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 58 ............................................................................................................... شن یزیجوال یدس يپس از القا  6و 

روز پس   6و   3 ی خون قاعدگ ي ادیبن  يسلول ها نیبر غلظت پرولاکت senomorphicعوامل  pretreatment. اثر پروتکل 33شکل 
 59 ......................................................................................................................... شن یزیجوال یدس ياز القا

  ي سلول ها PDو  WD يسورس ها نیبر غلظت پرولاکت senomorphicوامل با ع   pretreatmentاثر پروتکل  سهی. مقا34شکل 
 61 ............................................................................. شن یزیجوال یدس يپس از القا  6و   3روز  ی خون قاعدگ يادیبن
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  يدر سلول ها يریمرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تی بر شدت فعال senomorphicعوامل  pretreatment. اثر 35شکل 
 64 ................................................................................................. ......................اندومتر یمیمزانش

سلول  PDو   WD يدر سورس ها يریمرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicاثر عوامل  سهی. مقا36شکل 
 64 ............................................................................................................................ اندومتر یمیمزانش يها

 65 ........ ی خون قاعدگ يادیبن ي در سلول ها يریمرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphic. اثر عوامل 37شکل 

سلول  PDو   WD يدر سورس ها يریمرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicاثر عوامل  سهی. مقا38شکل 
 66 ........................................................................................................................ ی خون قاعدگ ي ادیبن يها

پس   6و   3در روز   یخون قاعدگ يادیبن يسلول ها نیبر غلظت پرولاکت senomorphicعوامل  treatment. اثر پروتکل 39شکل 
 67 ......................................................................................................................... شن یزیجوال یدس يااز الق

پس   6و   3در روز   یخون قاعدگ يادیبن يسلول ها نیبر غلظت پرولاکت senomorphicعوامل   treatmentاثر  سهی. مقا40شکل 
 68 ......................................................................................................................... شن یزیجوال یدس ياز القا

 یمیمزانش يدر سلول ها يری مرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicعوامل  treatment. اثر پروتکل 41شکل 
 69 ............................................................................................................................ ..................... اندومتر

  يدر سورس ها يریمرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicعوامل  treatmentپروتکل  سهی. مقا42شکل 
WD  وPD 70 ...................................................................................................... اندومتر  یمیمزانش يسلول ها 

  يادیبن ي سلول ها يریتبط با پ مر دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicعوامل  senomorphic. اثر عوامل 43شکل 
 71 ........................................................................................................................... ..............یخون قاعدگ 

و   WD يدر سورس ها يری مرتبط با پ  دازیبتاگالاکتوز تیبر شدت فعال senomorphicعوامل   treatmentاثر  سهی. مقا44شکل 
PD 72 ........................................................................................................... ی خون قاعدگ يادیبن  يسلول ها 
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 بیان مسئله - ۱
ماه مقاربت    12پس از    يدر فرزندآور  نیزوج  ی است که به صورت ناتوان  دمثلیمسائل حوزه تول  نیاز مهمتر  یک ی  ينابارور
وجود    نیبا ا  ستیدر جوامع دردسترس ن  ينابارور  وعیش  زانیاز م  یحیصح  نی. تخمشود  ی م  فیو حفاظت نشده تعر   منظم یجنس
نابارور هستند. براساس گزارش سازمان   نایدر پژوهشگاه ابن س  ها  یبررس  نیطبق آخر  رانیدر ا  نیزوج  20و %  ایدن  در نیزوج  %15

  ، ییاز جمله تعارضات زناشو  يناگوار  ي امدهای. پ باشد  ی م   يدر زنان، نابارور  ي جد  ي ها  ی ناتوان  ستیعامل در ل  نیپنجم  ، ی بهداشت جهان
مهم روز به    نیها در ا  پژوهش  شود  یگزارش شده که سبب م  ينابارور  يبرا  تیجمع  يریو پ   ییجدا  ،یروانشناخت-یجسم  مشکلات
 . ابد ی شیروز افزا

ا  از وابسته به هردو عامل جن  یحاملگ  کیو حفظ    جادیآنجا که  ا  نیموفق  اندومتر و برهمکنش مناسب    است،  گریکد یدو با    نیو 
لانه  بافت اندومتر در  تیاهم  رغم  یعل  .شود  يمنجر به نابارور  تواند  یم  نیجن  لانه گزینیو پس از    شیاز مراحل پ   کیدر هر  شکست

 نی. با اشد  ینسبت داده م  نینامناسب جن  تیفیخمدان و کت  رهیعمدتا به کاهش ذخ  لانه گزینی  اختلالاتموفق،    يو بارور  ینیگز
 مناسب در سه  تیفیبا ک  نیجن 4پس از انتقال حداقل   یکه به صورت شکست در حاملگ)  RIFلانه گزینی (وجود، در شکست مکرر  

- 10. حدوداً د افت یاتفاق نم يمناسب، بارور  تیفیباک يها نیبا وجود انتقال جن یحت شود،  یشناخته م نیانتقال جن یمتوال کلیس
 یضمانت  خود  يهم به خود لانه گزینیبدون علت را تجربه خواهند کرد.   RIF رند یگ  ی م  قرارIVF که تحت درمان  ی درصد از زنان 7
  یاندومتر اشاره مبافت    تیموضوع به اهم  نی. افتدیممکن است سقط اتفاق ب  ،لانه گزینیو پس از    ستیموفق ن  یحاملگ  کی  يبرا

  کند.

 شود  یشناخته م RIF موثر بر آن از جمله عوامل موثر بر  کیمونولوژیا  يفاکتورها  ز یبافت اندومتر و ن  ی در عدم بلوغ و آمادگ  اختلال

  نگهامیلیب 1953و پس از آن در ، مداوار 1950بار در سال ، نیاول يبرا  .باشد یم نیجن یکروموزوم ص یفارغ از علل مرتبط با نقا که
  نیجن  یژن  یآلوآنت  يمادر در برابر ساختارها  یمنیا  يها  سلول(تولرانس)   وابسته به تحمل  گانهیب  مهین  نیجن  يمطرح کردند که بقا

خواهد    ينابارور  ای  نیهمچون سقط جن  کیپاتولوژ  طیشرا  جادیبه ا  منجر یمنیتولرانس ا يها  سمیمکان   نیو از دست رفتن ا  باشد   یم
بلکه مشخص شده   باشد،   یم  ينابارور  ا ی نیاز موارد بروز سقط جن ی برخ کننده  هینه تنها توج کیمونولوژیا يشد. توجه به فاکتورها

 .قابل توجه است کی مونولوژیا ينقش فاکتورها باشد  ی م  یلیترمبوف  و یکیژنت صینقا ينابارور ا یکه علت سقط  يدر موارد

 در جهت  ی درمان  يها  پروتکل  یشک طراح  ی ب  ينابارور  ا یدر بروز سقط    کی مونولوژیا  يانکار فاکتورها  رقابل یغ   تیتوجه به اهم  با

 قیتزر  ، يپدر  يها  تیبا لنفوس  ونیزاسیمونیباشد. ا  تیحائز اهم  مبتلا  ي ها  و درمان خانم   يریشگی تواند در پ   ی فاکتورها م  نیا  اصلاح
 يها  روش   نی. هر چند اباشند  ی م  ن یاستفاده شده در بال  ی از جمله اقدامات درمان  يدیاستروئ  باتیترک  زیو تجو  IVIg  يدیداخل ور

ول  ییها  تیبا موفق  ی درمان پا  ک ینتوانستند    چکدامیه  ی همراه بودند    ا ی و بدون عارضه را در جهت درمان سقط    داریدرمان موثر، 
تولد  ندینما  ارائه ينابارور عفونت،  انتقال  د.  نارس،   ،ينوزاد  یسمیپوگلیه  ،ينوزاد  یتوپنیترومبوسا  ونیمیآلوا  ، یحاملگ  ابت ینوزاد 

  نی. بر ا.باشد   ی متداول م  ي ها  از درمان   ی از عوارض شناخته شده ناش  یبخش  يمغز  يهموراژ) و  GVHDعلیه میزبان (  وند یپ   يماریب
 گردد از ضرورت   ينابارور  ا ی  نیسقط جن  داری که بتواند با عوارض کمتر منجر به درمان موثر و پا  د یجد  یدرمان   يها  روش  افتنی  اساس،

،  RIFجمله  از    ينابارور  اختلالات  ریسا   ا ی  نیدر سقط جن  نکهی. با توجه به اباشد  ی م  نیمادر و جن  سلامتدر جهت حفظ    حاضر يها
  ی و بروز سقط نقش دارند به نظر م  نیمادر نسبت به جن یمنیدر از دست رفتن تولرانس ا  یو ترشح  ی مختلف سلول  ي فاکتورها نقص
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مناسب   نهیفاکتورها گردند، بتواند گز  نیاز ا  يادیبخش ز  ایهمه    اصلاحکه بتواند همزمان موجب   یروش درمان  افتنی رسد
  د.باش و قابل تأمل

