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 (59/11/36 مقاله: پذيرش -3/6/39 مقاله: دريافت)

 چكيده
 طيمح زير و سماسلپلا ميبدخ سلول نيب تعامل به يبستگ آن شرفتيپ که باشديم خون يهاپلاسماسل سرطان ينوع لومايم پليمالت :زمينه

 و هانيوکتيس ترشح شيافزا و آپوپتوز به مقاومت و هاسلول هياول يچسبندگ چند هر شود.يم ميتنظ هارندهيگ توسط که دارد مربوطه

 به اهشگيآزما طيمح در ييلومايم يهاسلول ينگهدار امكان يول شوديم لومايم سلول ريتكث و رشد ماندن، زنده باعث رشد يهافاکتور

 طيراش حفظ و يسازنهيبه مستلزم لومايم يرو بر قاتيتحق انجام که ييآنجا از و روبروست يخاص يهاچالش با و ندارد وجود يراحت

 داخل طيمح در هاسلول نيا کشت طيشرا ارتقا به منجر توانديم کيوتيآمن عيما رسديم نظر به باشد،يم شگاهيآزما داخل در آنها کشت

 گردد. شگاهيآزما

 همراه به RPMI شامل کشت طيمح در هاسلول شدند. جدا MACS کيتكن از استفاده با ماريب 6 ييلومايم يهاسلول :هاروش و مواد

 شدند. داده کشت هفته دو مدت به رفعال(يغ و )فعال کيوتيآمن عيما درصد 90 و 50 ،10 يهاغلظت و رفعال(يغ و )فعال FBS درصد 100

 انيب هادام در و شد يريگاندازه انيم در روز کي صورت به هفته دو نيا يط در بلو پانيتر يزيآمرنگ روش از استفاده با يسلول يبقا

 مورد يفيک PCR کيتكن از استفاده با (P27، P21) يسلول چرخه توقف و (CXCR4) ينيگز لانه (،BCL-2) ريتكث به مربوط يهاژن

 گرفت. قرار مطالعه

 ياملاحظه قابل زانيم به فعال ريغ FBS درصد 10 همراه به رفعاليغ کيوتيآمن عيما درصد 59 شامل طيمح که داد نشان جينتا :هايافته

 همه در گر،يد طرف از .شدند انيب نامبرده يهاژن همه (يجداساز )روز صفر روز در نيهمچن دهديم شيافزا را لومايم سلول ريتكث

 توانديم که نداشتند يانيب چيه P27 و P21 يهاژن که يحال در داشته، انيب CXCR4 و BCL-2 يهاژن کشت، چهارم روز در ها،گروه

 .باشد ييلومايم يهاسلول ريتكث و رشد يرو بر ونيآمن عيما ريثأت دهنده نشان

 RPMI شامل که هيپا طيمح همراه به فعالريغ کيوتيآمن عيما درصد 59 شامل ،طيمح از استفاده آمده، دستهب جينتا اساس بر گيري:نتيجه

  شود.يم هيتوص لومايم يهاسلول کشت يبرا باشديم فعالريغ FBS درصد 10 و

 ريتكث پلاسماسل، لوما،يم پليمالت ون،يآمن عيما :کليدي واژگان
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 مقدمه
 خون يهاپلاسماسل سرطان ينوع لومايم پليمالت

