

SKY شده و کشت  داری بین کشت های تحریکتفاوت معنی

علاوه کارگر و همکاران به  .( 7)دیده نشد    5LPSمغز استخوان با  

بهینه  سلولجهت  کشت  محیط  استرومایی  سازی  های 

های خارج سلولی مشتق از لوسمی حاد  از وزیکول  6مزانشیمی 

افزایش بقا و    7میلوبلاستی نتایج این مطالعه  استفاده کردند. 

در   را  آپوپتوز  کاهش  و  سلولی  با    MSCsتکثیر  شده  تیمار 

5 LPS BM culture 
6 Mesenchymal Stromal Cells, Mscs 
7 Acute Myelobastic Leukemia (AML)-Derived Extra Cellular 

Vesicles, AML-Evs 
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AML-EVs (40µg/mL, 48h)    نشان داد وEVs    های ایزوله

عنوان فاکتوری را به AMLشده از پلاسمای بیماران مبتلا به  

القای  آپوپتوز،  کاهش  پرولیفراسیون،  افزایش  در  کلیدی 

معرفی کرد    AMLدرمانی و عود در بیماران  مقاومت به شیمی

مشخص    و همکاران  زرگریمولود. همچنین در مطالعه  (19)

باعث    mir146aو    mir-21با انتقال    myeloma-EVsشد که  

پرولیفراسیون   تولید  MSCsافزایش   ،IL-6    ل یتبدو  

سرطان  بروبلاستیف با  در  (20)شوند  می  1مرتبط  نیز  ما   .

قبلی کاهش  مطالعه  نیز  و  تکثیر  و  رشد  بقا،  افزایش  مان، 

های تیمار شده با اگزوزوم های مشتق از    BM-MSCآپوپتوز  

سلولی   پرومیلوسیتیک   HL-60رده  حاد  لوسمی  رده    2در  و 

را در مقایسه   3در لوسمی حاد لنفوبلاستیک   NALM-6سلولی  

 . (23-21)با گروه کنترل مشاهده کردیم 

 گیرینتیجه

 ،محیط کشت را بهینه کنند  توانندیم که    یی هاروش توسعه   

بسیار مهم است. مطالعات    داروسازیو    پزشکیدر ابعاد مختلف  

سعی   رخ    اند کردهبسیاری  بدن  در  آنچه  مشابه  شرایطی  تا 

در    دهدیم آزمایشگاهی  را  نکته فراهم  شرایط  اما  آورند؛ 

اینجاست که مداخله در محیط کشت نباید باعث    توجهقابل

تعداد    شدهتنظیم  کاملاً هماهنگی    زدنبرهم   یهاکلونبین 

و بنابراین نباید با تحریک تولید کلونی    نرمال و بدخیم شود 

کلونی دیگر شود. نتایج مطالعه ما    پنهان شدنخاص، موجب  

CM    فاکتورهای حاوی  که  از   العاده فوق را  مترشحه  مهم 

با همان تعادل موجود در بدن است گزینه مناسبی    ها سلول 

هم   in vitroدر  in vivo یسازهیچراکه با شب کند؛یم معرفی 

به   بقا  منجر  و  تکثیر  و  رشد  از  و    شود یم  ها سلولحمایت 

به    همچون نیازی  است  سلول  گیرنده    دهندهقیتطبفاقد  و 

است و سهولت    صرفهبهمقروننیست. استفاده از آن آسان و  

تولید،    و  یبندبسته   ،(freeze-dried)  کردنخشک در 

 .استاز دیگر مزایای آن  ونقلحمل 

 
1 cancer-associated fibroblast (CAF) transformation 
2 acute promyelocytic leukemia, APL 