 ها و درصدر آن دمثلیتول يها ها به سمت بافت عمده توجه د،یآ یم انیبه م ينابارور يها و درمان ها سمیکه سخن از مکان یزمان

و    ينوساز  م،یترم  ب،یبطور مداوم درحال تخر  کلیو منحصربفرد است که درهرس  ای بافت پو  کی. اندومتر  شود  یمتمرکز م   اندومتر
  ي. بازسازشود  یم  يبار دچار بازساز  400فرد، اندومتر    کی  یدمثلیتول  اتی. در طول حباشد  یم  نی جن  لانه گزینی  يبرا  يساز آماده

.  افتد   ی استروژن اتفاق م  زیبه دنبال تجو ائسهیدر زنان    ی و حت  مانیبلکه بعد از زا  ستین انهیماه  يها   کلیمحدود به س  انسان اندومتر
 خود متحمل  يدوره بارور  یر طموش د  یول  شود،  یاندومتر نم عملکردي لایه  يو بازساز  یاستروس موش شامل قاعدگ   کلیس اگرچه

 .باشد یم  زیمهم اندومتر در موش ن ياز جنبه ها یک ی يبازساز دهد  یکه نشان م شود یاستروس م کلیس 80

 سلول   بر حضور  ی شواهد مبن  نیاول  هیدارند. از زمان ارا  ییاندومتر نقش بسزا  يادیبن  يها  سلول  ات، یخصوص  نیو حفظ ا  جاد یا  در
حدود  در    يادیبن يها م  14اندومتر  اگذرد   ی سال  در  سلول  نی.  اپ   يها  مطالعه،  استروما  الیتل  ی نادر  قدرت   يو  که  اندومتر 

در اندومتر موش   يادیبن  تیبا خصوص Label retaining cells (LRC) يها  شرح داده شد. همزمان سلول  داشتند تهی سیکلونوژن
  ابینمود. درغ   دییمقاله اول را تا  يها  افتهیاندومتر موش   LRC يسلولها  هنیمقاله در زم  نیدوم  2007سال    در شرح داده شد. متعاقبا

ها    سلول  نیاندومتر موش بود. ا  يادیبن  يها  سلول  یی شناسا  يرنگ در درون سلول تنها روش برا  نگهداشت  ، یاختصاص  يمارکرها
  CD45استرومال   LRC يها  است. سلول  ییقابل شناسا  استرومال اندومتر  يها  و هم سلول  یالی تل  یاپ  يها  سلول  تیهم در جمع

، Oct-4 رینظ  يادیبن يها سلول يها مارکرها سلول نی. در مقابل، استندین کیتیهماتوپو  يها سلول و لذا از دسته کنندینم انیرا ب
c-kit ،CD140b ،CD146 ،CD44 ،CD90   وSall4  کنند ی م انیرا ب . 

 ي جوا  ی در دس  کیکلونوژن  يها  . سلولباشد  ی م  زیاندومتر ن  یمیمزانش  يادیبن  يها  سلول  ي حاو  يبه احتمال قو  ی حاملگ  يجوا  یدس
سه   يجوا  یسه ماهه اول و دس   يجوا  یاسترومال کشت داده شده دس  ي ها  اند. سلول  شده  ییسه ماهه اول انسان شناسا  یحاملگ

مزودرم و    يها  به رده  زیتما  ته،یسیرا از خود بروز داده که شامل کلونوژن  یمیمزانش  يادیبن  يها  سلول   اتیخصوص  انسان ماهه آخر
 . است يادیبن يها مرتبط با سلول یسطح يمارکرها انیب

  ال،یتلیاپ   يها  ساکن اندومتر ازجمله سلول  يها  سلول  ریهمچون سا  شوند  یمشتق م  يادیبن  يها  سلول  نیاستروما که از ا  يها  سلول
تحت   کند  ی م دای و تهاجم را پ   ینیگز لانهامکان  نیاندومتر که جن receptivity در دوره glandular و یمنیا يها سلول ال، یاندوتل

  . مواجهه سلول رند یگ  یاندومتر هستند قرار م  يبرا  ی آمادگ  نیا   جادیاستروژن و پروژسترون که واسطه ا  یجنس  ي ها  هورمون ریتاث
  ی که دس  زیتما  ند یفرآ  ن یا  یها خواهد شد. در ط   سلول  نیشکل و عملکرد ا  رییو تغ  زیها سبب تما  هورمون  ن یبا ا  استروما  يها

  ن ی. اشوند  ی م  لیتبد  یترشح  تیبا خاص  یال یتلیاپ   يها  شکل استروما به سلول  ی دوک  فیبروبلاست  يها  دارد، سلول  نام شنیزی جوال
  تروفوبلاستهمراه با تهاجم    ویداتیاز حد و استرس اکس  شیرا از التهاب ب  یاست که بافت رحم  افتهیتکامل    لیدل  نیا  به احتمالا  ندیفرآ

 ن یهمچن   شنیزیجوال  ی است محافظت کند. دس  شروندهیو پ   قیبه بافت عم  تروفوبلاستانسان و موش که تهاجم    همانند  یی ها  درگونه
  ینیگز  لانه   يبرا  يضرور  ندیفرآ  کی  شنیزیجوال  ی دس.  کند  ی و تکامل و تهاجم جفت فراهم م  نیرشد جن  يرا برا  ي مغذ امن و  طیمح
   جادیا  سمیمکان  يبرا  یهیتوج  شنی زیجوال  یدر دس  اختلال  قیو اندومتر از طر  نیبرهمکنش نامناسب جن  رسد  یو بنظر م  است نیجن
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RIF  در    رییتغ  ، یسلول  يمارکرها  ، یسلول  ، یبافت  راتییازجمله تغ  يا  عمده   راتییبا تغ  ندیفرا  نی ا.  باشد  ی ناشناخته م  علتبا
 .سکرتوم و متابولوم همراه است پتوم،یدر ترانس کر رییتغ نیو همچن یمنیا يها سلول ژهیاستروما بو يها سلول رفتار

.  ابدی  یم   شیاستروما افزا  يها  سلول   سیتوپلاسم  ند،یفرا  نیا  خلالکه در    باشد   ی م  ی سطح  يشامل ادم در استروما  یبافت  راتییتغ
 کم و هسته  سیتوپلاسمکامل،    اندوپلاسمیشبکه    يبوده و دارا  فیبروبلاستی اندومتر شبه    ییاستروما  يها  سلول  ،يریفاز تکث  یط در

 تعداد هستک، اتساع شیبا گرد شدن هسته، افزا ی و هم برون تن ی درون تن طیهم در شرا ییجوا  یدس ونی. ترانسفورماسباشند  یم

  یی استروما  يها  سلول  نیهمراه است. همچن  سیتوپلاسمدر    یو ذرات چرب  کوژنیو تجمع گل  يگلژ  ستم یخشن و س  اندوپلاسمی  شبکه
 از  کیتیفاگوس تیفعال نیها همچن سلول نی. اابد ی  یم شیافزا زوزومهایکاذب شده و تعداد فاگوزومها و ل يپاها يدارا زهیجوال یدس

 . دهند ینشان م خود

 جوا یدس درپرولاکتین  کننده    دی تول  يها  همراه است. مشخصا درصد سلول  یسلول  يدر مارکرها  رییبا تغ  نی همچن  شنی زیجوال  یدس
  يها  سلول رشد و تهاجم  پرولاکتیندارد.    میرابطه مستق  زهیجوالیدس  يها  با اندازه سلول  پرولاکتین  دیتول  زانیو م  ابدی  یم  شیافزا

افزا  تروفوبلاست ا دهد  ی م  شیرا  عملکرد سلول  کیرا تحر  ییفاکتور، رگزا  نی.  را تعد  یعیکشنده طب  ي ها  و  .  کند  یم   ل یاندومتر 
دس دوم  پروتئ  یمحصول  انسول  نیجوا  شبه  رشد  فاکتور  به  شونده  است.  IGFBP1(  ینی متصل  سلول  نیا)  تهاجم    يها  فاکتور 

 . باشد  یم شنیزیجوال یدس  ياز جمله مارکرها زین  LEFTY2. کند  یم کیرا تحر تروفوبلاست

 که  ی عیکشنده طب  ي ها  تعداد سلول  ژه یهمراه است. به طور و  یمن یا  يها  از سلول  ی عیوس  فیبا حضور ط  نیهمچن  شنیزیجوال  یدس

 از جمله کنترل  یمهم  فیها وظا  سلول  نی. اابدی   یم  شیافزا  دهند،  یم  لیاندومتر را تشک  طیدر مح  یمنیا  يها  درصد سلول  بالاترین

اندومتر, رگ زا  شیآرا  ریی، تغتروفوبلاست  ي سلولها  تهاجم   کیتیدندر  يها  . سلولکنند  یم   فا یا  نیو کمک به رشد جن  ییعروق 
مادر   کیمونولوژیدر القا تحمل ا  ينقش موثر یول  دهند  یاستروما را به خود اختصاص م  یمنیا  يها  از سلول  یکوچک  تیجمع اگرچه