 سلول نيب تعامل به يبستگ يماريب شرفتيپ که باشديم

 طتوس که دارد مربوطه طيمح زير و پلاسماسل ميبدخ

 و اهسلول هياول يچسبندگ شود.يم ميتنظ هارندهيگ

 و هانيتوکيس ترشح شيافزا و آپوپتوز به مقاومت

 لولس ريتکث و رشد و ماندن زنده باعث رشد يفاکتورها

 لومايم پليمالت که است نيا بر اعتقاد (.1) شوديم لومايم

 يهاييجا جابه مانند يکيژنت يهابيآس توسط

 يهاييجا جابه نيا که است شده جاديا يکروموزوم

 شود.يم هاانکوژن انيب شيافزا باعث يکروموزوم

 هشد سلول رشد و بقا حفظ، باعث که ييهاگناليس

 آپوپتوز سبب که ييهاگناليس و شوديم کيتحر

 تورفاک نيترشده شناخته شوند.يم رفعاليغ شونديم

 کيتحر که باشديم 6- نينترلوکيا لومايم سلول رشد

 گناليس انتقال سبب 6- نينترلوکيا توسط سلول

JAK-STAT قيطر از gp131 6- نينترلوکيا رندهيگ 

 (.2-6) شوديم STAT3 ونيلاسيفسفر و

 نيپروتئ ونيلاسيفسفر قيطر از 6- نينترلوکيا

 صورت هب و شده لومايم سلول رشد باعث نوبلاستومايرت

 مغز يياستروما يهاسلول کند.يم عمل نياتوکر

 مهار باعث و هستند 6- نينترلوکيا مهم منبع استخوان

 داده نشان مطالعات (.7) شونديم لومايم سلول آپوپتوز

 و هانيتوکيس 6- نينترلوکيا بر علاوه که است

 نقش وماليم پليمالت پاتوژنز در يگريد رشد يفاکتورها

 فاکتور ،(IGF) نيانسول رشد فاکتور شامل: که دارند

 الياندوتل رشد فاکتور ،(TNF) تومور دهنده نکروز

 و (FGF) بروبلاستيف رشد فاکتور ،(VEGF) يرگ

                                                 
1 Fibroblast growth factor 
2 Epidermal growth factor 
3 Transforming growth factor 
 

 يهاسلول از هانيتوکيس نيا باشند.يم 21- نينترلوکيا

 حترش ييلومايم يهاسلول و يالياندوتل ،يياستروما

 و ييلومايم سلول مهاجرت و رشد بقا، و شونديم

 شيافزا استخوان مغز طيمح زير در را ييزارگ نيهمچن

 ريکثت يميتنظ يهانيتوکيس از گريد يکي .(8) دهنديم

 قيطر از که باشديم 11 نينترلوکيا ييلومايم سلول

 M نيانکوستات جمله از هيثانو يهاگناليس رشد کيتحر

 (.9) شونديم لومايم سلول ريتکث باعث 11نينترلوکيا و

 که باشديم21نينترلوکيا يميتنظ يهانيتوکيس گريد از

 ردعملک ريثأت تحت و شوديم ديتول T تيلنفوس توسط

 است (NK) يعيطب کشنده يهاسلول و B تيلنفوس

 توسط که (HGF) تيهپاتوس رشد فاکتور (.11)

 زين شوديم ديتول استخوان مغز يياستروما يهاسلول

 هرنديگ گردد. لومايم سلول مهاجرت به منجر توانديم

 پليمالت مارانيب استخوان مغز يپلاسما در فاکتور نيا

 يرگ اندوتلبال رشد فاکتور (.11) دارد شيافزا لومايم

 ييزارگ روند اغاز يبرا يضرور يفاکتورها از يکي

 شدر فاکتور ميمستق طور به لومايم سلول (.12) باشديم

 توجه با (.13) کنديم ديتول (VEGF) يرگ الياندوتل

 يطيمح به رشد يبرا هاسلول نيا شده ذکر مطالب به

 نمايد. فراهم را نظر مد رشد يفاکتورها که دارند ازين

 اثر يانسان کيتويآمن عيما که اندداده نشان قاتيتحق

 نيپروتئ 848 يحاو که چرا دارد يفراوان ياهيتغذ

 درات،يبوهکر د،يپپت ن،يپروتئ ت،يالکترول آب، ،مختلف

 ن،يتور ر:ينظ ييهانهيآم دياس و هورمون ،يچرب

 ملهج از رشد يفاکتورها از ياگسترده فيطو نيگلوتام

 يدرمياپ رشد فاکتور ،1(FGF) بروبلاستيف رشد فاکتور

(EGF)2، رشد رييتغ فاکتور (β-TGF)3 نيهمچن و 
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 ،4هانيدفنس آلفا مانند يفعال يکروبيم ضد عوامل

 و 7هانيکالپروتکت ،6زوزوميل ،8هانيلاکتوفر

 نکهيا به توجه با و (18 و 14) باشديم 8هانيديکاتلس

 يراحت به شگاهيآزما طيمح در لومايم سلول ينگهدار

 جهت يکشت طيمح گونهچيه تاکنون و ستين ريپذامکان

 ليدل هب و است نشده يطراح لومايم سلول ريتکث و رشد

 به نيهمچن و يشگاهيآزما داخل قاتيتحق انجام لزوم

 يرو بر يدرمان يميش يداروها اثر يبررس منظور

 ميکن يطراح را يطيمح ميگرفت ميتصم هياول يهاسلول

 امکان و باشد ترکينزد بدن کيولوژيزيف طيشرا به که

 آورد وجود به شگاهيآزما طيمح در را سلول نيا رشد

 گرفت. قرار استفاده مورد ونيآمن عيما علت نيهم به

 هاروش و مواد

 

 هانمونه هيته

  استخوان مغز ونيراسيآسپ يهانمونه يآورجمع

 به مبتلا ماريب 6 استخوان مغز ونيراسيآسپ يهانمونه

 يهماتولوژ بخش به کننده مراجعه لومايم پليمالن

 خلا يهالوله در ينيخم امام و ارتش يهامارستانيب

 يسيس 6 مقدار به EDTA انعقاد ضد يحاو لياستر

 افهاض که شد گرفته درمان نيروت پروتکل اساس بر

 نيا ييمالويم يهاسلول بلافاصله و بود يصيتشخ نمونه

 شد. جدا MACS کيتکن از استفاده با مارانيب

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 شدن لياستر نحوه و ونيآمن عيما يآورجمع