 تشکر و قدردانی 

آزما  نیا توسط  تحقیقات  شگاهیمطالعه  دانشکده    جامع 

پزشک  یراپزشکیپ  علوم  تهران،   یبهشت  دیشه  ی دانشگاه  در 

حمایت های بی  از    مانهیما صمهمچنین  شد.    یبانیپشت   رانیا

  شان یا  یاحرفه  میدکتر محسن احسان و ت  جناب اقای  دریغ

جواد   یتخصص  یمجتمع پزشک  یپزشک  کیژنت  شگاهیدر آزما

پزشک  نشگاه الائمه در دا . ما  میکنیم   ی کرمان قدردان  یعلوم 

افراد  صمیمانه اهدا  یاز  با  ا  یکه  در  خود   ق ی تحق  نیخون 

 . میمشارکت داشتند، سپاسگزار

 ملاحظات اخلاقی

حاضر  کم  پژوهش  پزشک  تهیتوسط  علوم  دانشگاه    ی اخلاق 

(  IR.SBMU.RETECH.REC.1402.014)  یبهشت  دیشه

 تأییدشده است. 

 کد اخلاق  

کم  توسط  حاضر  پزشک  تهیپژوهش  علوم  دانشگاه    ی اخلاق 

(  IR.SBMU.RETECH.REC.1402.014)  یبهشت  دیشه

 است.  دشدهییتأ 

 تضاد منافع و منابع 

 ندارند.  ی تضاد منافع گونهچی هکه   دارندیاعلام م  سندگانینو 

 حمایت مالی 

  د یشه  یدانشگاه علوم پزشکاین مطالعه تحت حمایت مالی   

 انجام شد. (رانی)تهران، ا یبهشت

 سهم نویسندگان

بخش  یمهد ای فارسان  انیاله  طرح  داور  ده، ی:  به    ،یپاسخ 

  ، یآمار  لیو تحل  هیاطلاعات، تجز  یگردآور  ده،یب.ک.د: طرح ا

 .ینگارش مقاله، ارسال مقاله، پاسخ به داور

3 acute lymphoblastic leukemia, ALL 
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 . شیرایاطلاعات، و ی: گردآورمریم پناهی 

 . شیرای: نگارش مقاله، ومیرعباس نویدی نیاا 

 . اطلاعات یگردآور ده،ی: طرح احمیده رحمانی سراجی 

 .  شیرایاطلاعات، و ی: گردآورلهام جفایی ا 

 .شیرایاطلاعات، و یگردآور: مژگان امیرپور
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ABSTRACT: 
Introduction: Conventional karyotyping (CK) fundamentally relies on a sufficient quantity of viable and 

highly proliferative cells, a requirement that frequently leads to culture failure—particularly under 

conditions of reduced cellularity due to physiological or pathological lymphopenia. In such cases, 

inadequate cell interactions and suboptimal proliferation within the culture medium compromise diagnostic 

yield. This study investigated the impact of Conditioning Media (CM) on cell survival, proliferation, and 

apoptosis in lymphopenic samples. 

Methods: To closely emulate in vivo microenvironmental conditions, CM was employed to optimize the 

in vitro culture system. Data were obtained through mitotic index (MI) assessments, proliferation assays, 

and apoptosis analyses, supplemented by RT-qPCR to examine dynamic changes in gene expression 

associated with cell cycle regulation and survival pathways. 

Results: The incorporation of CM into the culture system significantly improved culture success rates. This 

was demonstrated by enhanced cell survival, increased mitotic indices, elevated Ki-67 expression—

indicative of heightened proliferative activity—and a pronounced progression into the S phase of the cell 

cycle. Concurrently, a marked reduction in apoptosis was observed, suggesting improved cellular viability 

and resilience. 

Conclusion: Our findings support the integration of CM into standard culture protocols to improve growth 

conditions, particularly in specimens with low cell counts or limited proliferative capacity—factors that 

traditionally impede successful karyotypic analysis. These improvements highlight the transformative 

potential of CM in refining CK methodologies, thereby broadening their reliability and applicability in 

clinical genetic diagnostics. 
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