  يها  . سلولشود  یدر موش منجر م  ینیگز  لانهرا مختل کرده و به شکست    شنیزیجوال  یها روند دس  سلول  نیحذف ا.  کنند یم  فایا
بطور قابل توجه   يها با شروع باردار  سلول  نیهستند. تعداد ا  یم یتنظ T يها  جوا سلول  یدر دس  کیمونولوژیتحمل ا  القا  يمرکز

ها به شکست   سلول  نیپدر عمل کرده و حذف ا  يها  ژن  یآنت  هیمادر بر عل  یمنیا  يها  ها در کنترل پاسخ  سلول  نی. اابدی   یم  شیافزا
   CD127کم    ان یو ب  CD4  ،CD25  ،FOXP3مانند    یی مارکرها  انی ها با ب  سلول  نی. اشود  یو سقط منجر م   نیجن  ی نیگز  لانه

 . شوند  یم  ییشناسا

 ر،ی اخ  قاتیاندومتر همراه است. مطابق تحق  یمیمزانش  يها  سلولها در    ژن  انیدر ب  يادیبن  راتیی با تغ  نیهمچن  شنیزیجوال  یدس
  يها  عمدتا در ژن  راتییتغ  نی ژن همراه است. ا  3300از    شیب   انیدر ب  رییبا تغ  یی استروما  يها  در سلول  شنیزیجوال  یدس  القاء

 ونیانتقال    و،ی داتیاسترس اکس  هیدفاع بر عل  ، یمنیا  ستمیس  لیتعد  ، ییزا  رگ  ،یاسکلت سلول  ییبازآرا  ،ی سلول  کلیس  میتنظ مرتبط با
از ترجمه و مس  راتییتغ  ،يدییاسترو  يها  به هورمون  یده   پاسخو آب،    ها پ   يرهای پس  و    ها  نیتوکا یسا  ها،  نیکموکا  امیانتقال 

 . افتدی م اتفاق  رشد يفاکتورها

 یمختلف سلول  يها  تیاست که به ظهور جمع  يا  چندمرحله  ندیفرآ  کی  شنیزیجوال  یدس  دهد  ی نشان م  ریاخ  يها  پژوهش  جینتا
  تیو جمع  یضدالتهاب   پیو با فنوت  ویداتیمقاومت در برابر استرس اکس  يها  ژن  انیبا ب  جوال  یدس  یسلول  تی. دو جمعانجامد  یم
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 موقت توسط سلول یالتهاب طیشرا جاد یهستند. ا شنیز یجوالبا ویژگی ترشح فاکتورهاي التهابی محصول دسی  ریپ  یسلول
م  يضرور  شنیزی جوال  یدس  يالقاجهت    ریپ   يها نظر  لرسدی به  ا  کن،ی .  مداوم  عملکرد   سلول  نیحضور  نقص  بعلت  ها 

 ، یعیطب  طیخواهد شد. چرا که در شرا  شنیزیجوال  یدر دس  اختلالاستروما و    يها سلول  ریشدن سا ریسبب پ   ،یرحم NK يسلولها
هستند    ریپ   يها  مسئول برداشت سلول  شوند،  یو فعال م  یفراخوان  جوالیدس  يها  که توسط سلول  یرحم یعیکشنده طب  يها  سلول
 . کنند  یکمک م شنی زیجوال یدس شبردیبه پ  قیطر نیو از ا

مرتبط  مشکلاتاز  یفیو ط ينابارور  جادیدر ا یاندومتر عامل مهم یمیمزانش يها سلول شنی زیجوال یدر دس اختلال رسد یم بنظر
اندومتر و مراحل  receptivity آن وابسته به  یی که مراحل ابتدا  افتد   ی اتفاق م  یمراحل مختلف  یط   لانه گزینی باشد.    دمثل یتول   با
  ن یاندومتر و هم ا receptivity . همباشد  ی و اندومتر م  تروفوبلاست  يها  آن وابسته به برهمکنش مناسب سلول  یی انتها و  ی انیم

 ش یو افزا  شنیزیجوال  یمرتبط با دس  يمارکرها  انی . کاهش بباشد  یمناسب اندومتر م  شنیزیجوال  یوابسته به دس  مناسب، برهمکنش
متعدد گزارش شده    مقالات  یط  ینیگز  لانهبه شکست مکرر    مبتلا  مارانیدر ب  شود  یم   دهیپد  نیدر ا  اختلالکه منجر به    یعوامل انیب

 ی نیگز لانهدر  اختلالسبب  شنیزیجوال یدس یط یعیاستروما از حالت طب يها سلول یترشح يخارج شدن محتوا  نیهمچن. است
  يها  سلول در  اختلالگزارش شده که    يمتعدد  کیمونولوژیا  اختلالاتسقط،    یدر مدل موش  .خواهد شد  بلاستوسیستو تکامل  
 رینظ  یمنیا کننده  میتنظ  يها  نیتوکایس  نییپا   دیو تول  یموضع  یمنیا  ستمیس  میعدم تنظ  ،یمنیا  ستمیفعال شدن س  ،يماکروفاژ
TGF-β ،IL-10  مانند  کیتوتوکسیس يها نیتوکایس دیتول ایوTNF-α ،IFN-γ  ي موضع باردار درو فعال شدن سیستم کمپلمان 

دارد که باتوجه   نقش جوا  یدس  کیژنت  یاپ   اختلالاتمدل،    نیدر ا  نیهمچن.  اند  جمله  نیاز ا  یمیتنظ T يها  سلول  تیکاهش جمعو  
شده به سقط    داده نسبت  کیمونولوژیا  اختلالاتکننده    هیتوج  تواندیها م  سلول  ریدر کنترل رفتار سا  جوا  ی دس  ي ها  به نقش سلول

 . باشد

 مطالعات انجام یاست ول نیمشتق از خود جن يها گنالیس زیو ن یهورمون يندهایتحت کنترل فرآ شنیزیجوال یدس ندیفرآ اگرچه

 شن یزیجوال  یدس  ندیاندومتر به رحم رت فرآ  يادیبن  يها  سلول  زیمغز استخوان و ن  يادیبن  يها  سلول  وندیکه پ   دهند  ینشان م  شده
  که یاست، خون قاعدگ   یتهاجم  یاز بافت اندومتر روش  مایمستق  يادیبن  يها  به سلول  یدسترس  نکهینظر به ا.  کند   یم  دیتشد  را

 مع ج ندارد و  یجهت دسترس  رانهیسختگ  اخلاقی  ملاحظاتکه    شود   یاست در مطالعات استفاده م  يادیبن  يها  از سلول  یمنبع غن
اهمبعلاوهاست.    یرتهاجمیغ   کاملاآن    يآور به  باتوجه  درمان  تی،  سلول  در  سلول  تکث  ، ی تعداد  اثرات  ریسرعت  و   مناسب 

 . کرده است  لیتبد ها   يماریدر درمان ب يسودمند يآنها را به ابزارها  ، یخون قاعدگ  ياد یبن يها سلول ایمونومدولاتوري

سلول  ریاخ  مطالعات  که  داد  نشان  قاعدگ  يادیبن  يها  ما  تکث  ی خون  کنترل   ها سلول  ن یا  یاز کشندگ NK يسلولها  ریضمن 
در مطالعه    نی. همچنکندیها القا م سلول  ن یدر ا  یسازگار با حاملگ   پیفنوت  ک ی  میو گرآنز  نیپرفور دیو با کاهش تول  کرده  يریجلوگ

ماده مدل    يها  موش به موش  زهیجوال  یدس  یمیمزانش  يها  سلول  یداخل رحم  قیما انجام شد، تزر  یقاتیتحق  میت  توسط که  يگرید
 يها  ها، درصد سلول  موش  نی کردن درصد سقط در ا  یعیضمن طب   DBA/2  نر  يها  از باردار شدن از موش  شیپ )  CBA/J(   سقط

T می رساند. کنترل  يها غدد درناژکننده رحم را به سطح موش در یمیتنظ  

اتولوگ   منبع آلوژنیک خواهد بود. سلول هاي بنیادي از دو   ی خون قاعدگ  ي ادیبن  ي ها  طرح، سلول  ن یمورد استفاده در ا  يها  سلول
در    توان یها را نم  سلول  نیا  یاست ول  یمنیا  يها  پاسخ  ياتولوگ عدم القا  يادیبن  يها  سلول  يایاست. از مزا  هیو آلوژن قابل ته
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 سلول   قیبه تزر  ازیکه ن   ییها  يماریوجود دارد که در ب  يشواهد  گر ید  ياخذ نمود. از سو  ازیزمان مناسب و به تعداد مورد ن
به همراه دارد. به عنوان   ینیسنگ  یها بار مال   سلول  نی، اخذ ا بعلاوه .  ستندیها کارامد ن  سلول  نیوجود دارد، ا  يادیبن يها