 دش گرفته مختلف نيسزار 18 از ونيآمن عيما يهانمونه

 درجه 4 يدما و ساعت 1 مدت به 11111g دور در و

 فوژيانترس دار خچالي فوژيسانتر از استفاده با گراديسانت

 زا پس و شد داده عبور لياستر يصاف يکاغذها از وشد

 کار نيا که شد داده عبور 22/1 يلترهايف از مرتبه 2 آن

  شد. ونيآمن عيما شدن لياستر باعث

                                                 
4 alpha defnesin 
5 lactopherin 
6 lysosom 
7 calprotectin 
8 catlsidin 

 ونيآمن عيما و FBS سرم شدن رفعاليغ نحوه

 18 مدت به ونيآمن عيما و FBS يحاو يهاوپيکروتيم

 دتم به بلافاصله و گراديسانت درجه 37 يدما در قهيدق

 و گرفت قرار گراديسانت درجه 86 يدما در قهيدق 38

 يدما در قهيدق 31 مدت به هاسرم مرحله نيا از بعد

 درجه 4 يدما در تينها در و شد ينگهدار اتاق

 شد. رهيذخ گراديسانت

 ميلوما مالتيپل به مبتلا بيماران به مربوط مشخصات (1جدول

 پلاسماسل درصد نمونه نوع تشخيص جنس سن بيمار شماره

1P 88 81 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل زن 

2P 61 61 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل مرد 

3P 61 68 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل زن 

4P 77 88 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل مرد 

8P 84 91 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل زن 

6P 32 71 استخوان مغز آسپيراسيون ميلوما مالتيپل زن 
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 استخوان مغز نمونه ياهسته تک يهاسلول يجداساز

 سيسي 7) 1 به 7 نسبت به استخوان مغز ونيراسيآسپ

 قيرق (يولوژيزيف سرم سيسي 1 با استخوان مغز نمونه

 تهخير کوليفا يرو يآرام به استخوان مغز نمونه و شد

 21 يدما در قهيدق 38 مدت يبرا) 448g دور در و شد

  .شد فوژيسانتر گراديسانت درجه
 

 (CD 138) هاسل پلاسما يجداساز

 رسوب به ديکروبيم CD138 يباديآنت تريکروليم 8

 2-4 يدما در قهيدق 18 مدت به و کرده اضافه يسلول

 اضافه با را هاسلول شد. داده قرار گراديسانت درجه

 g 311 ردو در و داده شستشو بافر تريليليم 1-2 کردن

 گراديسانت درجه 21 يدما در قهيدق 11 مدت به

 يلولس ونيسوسپانس بعد مرحله در و نموده فوژيسانتر

 شد. داده عبور LS ستون از

 

 يومترتيفلوسا کيتكن از استفاده با هاسلول دييأت

 توسط (CD138) پلاسماسل يهاسلول يجداساز از بعد

 بلافاصله هاسلول خلوص نييتع يبرا ،MACS کيتکن

 .دش انجام صفر روز در يتومتريفلوسا يجداساز از بعد

 هاسلول کشت

 در ونيآمن عيما يحاو کشت يهاطيمح در هاپلاسماسل

 شد داده کشت يمتوال هفته 2 مدت به متفاوت گروه 4

 انيم در روز کي صورت به گروه هر يهاسلول تعداد و

  شد. شمارش

 درصد FBS 11 و RPMI يحاو کنترل يعني ،اول گروه

 ه(يپا طي)مح

  درصد Amnion fluid 11 و هيپا طيمح :يحاو ،دوم گروه

 درصد Amnion fluid 28 و هيپا طيمح يحاو ،سوم گروه

 Amnion fluid81 و هيپا طيمح يحاو ،چهارم گروه

 درصد FBS 11 مطالعه مورد اول ماريب سه در .درصد

 سه در و بوده Active استفاده مورد Amnion fluid و

  و درصد FBS 11 مطالعه مورد آخر ماريب

Amnion fluid استفاده مورد Inactive است بوده. 
 

 RNA استخراج

 تيک از استفاده با يسلول کشت هارمچ و صفر يروزها در

 از بعد و گرفت صورت RNA استخراج ژن نايس شرکت

 گرفت. صورت cDNA سنتز يبرا RNA يسازآماده آن

 
 استفاده مورد پرايمرهاي به مربوط مشخصات (5جدول

 طول محصولات توالي نام
(P21)CDKN1A-F  CCA GCA TGA CAG ATT TCT ACC 181 

(P21)CDKN1A-R  AGA CAC ACA AAC TGA GAC TAA GG 

H CXCR4(F) Both variants CGC CAC CAA CAG TCA GAG 176 

H CXCR4(R) Both variants AAC ACA ACC ACC CAC AAG TC 

H-P27 – F CA ACC GAC GAT TCT TCT AC 214 

H-P27 – R TGT ATA TCT TCC TTG CTT CAT C 214 

H-BCL2-F CAGGATAACGGAGGCTGGGATG 71 

H-BCL2-R AGAAATCAAACAGAGGCCGCA 

HPRT1 – F CCT GGC GTC GTG ATT AGT G 128 

HPRT1 – R TCA GTC CTG TCC ATA ATT AGT CC 
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 cDNA سنتز

سازي خريداري شده از  cDNAبا استفاده از کيت 

شرکت يکتا تجهيز بر اساس دستورالعمل شرکت 

ساخته شد.به طور RNA ، CDNAسازنده کيت از 

 RNA 1خلاصه، در ابتدا به محلول حاوي 

اضافه کرده و  Random Hexamerميکروليتر

درجه سانتيگراد  71دقيقه در دماي  8ميکروتيوپ را 

اينکوبه نموده سپس مخلوط بافر آماده گرديد که 

 first standard buffer  ، 1ميکروليتر 4 شامل

باشد. مي m-mlv ميکروليتر Dntp ،1 ميکروليتر

 14مخلوط بافر را درون هر ميکروتيوپ ريخته و 

 وميکروليتر از نمونه را به مخلوط بافر اضافه کرديم 

گراد درجه سانتي 42مدت يک ساعت در دماي به 

 -71و  -21در دماي  cDNAانکوبه شد. پس از آن 

 شود.گراد نگهداري ميدرجه سانتي

 
PCR 

 توجه با هامعرف شدن زيدفر از پس PCR انجام يبرا

 محلول شود. هيته Master mix هانمونه تعداد به

PCR تريکروليم 11 شامل Master mix 

amplicon، 8/1 تريکروليم 1 مر،يپرا تريکروليم 

CDNA، 8/8 زا پس و باشديم مقطر آب تريکروليم 

 گرفت. صورت هانمونه الکتروفورز مرحله نيا

 

 هاافتهي

پايان نامه کارشناسي ارشد رشته اين تحقيق حاصل از 

 خون شناسي آزمايشگاهي و بانک خون با کد اخلاق

66 .1834 IR.TMU.REC. باشد که در يم

دانشگاه تربيت مدرس انجام شد و در تاريخ 

 به ثبت رسيد.  9/4/1398

 هب مبتلا ماريب 3 استخوان مغز از هاپلاسماسل ابتدا در

 ،شد جدا MACS کيتکن از استفاده با لومايم پليمالت

 جدا يهاسلول که نيا دييأت يبرا يجداساز از پس

 در يرتومتيفلوسا کيتکن از هستند سل پلاسما شده

 ةمونن يبرا فقط مرحله نيا که شد استفاده صفر روز

 ميده نشان نکهيا يبرا گرفت انجام دوم و اول ماريب

 انجام قيدق صورت به پلاسماسل يجداساز نديفرا

 باشد.يم ريز شرح به آن جينتا که شوديم

 

 
  نتايج فلوسايتومتري مربوط به نمونه بيمار اول( 1نمودار 
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 دومنتايج فلوسايتومتري مربوط به نمونه بيمار ( 2نمودار

 تيجمع که شوديم مشاهده 2و  1ي نمودارها در

 دييأت از بعد باشد.يم پلاسماسل هاسلول از يشتريب

 يطيمح مختلف گروه 3 در هاسلول کشت هاپلاسماسل

   Activeونيآمن عيما مختلف يهاغلظت شامل که

 FBSActive و RPMI همراه به (درصد 81 و 28 ،11)

 و RPMI يحاو که هيپا طيمح کي کنار در درصد 11

FBS 11 مورد يمتوال هفته 2 مدت به باشديم درصد 

 شانن مطالعه نيا از حاصل جهينت که گرفت قرار يبررس

 هب رو روند اول هفته در هاسلول ريتکث و رشد که داد

 طيمح در را هاسلول تعداد نيشتريب و داشته شيافزا

 غلظت گفت توانيم و داريم درصد 28 ونيآمن عيما

 باشد.يم درصد 28 غلظت ونيآمن عيما از استفاده ثرؤم

 و شده کاسته هاسلول تعداد از شدت به دوم هفته در و

 .هستيم دوم هفته در کاهش روبه روند کي شاهد

 درون هاسلول دوم هفته در که شد مشاهده نيهمچن

 ليدل به که شونديم يمتلاش و شده زيل کشت طيمح

 نيا مهاجم يفاکتورها گريد و کمپلمان عوامل حضور

 ميتصم مشکل نيا رفع منظور به دهد.يم رخ دهيپد

 پروژه در استفاده مورد FBS و ونيآمن عيما شد گرفته

In active .عوامل توانمي کار نيا با واقع در شود 

 و کرده حذف را مهاجم يفاکتورها گريد و کمپلمان

 سپس .نمود مساعد هاپلاسماسل رشد يبرا را طيشرا

 ناستخوا مغز از شده جدا يهاپلاسماسل ريتکث و رشد

 کيتکن از ادهاستف با لومايم پليمالت به مبتلا گريد ماريب 3

MACS شامل که يطيمح مختلف گروه 3در 

 Inactive (11، 28، 81 ونيآمن عيما مختلف يهاغلظت

 FBS Inactive درصد 11 و RPMI همراه به (درصد

 درصد 11 و RPMI يحاو که هيپا طيمح کي کنار در

FBS ارقر يبررس مورد يمتوال هفته 2 مدت به باشديم 

 که داد نشان مطالعات نيا از حاصل جينتا گرفت.

 يهاگروه در يشيافزا صورت به تواننديم هاپلاسماسل

 يمتوال هفته 2 مدت به Inactive ونيآمن عيما يحاو

 ريتکث نيترشيب هم مطالعه نيا در البته کنند. ريتکث و رشد

 دهديم نشان که بوده درصد 28 ونيآمن عيما طيمح در

 باشد.يم درصد 28 ونيآمن عيما از استفاده ثرؤم غلظت

 يحاو فقط و بوده ونيآمن عيما فاقد که هيپا طيمح در

RPMI درصد 11 و FBS Inactive کمتر در باشديم 

 هاروز يمابق و داشته را يشيافزا روند هاسلول روز 8 از
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 دهديم نشان که بوده کاهش به رو هاسلول تعداد