 ي ها  استفاده از سلول  يافراد  نی مناسب هستند و در چن  ایمونومدولاتوريبه لوپوس فاقد عملکرد    مبتلاافراد    يادیبن يها  مثال سلول
آلوژن ارزانتر و با توجه به سالم بودن   يادیبن  يها  سلول  استفاده از  گرید  يبه همراه داشته است. از سو  يبهتر  جینتا آلوژن   يادیبن

ناخواسته   یمنیا  يها  آلوژن احتمال بروز پاسخ  يادیبن  يها  در مورد سلول  یها بهتر است. تنها نگران  سلول  نیعملکرد ا  کننده فرد اهدا
 خواص  يادیبن  يها  سلول.  قرار گرفته است  یابیمورد ارز  ینیو بال  ینیبال  شیاز مطالعات پ   ياریموضوع به طور خاص در بس  نیا.  است

 يادیبن يها  سلول  قیحاصله، تزر  جیمطابق نتا  . شوند  یم  یمنیا  يها  دارند و عمدتا سبب سرکوب القا پاسخ  يقو  ایمونومدولاتوري
  از  ياریآلوژن در بس  يادیبن  يها  سلولها همراه است.    پاسخ  نیاز ا  ینییسطح پا  يالقا  ایو    یمنیا   يها  پاسخ  يبا عدم القا  ایآلوژن  
 سلول ی نیبال  ا یو    ینیبال  ش یاز مطالعات پ   ياریدر بس  نکهیاند. جالب توجه ا  ثبت شده مورد استفاده قرار گرفته  ی نیبال  يها  یی کارآزما

  تعداد  ،ینیگز لانهبه شکست مکرر  مبتلا مارانیدر ب ها هیاز فرض یکی گرید يآلوژن مورد استفاده قرار گرفته اند. از سو يادیبن يها
 نیموثر نخواهد بود. همچن  احتمالاها    سلول  نیانتقال اتولوگ ا  صورت،  نیها در رحم است. در ا  سلول  نیعملکرد نامناسب ا  ای کم  
  ی در صورت  دهد   ی ها رخ م  سلول  نیا  کیستمیس  قیآلوژن عمدتا بدنبال تزر  ي ادیبن  ي ها  سلول  قیبدنبال تزر یمنیا  يها  پاسخ   يالقا
 .کمتر خواهد بود اریباتوجه به تولرانس موجود بس يدر دوره باردار زیها در رحم و ن پاسخ نیبروز ا احتمال که

  ن ی، ا  ینیگز  لانهبه شکست مکرر  مبتلا  مارانیب ییزا ي ماریدر روند ب شنیزیجوال ی و نقش دس ياد یبن ي ها  سلول تیبه اهم باتوجه
 مورد در انسان يماریب نیدر درمان ا زهیجوال یدس يادیبن يها سلول یداخل رحم قیتزر لیشد تا پتانس یطراح ینیبال  ییکارآزما

استفاده از سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در کنترل بیماري روشی غیرتهاجمی به حساب   از آن جا که  بعلاوه   .ردیقرار گ  شیآزما
آید دسی  می  قدرت  لحاظ  به  اندومتر  بیوپسی  از  شده  جدا  مزانشیمی  هاي  سلول  با  قاعدگی  خون  بنیادي  هاي  سلول  مقایسه   ،

و در پروپوزال اولیه   جوالیزیشن و پارامترهاي مرتبط با آن ضروري به نظر می رسید که تکمیل کننده این طرح پژوهشی شده است
 اشت.  وجود نداین مطالب تکمیلی ارسال شده به ستاد 
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 :روش اجرا  -2

 اندومتر   می یهاي مزانش  خون قاعدگی و سلول  اديیهاي بن  آوري نمونه و جداسازي سلول جمع-2-1

 خون قاعدگی  ادي یهاي بن  انتخاب افراد اهداکننده سلول- 2- 1- 1

 

  يداروها مصرفعدم    نال،یواژ  يها  ، عدم وجود عفونتسقط سابقه، عدم وجود سالم فرزند  کیحداقل  ي، داراساله 37تا  20: سن
 همراه به کیستیک ی منظم و عدم وجود تخمدان پل سیکل  يماه قبل از اهدا، دارا 3از  يدییاسترو ي داروها ایمحرك تخمدان 

 کیسندرم متابول

 هستند اخذ خواهد شد.   یمقاصد پژوهش يبرا  یخون قاعدگ يادیبن  يها سلول يکه صرفا داوطلب اهدا ياز افراد ها سلول

 ابن سینا ارسال می شود: افراد داوطلب پیامکی با این مضمون به همکاران مرکز درمان ناباروي جهت فراخوانی 

 ي با استفاده از سلول ها  يدرمان نابارور  یدر طرح سل تراپ   ي. از شما جهت همکارنایابن س  يمرکز درمان نابارور   یهمکار گرام"
سال، دارا بودن    37تا    20طرح شامل سن:    ن یا  يبرا  ی نمونه خون قاعدگ  ياهدا  طی. شراد یآ  ی ت به عمل مدعو  ی خون قاعدگ  يادیبن

  يداروها  ا ی محرك تخمدان    يعدم مصرف داروها   نال، یواژ  يفرزند سالم، عدم وجود سابقه سقط، عدم وجود عفونتها  ک یحداقل  
باشد.    یم  کیبه همراه سندرم متابول  کیستیک  یمنظم و عدم وجود تخمدان پل  کلیماه قبل از اهدا، دارا بودن س   3از    يدییاسترو

نامه    تیفرم رضا  لیو تکم  افتیجهت در  یخانم قاسم  بهخود    ینمونه خون قاعدگ   يلازم جهت اهدا  طیو احراز شرا  لیدرصورت تما
 ی نم  افتیاز شما در  يا  نهیگونه هز  چیشد و ه  دیمطالعه مطلع خواه  جیشما از نتا  . درصورت مشارکتدییو زمان اهدا مراجعه نما

 "شود.

 تعداد افراد اهداکننده نمونه خون قاعدگی    - 2-1-2
از قدرت تما  يها  که سلول  ی. درصورتشود  یاخذ م   یاهدا، نمونه خون قاعدگ  طیاز ده فرد واجد شراحداقل     يزیفرد اهداکننده 

 خواهند شد.  نیگزی جا دینباشند افراد جد برخوردار یمناسب

 آوري نمونه خون قاعدگی  جمع   - 2-1-3
 Diva نمونه توسط  ، یقاعدگ  کلیروز دوم س  در  د، ی مطالعه که در فوق ذکر گرد  طیآگاهانه و دارا بودن شرا  تیپس از کسب رضا

cup    نیسیآمفوتر  و ضد قارچ  کیوتی ب  یآنت  يبافر دارا  ي و انتقال به لوله فالکون حاو  ياخذ شده و پس از جمع آور  از فرد اهداکننده 
 .شود ی منتقل م شگاه یساعت به آزما  4ظرف مدت حداکثر ) Fungizone( یب

 خون قاعدگی  اديیهاي بن  جداسازي و کشت سلول   - 2-1-4
از مش با منافذ    لیاستر  طیهود و تحت شرا  ریخون در ز  نمونه از عبور   کشت سرد جهت  طیبه کمک مح  يکرومتریم  70پس 

 دور در  یسلول  ونیو سپس سوسپانس  يجمع آور  يتریل  ی لیم  50لوله فالکون    کیبه دام افتاده در لخته در    يها  سلول  يآزادساز

g400× چسبان    ریغ   يها  سلول،  ی خون قاعدگ. پس از کشت  گردد  ی م  وژیفیسانتر  قهیدق  10به مدت    گرادیدرجه سانت  4  يدر دما
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درصد سرم   10محیط کشت سلول ها که حاوي    کباریروز    3شوند. هر    ی چسبان پاساژ داده م  يها  شسته شده و سلول
 . شود  ی م ضیتعو)  FCSجنین گاوي (

 ماران یهاي سلولی ب  استقرار بانک سلولی براي نگهداري نمونه   -2-1-5
 :به دنبال دارد. از جمله يادیز ب یمعا یرده سلول کیو کشت مداوم  ریتکث  :یبانک سلول  فی تعر  -2- 5-1- 1

 ی کروبیم یخطر آلودگ -

 )مونوکلونال يها يباد ی آنت ای  یسطح يها ژن یآنت انی ب (مثلاها  مورد نظر در سلول ي ها  یژگیاز دست دادن و -

 ی کیژنت يها و جهش راتییتغ -

 ها  به علت طول عمر محدود سلول  یرده سلول کیاز دست رفتن  -

 ی سلول يها نمونه ریمتقابل با سا یخطر آلودگ -

 کارکنان  يها  نهیمصرف مواد و هز  شیافزا -

  ستمیس ، یبانک سلول ستمیس  ن یتر جیبه حداقل رساند. را یبانک سلول ستمیس کی يتوان با اجرا  ی عوامل خطر بالقوه را م نیا هیکل
) و یک سیستم بانک سلولی  MCB(اصلی  یبانک سلول کیشامل   یدو سطح یبانک ستمینوع س نی است. ا یچندسطح یبانک سلول
working )WCB  .می باشد ( 

2 -5 -1 -2-  Pre-master Cell bank 
  انواع   چرا که ممکن است  میری گ  ی در نظر م  یمنبع بالقوه آلودگ   کیرا به عنوان    د ی نمونه جد  د،یبه خط تول  هیهنگام ورود نمونه اول  در

  شود تا اثبات  ردیقرار گ  ش یمورد آزما  نهیقرنط  طیتحت شرا  د یها را داشته باشد، پس بامایکوپلاسماها، قارچ ها و    يبا باکتر  یآلودگ
  ماه   ک یدر حدود    ه،یو پاساژ اول  ریپس از تکث  د، یهر نمونه وارد شده به خط تول  نیباشد. بنابرا  یم  ی در آن منف  ی کروبیم  یکه آلودگ

-Pre   بانک  نیشود که به ا  یم  ينگه دار  نهیقرنط  طیدر تانک ازت تحت شرا  تیفیکنترل ک  شاتی آزما   جیتا زمان مشخص شدن نتا

master cell bank   .گفته می شود 

3 -5 -1 -2 -  Master Cell bank 
  یکه تحت عنوان بانک سلول ی بانک سلول  نیدر ا کیپاساژ  ي ها سلول يحاو )الی و 5حداقل (  الی و ویکرا يتعداد ماریهر ب يبرا

را احراز کرده اند و به   تیفیکنترل ک  شاتیاز نظر آزما لازم طیها شرا نمونه نی. اشود یم ينگه دار شود یشناخته م) M( یاصل
 . شوند  یم ينگه دار ماریهر ب يبرا یاصل یسلول رهی ذخ عنوان

4 -5-1 -2 -Working Cell Bank  
  محصول   افتیبانک تا زمان درخواست در  نیدر ا  کیپاساژ    يها  سلول  يحاو  )الیو   5حداقل  (ها    الیو  وی از کرا  يتعداد  ماریهر ب  يبرا

 ي محصول برا   يبه آزادساز  ازیکه ن   یشده است و زمان   دییتا  تیفیکنترل ک  شاتیها در آزما  سلول  نیا  تیفی. کشوند   یم  يدار  نگه
 بانک معادل بانک  نیدر سطح کار ا  گری د  انی به ب  شوند،   ی م  ریبانک خارج شده و تکث  نیشده در ا  رهیذخ  يها  باشد از سلول  ماریب
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 ي ها  سلول  يمحصول بر رو  يبه منظور آزادساز  دیتول  يبعد  يها  پروسه  هیاست. کل )Bank Cell Distribution( عیتوز
به حداقل ممکن    MCBموجود در    هیاول  يها  سلول  یآلودگ   ایتا امکان از دست رفتن    ردیگ  یبانک صورت م  نیا  در موجود
 برسد.

 خون قاعدگی  اديیهاي بن  سلول  فییکنترل ک  -2- 1- 5- 5
جداساز ک  ،ينحوه  کنترل  ذخ  یفیکشت،  الزامات  يساز  رهیو  اساس  بر  مذکور  بانک  در  تست   رهیذخ سلول  از  استفاده  با  شده، 

منفی    HCV ،HBV   ،HIV  ،HTLVشناسنامه  يقرار گرفته و دارا  یمورد بررس  مایکوپلاسماتست    ،یتیلیتست استر  ن،یاندوتوکس
 انجام خواهد شد.  پیوتایتست کار شن،یزیجوال ی دس يالقادنبال ه  بدر تعدادي از نمونه ها  هستند. 

  Pre-master Cell bankجهت ارزیابی  فییهاي کنترل ک  گزارش آزمون - 2- 1- 5- 6
 Safety Tests : 

  یتیلیاستر آزمون جهیو نت دهد یقرار م یابیمورد ارز استریلیتیآزمون  قیرا از طر کی  پاساژ هاي  سلول یو قارچ یی ایباکتر یآلودگ
 .شود یروز از شروع آزمون گزارش م 14نمونه بعد از 

Endotoxin :شود یگزارش م کیپاساژ   يها در سلول نیسطح اندوتوکس یسنجش آلودگ. 

Mycoplasma : بعد از   ث و آگار راابرمحیط سلول ها در دو   مستقیمکشت  قیرا از طر مایکوپلاسمانمونه ها به  آلودگیسنجش
 .شود یگزارش م  PCR میرمستقیبه روش غ  زیآزمون و نروز از شروع  28گذشت 

 .می شود یبررس  کروسکوپیم ریدر ز fibroblast-likeي سلول ها يمورفولوژ

  یم یبررسیتومتري به روش فلوس  CD45و   CD73 ،CD34 ،CD90 سطحی  يمارکرها انیب جهی سلول ها، نت پیفنوت نییتع يبرا
 شود. 

 Pre-master cell bankنمونه هاي موجود در    فییجدول : آزمون هاي کنترل ک

 معیار پذیرش روش ارزیابی  تست هاي کنترل کیفی 
 تشخیص داده نشود قارچ  باکتري/ تست استریلیتی 

 تشخیص داده نشود کشت مایکوپلاسما 
 تشخیص داده نشود PCR مایکوپلاسما 
 تشخیص داده نشود Gel clotتست  اندوتوکسین
 مورفولوژي دوکی شکل  چشمی/ بررسی میکروسکوپی همشاهد  مورفولوژي 

 کردن  زیسلول زنده پس از دفر ونیلیم کیشمارش  تریپان بلو شمارش سلولی
 کردن زیبدون رنگ پس از دفر يدر صد سلول ها 80از  شیب تریپان بلو زنده مانی 

Cell recovery روز 2-3گسترش مجدد سلول  ییتوانا 
 ن پس از پاساژ داد

 درصد  80تراکم بیش از 

 CD90 بالاي  انیب فلوسایتومتري  فنوتیپ 
 CD73 بالاي  انیب
 CD34 بالاي  انیب
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 CD45 نییپا  انیب
 

 :  Working Cell Bankو    Master Cell Bankبه    Pre-master Cell Bankانتقال نمونه ها از  - 2- 1- 5- 7
  نمونه را از بانک   ي ها  الی و  دی تست ها قابل قبول نباشد، نمونه قابل استفاده نخواهد بود و با  نی از ا  کیهر    جهیکه نت  یدر صورت

فراستی   مستر  لهیبه وس  ییسرما  رهیزنج  تیبود، با رعا  دییمورد تا  تیفیکنترل ک  يها  آزمون   جهیکه نت  ی. در صورتدیخارج کن  نهیقرنط
به    ویال) 5(حداقل  را گری د می و ن دهیدانتقال  Master Cell Bank مربوطه بهرا به تانک ازت  ویال ها) 5(حداقل ها  ال یاز و یمین

 . دیانتقال ده Working Cell Bankتانک ازت مربوطه به 

 Working Cell Bankاز  ها    آزادسازي نمونه نحوه-2- 1- 5- 8
  به ماریب مانیمورد نظر از طرف پزشک متخصص زنان و زا خی روز قبل از تار 10-14 دیبا قینمونه ها جهت تزر لیدرخواست تحو

  یم قرار انیرا در جر دیواحد تول یمتعاقباً مسئول فن رش،یپذ يدرخواست پزشک از سو  د ییگردد و بعد از تا  اعلام رشیبخش پذ 
 دهد. 

  ي ها  الی از و  لازمتعداد    مار،یب  يبرا  ازیمحصول، بسته به تعداد سلول مورد ن  لیتحو  يدرخواست شده برا  خیروز قبل از تار 10-14
و   يکاوریر روزه جهت 3 یال 2از فرصت   پس .دییرا از تانک ازت مربوطه خارج نموده و ذوب نما Working Cell Bank موجود در

ها را   سلول  یی رو  طیو مح  دیانجام ده  ی اساژ سلولروز پس از پ   3- 2مجدد را    طیمح  ضیتعو  .دیها را پاساژ ده  ها، سلول  سلول  ریتکث
 ي انجام آزمون ها  يبرا  ییاجرا  يها  مطابق روش  ییرو  طیمح  نی . از ادیکن  يجمع آور  يتریل  یلی م  15  لیلوله فالکون استر  کیدر  

 . د یاستفاده کن نمونه نیو اندوتوکس یتیلیاستر

9 -5 -1 -2 -Pooled master and working cell bank 
  ای  ها باشند، لذا ابتدا سلول کسانیاز چهار طرح فوق  کیدر هر  مارانیشده به ب قیسکرتوم تزر ایاست سلولها  لازم نکهیبه ابا توجه 