 مدت يطولان حفظ يبرا RPMI طيمح از توانينم

 از استفاده نيهمچن کرد. استفاده هاپلاسماسل

 که داد نشان ونيآمن عيما درصد 81 و 11 يهاغلظت

 دارند را يجيتدر و آهسته شيافزا به رو روند هاسلول

 اديپ ديشد شيافزا طيمح دو نيا در هاسلول تعداد و

 ريثتک با مرتبط يهاژن انيب زين تينها در و کندينم

(BCL-2)، ينيگز لانه (CXCR4) چرخه توقف و 

 صفر روز يعني مختلف يروزها در (P21-P27) يسلول

 در هاژن انيب مطالعه گرفت: يبررس مورد چهارم روز و

 تفادهاس با هاسلول يجداساز از بعد قاًيدق يعني صفر روز

 انيب مربوطه ژن 4 هر که داد نشان MACS کيتکن از

 اندادهد نشان را هاژن نيا انيب زين يقبل مطالعات و داشته

 يهاسلول از که چهارم روز در هاژن انيب مطالعه اما و

 28 ونيآمن عيما کشت طيمح و کنترل کشت طيمح

 اب مرتبط يهاژن که دهديم نشان شده استفاده درصد

 شده خاموش (p21-p27) يعني يسلول چرخه توقف

 و (BCL-2) ريتکث با مرتبط يهاژن يطرف از است.

که نشان دهنده اين  داشته انيب (CXCR4) ينيگزلانه

اند و ها درون محيط کشت تکثير داشتهاست که سلول

  اند.بقاي خود را حفظ کرده

 

 
 

ها به صورت ميانگين داده. Active آمنيون مايع مختلف هايغلظت با هايمحيط در مختلف بيمار 3 پلاسماسل تکثير ميزان از حاصل نتايج نمودار (3 نمودار

± SD  18/1در شش روز نشان داده شده است>P* در مقايسه با نتايج کنترلي 
 

 

 
 

 

ها به صورت داده. Inactive آمنيون مايع مختلف هايغلظت با هايمحيط در مختلف بيمار 3 پلاسماسل تکثير ميزان از حاصل نتايجنمودار  (4 نمودار

 در مقايسه با نتايج کنترلي* P<18/1در شش روز نشان داده شده است.  SD ±ميانگين 
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 گروه 3 پلاسماسل يهاسلول در هاژن انيب جينتا

 انيب جينتا که بود مشابه Inactive طيشرا در يمطالعات

  باشد:يم ريز صورت به هاژن نيا

 ،P27 و BCL2، CXCR4، P21 يهاژن ،صفر روز در

HPRT داشتند. انيب  

 يهاژن کنترل، گروه يهاسلول ،چهارم روز در

BCL2CXCR4 و HPRT يهاژن اما نمودند انيب را 

P21 و P27 طيمح يهاسلول نينچهم نداشتند. انيب 

 و RPMI با همراه inactive درصد 28 ونيآمن عيما

FBSinactive%11 يهاژن درصد BCL2CXCR4 و 

HPRT يهاژن و نمودند انيب را P21 و P27  

 .نداشتند انيب

 

 

 پايه کشت محيط هايسلول از جداسازي از بعد صفر روز در چهارم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (1 شکل

Fig 1) The results of gene expression in the plasma cells of the fourth patient on day zero after separation from the cell 

culture medium 

 

 

  
 

 Inactive درصد 28 آمنيون مايع محيط سلول، کشت چهارم روز در چهارم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (2 شکل

Fig 2) Results of gene expression in Plasma Cell Cells on the fourth day of cell culture, amniotic fluid medium 25% 

inactive 
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 پايه کشت محيط هايسلول از جداسازي از بعد صفر روز در پنجم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (3 شکل

Fig 3) The results of gene expression in the patient's cellular plasmacle cells on day zero after isolation from cell 

culture medium 
 

 
 

 Inactive درصد 28 آمنيون مايع محيط سلول، کشت چهارم روز در پنجم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (4 شکل

Fig 4) Results of gene expression in patient cell-free plasma cells on cell culture day 4, amniotic fluid medium 

25% inactive 
 

 

 پايه کشت محيط هايسلول از جداسازي از بعد صفر روز در ششم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (8 شکل

Fig 5) shows the results of the expression of the plasma cells in the plasma on the zero day after separation from the 

cell culture medium 
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 59 آمنيون مايع محيط از يسلول کشت چهارم روز در ششم بيمار پلاسماسل هايسلول در هاژن بيان نتايج (6 شكل

 Inactiv درصد

Fig 6) The results of gene expression in the Plasma Cell Cell on its fourth day of cell culture from an Amniotic fluid 