 Pooled workingو    Pooled master cell bank  مخلوط و از مخلوط حاصل  گریکد یسکرتوم تمام اهدا کنندگان در هر طرح با  

cell bank شود.  یم يو به روش فوق نگهدار هیته 

  اندومتر میی هاي مزانش  انتخاب افراد اهداکننده سلول .2-1-6
 ی م  هیتوسط پزشک متخصص ته  ،یوپسیب  لهیبوس  ،ياز نابارور  ریغ   دلایلیبهمن به    مارستانیاز افراد مراجعه کننده به ب  ها  نمونه
 عفونت  قرار داشته و به لحاظ دارا بودن   یسال و در فاز لوتئال از چرخه قاعدگ  37تا    20  نیب  یدر محدوده سن  مارانیب  نی. اگردد

  ،یکموتراپ   سابقه  وز،یو اندومتر  یمنیخودا  رینظ  يا  نهیزم  بیماري هايداشتن    HIVو HBV,HCV روسیبا و  یداشتن آلودگ  نال،یواژ
 بودند.   یمنف یهورمون يها درمان افتی و در  دهایکواستروئیمصرف کورت ،یمونوتراپ یا

 اندومتر  مییهاي مزانش  تعداد افراد اهداکننده سلول . 1-6-1-2
  ی مناسب يزیفرد اهداکننده از قدرت تما يها که سلول ی. درصورتشود یاخذ م ياهدا، نمونه بافت بردار طیده فرد واجد شرا از

 د.  خواهند ش نیگزیجا د ینباشند افراد جد برخوردار
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 اندومتر  مییهاي مزانش  جداسازي و کشت سلول . 2-6-1-2
  یب  نیسیو ضد قارچ آمفوتر  کیوتیب  یآنت  يدارا DMEM کشت  طیمح  ي سرد در بافر انتقال حاو  رهیتحت زنج  ها   نمونه

 لامینارهود    ریز  لیاستر  طیتحت شرا  بلافاصله. سپس  گردند  یمنتقل م   شگاهیزمان ممکن، به آزما  نیدر کوتاهتر  Fungizone   ای

 DMEM کشت  ط یدر مح  تی هضم گشته و در نها  ی کیبه صورت مکان  قهیدق  5  ی ال  3با اسکالپل به مدت    لیاستر  ش ید  يپتر  داخل

درجه   37 يدما  ساعت در  1به مدت    mg/mL  1/0 با غلظت DNase و  mg/mL5/0 با غلظت Collagenase میبه همراه دو آنز
 ی سلول  ونیسوسپانس تی. درنهاگردد  یم  یخنث FCS درصد10  يحاو DMEM طیهم حجم از مح  لهی. سپس بوسگردد  یانکوبه م

شمارش، کشت داده    و  کشت  طی شده پس از حل شدن در مح  نی ته نش  ي ها  شده و سلول  فوژیسانتر  قهیدق  5به مدت    ×g۲۸۰ در
 شدند. 

 تمایزي مختلف هاي   روش  انی از م  زیشنیجوال  انتخاب بهترین روش و زمان دسی  .- 2-2
 نیکه بهتر  ی . درابتدا روشرندی گ  ی مورد استفاده قرار م  شنیزیجوال  ی دس  يبه منظور القا  ی مختلف  ي ها مرتبط، روش  مقالات براساس  

 شد.  انتخاب    کند،  یالقا م  شنی زی جوالیها متعاقب دس  در سلول  نی ژن و پروتئ  انیرا در سطح ب  پرولاکتین  زانیم  نیشتریب  یعنی  پاسخ

 nMو    μM cAMP  50  ،μM MPA  1، ترکیب  )PC(روش تمایزي    μM MPA  1و    mM cAMP  5/0این روش ها شامل ترکیب  

E2  10    روش تمایزي)EPC  (  روز در روش    6و    3می باشد. سلول ها به مدتPC    روز در روش    12و    9،  6،  3وEPC    با این ترکیبات
 روز به عنوان بهترین روش تمایزي جهت تمایز سلول ها انتخاب شد.   4، به مدت PCمجاور شده و درنهایت روش 

 زیشن یجوال  ها در روند دسی  اي و بهبود تمایز سلول تغذیه  از ین  نیانتخاب بهترین مکمل جهت تام  .- 2-3
 دا یپ   شنیزیجوال  ی با روند دس  یوجود داشت که نه تنها تداخل  یی به مکمل غذا  از یها ن  سلول  يرو  بر  شنیزیجوال  یجهت انجام دس

قرار گرفت که    یابیها مورد ارز  سلول  نیا  زیجهت کشت و تما  ی ها شود. لذا مواد مختلف  سلول  زی سبب بهبود رشد و تما   بلکه نکند
و    2) با غلظت  PRPمشتق از پلاسماي غنی از پلاکت (  )PL(  لیزات پلاکتیدرصد،    2) با غلظت  HSAآلبومین سرم انسان (  شامل

  درصد  2با غلظت  رشد را دارد  ياز فاکتورها بالینی زانیو م يباد ی از آنت یکم زانیهفته که م 24تا   Hyclone FCS 16درصد،   5
مکمل استاندارد دسی جوالیزیشن    درصد بعنوان  2) با غلظت  CS-FCSجذب شده با ذغال فعال (که با سرم جنین گاو    می باشد

  ، ییبا روند کارآزما  گانهیب  يها  نیگر پروتئ  و اثر مداخله  وانیمنتقله از ح  يها  به ذکر است به علت انتقال پاتوژن  لازممقایسه شد.  
 .  ده را دارنداستفا تیاولو يگاو   يبه جا ی انسان نیگزی جا يها  نداشته باشد. لذا سرم یوانیکه منشاً ح است ییها  با مکمل تیاولو
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خون قاعدگی پس از القاي   ادي یهاي بن  اندومتر و سلول مییهاي مزانش  عملکردي سلول  اتیمقایسه خصوص
 زیشنیجوالی  دس

 اندومتر   می یهاي مزانش  سلول  خون قاعدگی/  اديیهاي بن  در سلول  زیشن یجوال  القاي دسی .- 2-4
 یمیمزانش  يها  و سلول  یخون قاعدگ   يادیبن  يها  سلول  شن،یزیجوال   یدس  يزمان و روش جهت القا  نیتر  مناسب  يساز  نهیاز به  پس

اندومتر   یمیمزانش  يها و سلول  ی خون قاعدگ يادیبن يها کار سلول نیا ي. براشوند یم زهیجوال یدس in vitro به صورت اندومتر
روز القا    4به مدت    نهیو مکمل به  PC  يزیاستفاده از روش تما ها با    در آن  شنیزیجوال  ی کشت شده و دس  75کشت    يها  تیپل در
 . شوند یم

 الایزا و   qRT-PCR به روش  زیشنیجوال  کارایی القاي دسی  دیتای .- 2-5
 PRL مقدار  نییو تع  الایزاسلولها جهت انجام تست    ییدر روز چهارم پس از القا، سوپ رو  شن،یز یجوال  ی دس  یی کارا  یابیارز  جهت

  LOD  0.2ng/mLتست الایزا براساس پروتکل شرکت دیازیست و با  .  شود  یم  ينگهدار  -20  يبرداشته شده و در دما  یترشح
 انجام می شود.  

استخراج شده و خلوص و غلظت آن با    RNA  يمحتوا  ،یسلول  زی، پس از لIGFBP1و   PRL يها  ژن  انیب  یسپس جهت بررس
،  RNA  يها  استخراج شده، نمونه  يهاRNA   تیفیوک  Integrity  نییجهت تع  بعلاوه .  گرددیم  نییتع  Nanodropاستفاده از دستگاه  

به   RT-PCRکه تعیین غلظت شده در واکنش   یتیفیک  با   RNA   از  ازی. مقدار مورد نگردند  یم Run ژل الکتروفورز آگارز  يبر رو
cDNA  تبدیل و جهت بررسی بیان ژن هاي  PRL    وIGFBP1    و تعیین میزانFold Change  ها نسبت به ژن خانه دار   این ژن
RPL19  با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی از روشReal-time PCR    .مورد استفاده قرار می گیرد 

 ها به لحاظ قدرت  و مقایسه نمونه  پرولاکتین  نیپروتئ دیتول  زانیبراساس م   زیشنیجوال  بررسی قدرت دسی .- 2-6

 زیشنیجوال  دسی
 زهیجوال  یاندومتر دس  یمیمزانش  يها  و سلول  یخون قاعدگ   يادیبن  يها  شده در سوپ حاصل از کشت سلول  دیتول  پرولاکتین  زانیم

  یی ها  به دو دسته آن  شنی زیجوال  ی ها به لحاظ قدرت دس  شد و سلول  یابیارز mIU/mL با واحد ELISA به روش  تیاستفاده از ک  با
تما  ییها  و آنWell-Decidualized   دارند  یخوب  يزیتما  قدرت که  میتقس   Poor-decidualized دارند   یفیضع  يزیکه قدرت 

  شدند. 