medium of 25% Inactiv 
 

 بحث
 يرو رب ونيآمن عيما اثر يبررس منظور به حاضر پژوهش

 شگاهيآزما طيمح در لومايم يهاسلول ريتکث و رشد

 در يتقايتحق يکارها شتريب کهيآنجائ از شود.يم انجام

 انجام هاCell line يرو بر لومايم پليمالت يماريب نهيزم

 يعس ستين بخش تيرضا کار جهينت مسلماً و شوديم

 يهاسل پلاسما رشد يبرا يکشت طيمح تا است آن بر

 طيمح در (Primery cell) مارانيب از شده جدا ميبدخ

 دهش جدا يهاپلاسماسل ميبتوان تا شود فراهم آزماشگاه

 ميکن ينگهدار طيمح نيا در را لومايم پليمالت مارانيب از

 بر را يماريب نيا نهيزم در يقاتيتحق يکارها يتمام و

 خود استخوان مغز از حاصل يهاپلاسماسل يرو

 که طورهمان م.يريبگ يبهتر جهينت تا ميده انجام مارانيب

 يچندان عمر شگاهيآزما طيمح در هاسلول نيا ديدانيم

 با Invitro در هاسلول نيا ريتکث و ينگهدار و نداشته

 ونهچگيه تاکنون نکهيا به توجه با است مواجه مشکل

 ييالوميم يهاسلول ريتکث و رشد جهت يکشت طيمح

 يدرمان يميش يداروها اثر توانينم و است نبوده موفق

 ماريب از شده گرفته ييلومايم يهاسلول يرو بر را

(primery cell) که است ديام داد. قرار سنجش مورد 

 طيشرا نظر از که کرد فراهم را يطيمح بتوان

 طيمح نيا در و باشد بدن طيشرا با مشابه يکيولوژيزيف

 .کند ظحف را خود بقا و ريتکث و رشد بتواند پلاسماسل

 اشدب خصوصياتي داراي بايد استفاده مورد کشت محيط

  ايم. نموده بيان را آن از مورد چندين مقاله اين در که

 دو )هر مغذي مواد افزودن با مصنوعي کشت هايمحيط

 ،2COگاز و 2O فاز نمک، ها،ويتامين غيرآلي(، و آلي

 يک براي کافاکتورها ها،کربوهيدرات سرم، هايپروتئين

 بقاي (1 است: شده طراحي ذيل اهداف از مورد چند يا

 و خاص pH با متعادل نمک محلول )يک مدت کوتاه

 )يک مدت طولاني بقاي (2 .خاص( اسمزي فشار

 آلي اتترکيب مختلف ترکيبات با متعادل نمکي محلول

 کشت محيط در مکمل ترينشايع گاوي جنين سرم و

 هزينه کم مکمل يک اين و است حيواني هايسلول

 حضور باشد.(مي مطلوب کشت محيط يک ارائه براي

 و است فراواني اشکالات داراي هارسانه در سرم

 ايمونولوژي مطالعات در جدي اشتباهات به تواندمي

 (.17و  16) شود منجر
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 و پروتئين به نياز بدون RPMI-1640 کشت، محيط

 اين که شودمي ارائه لزوم صورت در مکمل پروتئين

 ،گلوکز آمينه، اسيدهاي از مخلوطي شامل کشت محيط

 صورت به و است ديگر مغذي مواد و هاويتامين نمک،

 عرضه تجاري هايشرکت از مايع صورت به يا پودري

 کشت شرايط براي pH تنظيم (.19 و 18) شودمي

 دو از يکي توسط کلي طور به و است حياتي مطلوب

 :آيدمي دست به بافر سيستم
 

 طبيعي بافري سيستم

3CO  محتواي با 2CO طبيعي، بافر سيستم يک در

3/HCO يک با کشت .شودمي ذخيره کشت محيط در 

 درصد 11 ات هواي محيط در بايستي طبيعي بافر سيستم

2CO انکوباتور يک توسط معمولاً که شود نگهداري 

2CO ميک هزينه طبيعي بافر سيستم .شودمي نگهداري 

 (.21 و 21) است سمي غير و دارد
 

 zwitterion از استفاده با شيميايي بافري سيستم

HEPES محدوده در بافري ظرفيت داراي 

4/7-2/7 pH شده کنترل گازهاي به نيازي و است 

 ميس و گران نسبتاً هاسلول انواع از برخي براي و ندارد

 اثرات به هامحيط حساسيت HEPES همچنين است.

 رنو معرض در گرفتن قرار از ناشي فوتوتوکسيک

 دهدمي افزايش توجهي قابل ميزان به را فلورسنت

 مانيتورينگ ،pH شاخص يک عنوان به قرمز فنول .(22)

 هايآمينه اسيد(. 23) نمايدمي رائها را pH ثابت

 هالولس ازير بگيرند، قرار کشت محيط در بايد ضروري

 به اهکربوهيدرات همچنين .کنندسنتز را آن توانندنمي

 از بسياري .هستند انرژي اصلي منبع قندها شکل

 .تندهس ضروري هاسلول تکثير و رشد براي هاويتامين

 شيميايي عناصر سلنيوم، روي، مس، مانند عناصري

 يازن مورد سلول رشد براي مناسب مقادير در که هستند

 فرآيندهاي از بسياري براي مغذي مواد اين هستند،

 ضروري هاآنزيم عملکرد حفظ مثال براي بيولوژيک

 ولسل رشد براي چه اگر هابيوتيکآنتي (24) باشندمي

 هايآلاينده رشد کنترل براي اغلب اما ندنيست لازم

 .(28) گيرندمي قرار استفاده مورد قارچي و باکتري

 انفراو ياهيتغذ اثرات ونيآمن عيما نکهيا به توجه با

 يبرا ازين مورد رشد يفاکتورها يتمام يحاو و داشته

 شدر ،ينگهدار باعث توانديم ،باشديم پلاسماسل رشد

 نيا يطرف از شود. Invitro طيمح در سلول نيا ريتکث و

 يبرا نبد کيولوژيزيف طيشرا با مشابه يطيشرا طيمح

 ونيمنآ عيما از استفاده کند.يم فايا پلاسماسل ينگهدار

 ماندن زنده باعث Invitro طيشرا در توانديم

 يحاو که چرا شود يمتوال هفته 2 مدت به هاپلاسماسل

 گذشته مطالعات درفاکتورهاست. و عوامل نيا يتمام

 بافت اندوتليال هايسلول روي بر آمنيوتيک مايع اثر نيز

 بودن دارا دليل به آمنيون مايع که شده انجام قرنيه

 جمله از غني مغذي مواد و متعدد رشد فاکتورهاي

 فيبروبلاست رشد عامل (،EGF) اپيدرمي رشد فاکتور

 به سلولي (NGF) عصبي رشد فاکتور (،FGF) عمومي

 اجدادي سلول توسعه ثرؤم کننده تحريک يک عنوان

 مايع رود.مي کار به رنگدانه اپيتليوم شبکيه از شبکيه

 اسموتيک فشار و (2/7) دارد طبيعي PH تقريباً آمنيون

 طمحي يک بنابراين است فيزيولوژيک محدوده در آن

 جهت کند.مي فراهم هاسلول تکثير براي مناسب

 مختلفي مطالعات آمنيون مايع محتواي کردن مشخص

 فراوان مقادير همکاران، و (Cho) چو اند.گرفته صورت

 حاملگي هفته 16-18 در آمنيوتيک مايع در را پروتئين

 فيبرونکتين، آلبومين، شامل: که کردند شناسايي

 TGF و سرولوپلاسمين ،C3 کمپلمان سروترانسفرين،

 که است آمنيون مايع در عاملي C3 کمپلمان باشد.مي بتا

 مينوژنپلاس باشد.مي ديده آسيب بافت بازسازي مسئول
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 ساير است. ثرؤم زخم بهبود و سلولي تکثير در

 شامل: آمنيون مايع در موجود هايپروتئين

 و A نآپوليپوپروتئي سروترانسفرين، سرولوپلاسمين،

 ضروري سلولي انتقال و هموستاز براي آلبومين

 که است اين بر دال مطالعه اين نتايج باشد.مي

 کند.مي مهار را هاسلول تکثير مايع اين بالاتر هايغلظت

 در رشد عوامل به نسبت مهاري عوامل اثر شايد

 اين اب مشابه کار تنها .باشد بيشتر بالاتر هايغلطت

 مايع محيط در قرنيه اندوتليال هاي سلول کشت تحقيق

 شانن مطالعه اين از حاصل هاييافته که باشد مي آمنيون

 يرتکث تواناي افزايش باعث درصد 21 آمنيون مايع که داد

 ودشمي قرنيه اندوتليال هايسلول مورفولوژي حفظ و

 چون مختلفي اهداف با هاسل پلاسما کشت (.26)

 ،ايمني خود هايبيماري سل، پلاسما بدخيمي بررسي

 در و خاص ژن آنتي به نسبت باديآنتي پاسخ تعيين

  (.27) شد انجام انساني درماني بادي آنتي تهيه نهايت

 

 گيرينتيجه

 بود نيا آمد دستهب حاضر پژوهش از که ياهتافي نياول

 مغز از شده جدا يهاپلاسماسل ريتکث و رشد که

 از فادهاست با لومايم پليمالت به مبتلا ماريب 3 استخوان

 شامل که يطيمح مختلف گروه 4 در MACS کيتکن

 Active (11، 28، 81 ونيآمن عيما مختلف يهاغلظت

 FBS Active درصد 11 و RPMI همراه به (درصد

 درصد 11 و RPMI يحاو که کنترل طيمح کي کنار در

FBS ارقر يبررس مورد يمتوال هفته 2 مدت به باشديم 

 و رشد که داد نشان مطالعه نيا از حاصل جهينت .گرفت

 و تهداش شيافزا به رو روند اول هفته در هاسلول ريتکث

 28 ونيآمن عيما طيمح در را هاسلول تعداد نيشتريب

 زا استفاده ثرؤم غلظت گفت توانيم و داريم درصد

 دوم هفته در و باشد.يم درصد 28 غلظت ونيآمن عيما

 ندرو کي شاهد و شده کاسته هاسلول تعداد از شدت به

 شد مشاهده نيهمچن .هستيم دوم هفته در کاهش روبه

 و شده زيل کشت طيمح درون هاسلول دوم هفته در که

 و کمپلمان عوامل حضور ليدل به که شونديم يمتلاش

 رمنظو به دهد.يم رخ دهيپد نيا مهاجم يفاکتورها گريد

 FBS و ونيآمن عيما شد گرفته ميتصم مشکل نيا رفع

 نيا با واقع در شود. In active پروژه در استفاده مورد

 اجممه يفاکتورها گريد و کمپلمان عوامل ميتوانيم کار

 هاپلاسماسل رشد يبرا را طيشرا و کرده حذف را

 م.يينما مساعد

 دهش جدا يهاپلاسماسل ريتکث و رشد يبعد مطالعه در

 استفاده اب لومايم پليمالت به مبتلا ماريب 3 استخوان مغز از

 شامل که يطيمح مختلف گروه 4 در MACS کيتکن از

 Inactive (11، 28، 81 ونيآمن عيما مختلف يهاغلظت

 FBS Inactive درصد 11 و RPMI همراه به (درصد

 درصد 11 و RPMI يحاو که کنترل طيمح کي کنار در

FBS قرار يبررس مورد يمتوال هفته 2 مدت به باشديم 

 که داد نشان مطالعات نيا از حاصل جينتا که گرفت.