  Poor-Decidualized   هاي  استفاده شد لذا جهت جبران سلول  ییجهت انجام کارآزما Well-Decidualized يها  سلول  هیکل  از

  ي ها سلول  هیکل  تیمراحل فوق تکرار شد تا درنها   هیو کل  افتیدر يگریاندومتر از افراد د  یوپسیو نمونه ب  ی خون قاعدگ  نمونه مجددا
 برخوردار باشند.  یداخل رحم قیجهت تزر یمناسب شنیزیجوال یاز قدرت دس استفاده مورد

 زهیجوال  هاي دسی  در سلول  ري ی مرتبط با پ  بتاگالاکتوزیداز  تیبررسی فعال .- 2-7
 شن یزیجوال  یارتباط قدرت دس   یابیو ارز Poor-Decidualized يها  در سلول  فیضع  شنیزی جوال  ی دس  سم یمکان  یمنظور بررس  به
سلول  درصد با سلول  ریپ   ي ها  حضور  قاعدگ   ي ادیبن  يها  درمجموعه  سلول  ی خون  فعال  یمیمزانش  ي ها  و   تیاندومتر، سنجش 

 کروسکوپیانجام و سپس با م  Cell Signalingرنگ سنجی شرکت    تیبه کمک ک  ی ها به روش رنگ سنج  سلول  بتاگالاکتوزیدازي
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این رنگ آمیزي، هسته سلول ها   درکنار ها ثبت شد.  سلول نیمربوط به ا ریتصاو ،يربرداریتصو ستمیمعکوس مجهز به س
نیز رنگ آمیزي شد تا شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري نسبت به تعداد سلول نرمال    DAPIبه کمک رنگ  

 شود. 

 مییهاي مزانش  خون قاعدگی و سلول  اديیهاي بن  سلول  کیبر پروفایل متابول  زیشنیجوال  بررسی اثر دسی .2- 8
 اندومتر 

 جهت ها  تیمتابول ریو سا نهیآم يدهایاس یابیو از ارز زیکولیگل زانیم یجهت بررس لاکتات غلظت گلوکز و  یابیمنظور از ارز نیبد

اندومتر، قبل   یمیمزانش يها  و سلول ی خون قاعدگ يادیبن يها در سوپ حاصل از کشت سلول  یکیمتابول يرهایمس ریسا یبررس
 اشاره شده در مراحل فوق استفاده شد.  يها  با استفاده از پروتکل شنیزیجوال ی از روند دس بعد و

تولید متابولیت ها، تولید پرولاکتین و   میزان پیري،   ) برSenomorphic. بررسی اثر عوامل تعدیل کننده پیري (2-9
 دسی جوالیزیشنهمزمان و یا پیش از القاي   IL-8و    IL-6تولید سایتوکاین هاي  

از آن جایی که میزان دسی جوالیزیشن با پیري سلول ها در ارتباط است اثر عوامل تعدیل کننده پیري که صرفا بر رفتار سلول هاي  
بعلاوه از آن جا  پیر و نه زنده مانی آن ها اثرگذارند بر تولید پرولاکتین و متابولیت هاي مرتبط با آن ها مورد بررسی قرار می گیرد.  

از فرآورده هاي ترشحی سلول هاي پیر هستند اثر این عوامل بر تولید این سایتوکاین ها قابل    IL-8و    IL-6سایتوکاین هاي  که  
از جمله راپامایسین،  سنجش خواهد بود.   اثر عوامل تعدیل کننده پیري  القاي  از دو روش جهت  بدین منظور طبق مقالات مشابه 

یک روش همزمان با  استفاده می شود.    پردنیزولون بر دسی جوالیزیشن، رزوراترول و  TGF-βسیتاگلیپتین، متفورمین، مهارکننده  
 القاي دسی جوالیزیشن و روش دیگر تیمار سلول ها با این عوامل قبل از القاي دسی جوالیزیشن می باشد.  

 نییفاز بال

 ورود و خروج در مطالعه  ارهاي یهاي مداخله و شاهد براساس مع  انتخاب گروه  .- 2-10
 هیاول يها  یو پس از بررس نایابن س يمرکز درمان نابارور ينابارور کینیافراد مراجعه کننده به کل نیگروه مداخله و شاهد از ب افراد

  یرحم داخل قیاست که تزر يبه نابارور مبتلاشوند. گروه مداخله شامل زنان  یانتخاب م يجهت رد علل شناخته شده نابارور
 لیاستر فسفات که در داخل رحم آنها بافر هستند يزنان نابارور شاهد. گروه کنند  ی م افتیرا در  یخون قاعدگ يادیبن سلول هاي

)PBS (گردد یارائه م لیبه شرح ذ يماریورود و خروج در هر دو ب  يارهای . معشود یم  قیبه عنوان دارونما تزر. 

 ریزFSH  ينداشته باشند،. دارا يسال، سابقه باردار 37تا  20: ماری: سن بینیگز لانهبه شکست مکرر  مبتلا ورود زنان  يارهایمع
mIU/mL 10 نرمال  یعفون  يباشند، تست ها)HIV ,HBS Ag, HCV ,VDRL ،HPV(   .باشد 

  يها يماریسندرم آشرمن، ب ،4و  3مرحله  وزیسالپنکس، اندومتردروی: هینیگز لانهمکرر  شکستبه  مبتلاخروج زنان   يارهایمع
درصد و فرم طبیعی اسپرم کمتر  30بالاتر از   DFIر (همس اسپرموگرامدر  اختلال ن،یزوج یکروموزوم اختلالاتاندومتر،  کیارگان

از جمله   یمنیا ستمیس يها يماریآندومتر نازك، ب د،یپیضد فسفول يها  يباد یآنت ک،یبه همراه سندرم متابول  PCO ،درصد) 2از 
سرکوب کننده   يداروها مصرف ، یو پرتودرمان  یدرمان شیمیو   سرطانبه  ابتلا سابقهلوپوس،  د،ییرویت یمنیاتوا د،ییروماتو تیآرتر

 کنترل نشده ابت یسه ماه گذشته، د  یدر ط دها یکواستروئیاز جمله کورت یمنیا
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 مختلف و کورکردن مطالعه  هاي   در گروه   میسازي، تقس  نحوه تصادفی .2-11
ورود، عدم ورود و خروج از مطالعه   يارهایو مع  شود  یم  یبررس  ياز نابارور  یخاص  تیجمع  نکهیمطالعه با توجه به ا  نیا  در
ب  فیتعر  یاختصاص  اریبس نابارور  مارانیشده،  علت  ا  ياز  از  تصادف  نیمشابه هستند،  اختصاص  یبلوک  يساز  یرو    ی ده  به منظور 

با استفاده از    يساز  ی . تصادفشوند  ی انتخاب م   يساز  ی به عنوان روش تصادف )  B( و گروه شاهد)  A( در گروه درمان  ماریب ی تصادف
  یبه صورت تصادف   يبه نابارور  مبتلا   ماریب  40.  شود یانجام م(http://app.studyrandomizer.com) زریرندوما  ي استاد  اپ  تیسا
 .شوند یم  میتقس ییتا 20گروه  دو به

 ها، در فاز  سلول  نیا  یداخل رحم  قیتزر  یمنیعوارض و در صورت ا  ی. پس از بررسشوند   یوارد مطالعه م  ماریب  5مطالعه    1فاز    در

 که  یو نه پزشک  مارینه ب  کهیطوره  در گروه مداخله وارد مطالعه خواهند شد. مطالعه از نوع دو سو کور است ب  گر ید  ماریب  15  دوم

 محلول  يظاهر  يآگاه است. نما  قیتزر  ت یطرح از ماه  یاصل  ي. فقط مجرستندیمطلع ن  قیتزر  تی از ماه  کند یم  قیرا تزر  ها   سلول

 نخواهد شد.  یقیماده تزر تیمتوجه ماه  یکس  یقیتزراز ظاهر ماده  بیترت نیشده شفاف است و بد  قیتزر

 خون قاعدگی   اديی هاي بن  انتقال سلول .- 2-12
   PBS جدا شده و پس از شمارش در  نیپسیها با تر  شوند. سپس سلول  یدوم کشت داده م  ایدر پاساژ اول    یخون قاعدگ  يها  سلول

  يحاو  یس یس  م یشود. حجم معادل ن  ی م  میتنظ  تریل  یلیسلول در هر م  ونیلیدو م  يشده و غلظت آنها رو  ونیسوسپانس  لیاستر
روز قبل از    5بلاستوسیست  و در مورد   cleavage stage 3 نیسه تا پنج در مورد جن  کل، یس  16در روز    ي ادیسلول بن  ونیلیم  کی

زمان مشابه به صورت   درPBS   شود. در گروه شاهد بافر  یمنتقل م  کباریفوندوس رحم    هیبه ناح IUI با استفاده از کتتر  نیانتقال جن
استفاده   يادیبن  يها سلول حلال است که به عنوان بافر pH 2/7 با  کیولوژیزیبافر ف  کی PBS خواهد شد. بافر قیتزر یداخل رحم