 يهاگروه در يشيافزا صورت به تواننديم هاپلاسماسل

 رشد يمتوال هفته 2 مدت به Inactive ونيآمن عيما يحاو

 در ريتکث نيشتريب هم مطالعه نيا در البته کنند. ريتکث و

 دهديم نشان که بوده درصد 28 ونيآمن عيما طيمح

 باشد.يم درصد 28 ونيآمن عيما از استفاده ثرؤم غلظت

 ياوح فقط و بوده ونيآمن عيما فاقد که کنترل طيمح در

RPMI درصد 11 و FBS Inactive کمتر در باشديم 

 روزها يمابق و داشته را يشيافزا روند هاسلول روز 8 از

 ،دهديم نشان که بوده کاهش به رو هاسلول تعداد

 مدت يطولان حفظ يبرا RPMI طيمح از توانينم

 يهاغلظت از استفاده نيهمچن کرد. استفاده هاپلاسماسل

 روند هاسلول که داد نشان ونيآمن عيما درصد 81 و 11

 هالسلو تعداد و دارند را يجيتدر و آهسته شيافزا به رو
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 کند.ينم دايپ ديشد شيافزا طيمح دو نيا در

 ريتکث با مرتبط يهاژن انيب زين آخر مطالعه در

(BCL-2)، ينيگز لانه (CXCR4) چرخه توقف و 

 صفر روز يعني مختلف يروزها در (P21-P27) يسلول

 گرفت: يبررس مورد چهارم روز و

 از بعد قاًيدق يعني صفر روز در هاژن انيب مطالعه

 نشان MACS کيتکن از استفاده با هاسلول يجداساز

 زين يقبل مطالعات و داشته انيب مربوطه ژن 4 هر که داد

 هاژن انيب مطالعه اما و .اندداده نشان را هاژن نيا انيب

 و کنترل کشت طيمح يهاسلول از که چهارم روز در

 نشان شده استفاده درصد 28 ونيآمن عيما کشت طيمح

 يعني يسلول چرخه توقف با مرتبط يهاژن که دهديم

arrest (p21-p27)Cell cycle که شده خاموش 

 ريتکث باعث ونيآمن عيما گرفت جهينت توانيم

 از د.باشيم هيفرض نيا بر يدييأت و شده هاپلاسماسل

 ينيگز لانه و (BCL-2) ريتکث با مرتبط يهاژن يطرف

(CXCR4) ثابت زين هاژن انيب يبررس با .اند داشته انيب 

 هالپلاسماس ينگهدار يبرا طيمح نيا از استفاده که شد

 را هاسلول نيا هفته 2 مدت به توانيم و بوده کارآمد

 .کرد ينگهدار يشگاهيآزما طيشرا در

نامه کارشناسي ارشد خانم که حاصل پاياناين تحقيق 

يت اه ترببا حمايت مالي دانشگمرضيه بختياري است 

شناسي آزمايشگاهي و خونمدرس انجام شده در رشته 

 باشد.بانک خون مي
 

 قدرداني و سپاس

از زحمات جناب آقاي دکتر صفايي رئيس بخش خون 

ه تهيبيمارستان امام خميني واقع در تهران که ما را در 

 نمونه هاي مغز استخوان ياري فرمودند.
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Abstract 

Background: Multiple myeloma is a type of plasma cell carcinoma, whose development depends on the 

interaction between malignant plasma cells and the microenvironment that is regulated by the receptors. 

Although the initial adhesion of the cells, resistance to apoptosis, and increased secretion of cytokines and 

growth factors contribute to the survival, growth and proliferation of myeloma cells, maintaining lung cells 

in the laboratory is not easy and faces certain challenges. Since conducting research on myeloma requires 

optimizing and maintaining their culture conditions in vitro, it appears that amniotic fluid can promote the 

culture of these cells in vitro. 

Materials and Methods: Myeloma cells were isolated from six patients by MACS technique. Cells were 

cultured in media containing RPMI with 10% FBS (active and inactive) and 10%, 25%, 50% amniotic fluid 

(active and passive) for 2 weeks. Cell survival was measured every other day using trypan blue staining 

during these two weeks. Next, the expression of proliferation genes (BCL-2), implantation genes (CXCR4) 

and cell cycle stop genes (P21, P27) were studied using qualitative PCR technique. 

Results: The results showed that the medium containing 25% passive amniotic fluid and 10% inactive FBS 

significantly increased the proliferation of myeloma cells, and on day zero (on the day of isolation) all of these 

genes were expressed. Furthermore, on the fourth day of cultivation, in all groups, BCL-2 and CXCR4 genes 

were expressed, while P21 and P27 genes were not. This difference could indicate the effect of amniotic fluid 

on the growth and proliferation of the myeloma cells. 

Conclusion: According to the results, the use of a medium containing 25% inactive amniotic fluid plus a 

base medium that contains active RPMI and FBS 10% is recommended for the culture of myeloma cells. 
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