آن    یداخل رحم  قیشود و تزر  یم قیو توسط پزشک متخصص زنان تزر  نایابن س  يدر مرکز درمان نابارور  قاتیتزر  نیشود. ا  یم
 .شود  یم انجام ovulation induction ندارد. بعد از انتقال سلولها یهوشیبه ب يازیبدون درد است و ن

 ایمنی و اقدامات حمایتی پس از تزریق سلول نییتع .- 2-13
بسته   مارانیگردد. ب  یم  یهفته پس از انتقال بررس  کیتا    کیآلرژ  يها  انتقال سلول از جمله تب، عفونت و واکنش  یاحتمال  عوارض

 خواهند کرد.  افتیرا در نیو هپار نیاز جمله آسپر لازم يها درمان از،یبه ن

 اثربخشی سلول درمانی   ن ییپس از تزریق و تع مارانی پایش ب .- 2-14
 که ضخامت ی . هنگام شود ی م  دهیسنج ی خون قاعدگ  ي ادیبن يها  ضخامت اندومتر قبل و بعد از انتقال سلول یسونوگراف یبررس با 

 زنان  و در  2سال    35  ریز  مارانی. در بشود  یشده منتقل م   زیفر  يها  نیداشت، جن  یسه خط  يو نما  دیمتر رس  ی لیم  7به    اندومتر
گرم    یلیم  40آمپول پروژسترون    2  قیفاز لوتئال، با تزر  تیمنتقل خواهد شد. حما A د یگر  یسلول  8تا    6  نیجن  3سال    35  بالاي

 د. ابی  یگرم در روز ادامه م  یلی م  6با دوز  ولیانجام خواهد شد. مصرف استراد نیبعد از انتقال جن

 انی تا پا  ماریب  ،يصورت باردار. در  شود  یانجام م  یسونوگراف  يباردار  8تا    6بتا و در هفته    شیآزما  ن،یهفته پس از انتقال جن  دو

 محصول . در صورت سقط،  ردی گ  یقرار م  یمورد بررس  ینیگز  لانهو    ی نیبال  ی حاملگ  زانیشامل م  يباردار  ياز نظر پارامترها  يباردار
 . گردد یم یبررس پیوتیاز نظر کار يباردار
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 :روش جمع آوري داده ها .- 2-15
 . رد یپذ  یانجام م ی شگاهیو آزما  ینیبال يها حاصل از آزمون  جیها براساس نتا داده يآور جمع

 :و نحوه جمع آوري آن  اطلاعاتمشخصات ابزار جمع آوري   .- 2- 16
 یاحتمال ریتاث یشامل بررس يآمار يزهایخواهد شد. آنال نیطرح تام  ینیو بال  یشگاهیآزما يها داده  قیاز طر ازیمورد ن اطلاعات

 .شود یانجام م  Graphpad Prismينرم افزار بستهاز  استفادهبا  بررسیمورد  ینیبال يبر پارامترها درمان

 :روایی و پایایی ابزار .- 2-17
باشد   لازمفاقد اعتبار   ییابزار به تنها کیکه  يباشد. در موارد  یم لازماعتبار  ياستاندارد بوده و دارا یشگاه یآزما يتست ها هیکل
 يبرا ینیتضم تواندیمختلف م ي . استفاده از کنترل ها شود  یاستفاده م ج ینتا د ییتا يبرا ی شگاهیآزما ياز روشها يا مجموعه از

  .بدست آمده فراهم کند جینتا صحت

 :آن  روش محاسبه حجم نمونه و تعداد .- 2-18
  کنترل خواهد  20و  ماریب 20 ینیفاز بال يمورد و برا 10در هر نوع سلول   یشگاهیفاز آزما ينظر مشاور آمار، حجم نمونه برا طبق

 .بود

 :  اخلاقی  ملاحظات .- 2-19
 یخون قاعدگ  يها نمونه نی. همچننیستطرح  نیو خاص ا می شود يروند درمان جمع آور خلالاندومتر در  بیوپسی يها نمونه
  یی اهدا يها کوت هم جزء خون ی کند. نمونه باف یبه افراد وارد نم یبیآن آس يداشته و اهدا یرتهاجم یغ  کاملا يآور جمع روش

و سامانه   نا یپژوهشگاه ابن س اخلاق  تهیطرح در کم نیندارد. ا مارانیب يبرا يباشد که استفاده ا یانتقال خون م سازمان به
 ). IRCT20210513051280N1( کد اخذشده: . است دهیو به ثبت رس دییتا  رانیا ینیبال  ییکارآزما

 : هاي اجرایی طرح وروش کاهش آنها  محدودیت .- 2-20
  خلالآمده در  شیپ  مشکلات ، یشگاهیامکانات آزما یبه برخ یو دسترس یمسائل مال  زیو ن ین یبال ينمونه ها هی در ته يدشوار
  يها  تیسلول ها، از محدود ریاز سلول ها، کشت مجدد و تکث ی به تعداد کاف ی ابیعدم دست  ،یکشت سلول یجمله آلودگ از طرح
  .باشدیم طرح ییاجرا

 :ها از مطالعه  نحوه مقابله با خروج نمونه .- 2-21
 .خواهد شد نی گزیمشابه ذکر شده جا يارهایبا مع ياز مطالعه خارج شود با فرد يکه در روند پژوهش فرد  یدرصورت

 )Outcome(  امدیپ  قیتعریف دق. - 2-22
 پیامد اولیه:

  .خواهد شد دهیسنج β-hCG غلظت یابیارز قیاز طر ن،یپس از گذشت دو هفته از انتقال جن گزینی:   لانه  نرخ

 :ثانویه  امدهاي یپ
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هفته پس از   6  یمنتقل شده مشاهده شده تو سط اولتراسونوگراف ینیجن يسه هاینسبت تعداد ک :نییحاملگی بال  نرخ
 دبصورت درص منتقل شده يها نیجن ی به تعداد کل نیجن انتقال
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 نتایج  -3
 نتایج بدست آمده تا این مرحله از طرح: گزارش  

 نمونه بیوپسی اندومترجمع آوري نمونه خون قاعدگی و    - 3-1
  20نمونه خون قاعدگی نیز از   وروش ها از ده فرد واجد شرایط ذکر شده در بخش رایط نمونه بیوپسی اندومتر با درنظر گرفتن ش

سپس با پروتکل ذکر شده سلول  ذکر شده در بخش روش ها بودند گرفته شد. فرد داوطلب اهدا که واجد معیارهاي ورود و خروج 
 هاي فیبروبلاست از هر دو نمونه جدا شده، و سپس تکثیر و فریز گردید.  

 رل کیفی سلول هاي بنیادي خون قاعدگیکنت  - 3-2

 کنترل کیفی عوامل میکروبی  -1-2-3

کشت و  به روش هاي مختلف    ي کنترل کیفیبه لحاظ کلیه تست ها  ي بنیادي خون قاعدگی که قرار است تزریق شوندسلول ها
PCR   يویروس ها  و   مایکوپلاسما عوامل میکروبی اندوتوکسین،  و عاري از هرگونه    تایید صلاحیت شدندHIV ,HBS Ag, HCV 

,VDRL HPV   .بودند 

 به لحاظ بیان مارکرهاي سلول هاي بنیادي فنوتیپایمونوتست هاي   -2-2-3
(مارکر سلول هاي ایمنی، کونژوگه   CD45)،  FITC(مارکر سلول هاي خونساز، کونژوگه با    CD34ه کمک آنتی بادي علیه مارکرهاي  ب

(کونژوگه با    CD90)،  PE(کونژوگه با    CD105)،  PE(کونژوگه با    CD73مارکرهاي سلول هاي مزانشیمی از قبیل  )، و  FITCبا  
FITC  ،(CD140b   کونژوگه با)FITC  و (CD146    کونژوگه با)FITC  بیان این مارکرها بر سطح سلول هاي مزانشیمی اندومتر و (

 رسی شد. سلول هاي بنیادي خون قاعدگی به روش فلوسایتومتري بر

 

 

 

 

 

 

 

 

و هم در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی بیان مارکرهاي    بطور کلی نتایج نشان می دهد که هم در سلول هاي مزانشیمی اندومتر
CD34    وCD45    نزدیک به صفر هست اما در هر دو نوع سلول مارکرهاي مربوط به سلول هاي بنیاديCD90    وCD105    بیان

 بالایی دارند.  

 . مقایسه درصد بیان مارکرهاي سلول هاي بنیادي در سلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی 1شکل 
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بیان مارکر در هر دو نوع سلول با جزئیات بیشتر در نمودارهاي فلوسایتومت ري به شرح ذیل در  نتایج مربوط به درصد 
 دسترس است. 

 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر:   CD34درصد بیان - 1-2-2-3
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 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر:  CD45درصد بیان - 2-2-2-3
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 در سلول ھای مزانشیمی اندومتر   CD90درصد بیان  -۳-۲-۲-۳
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 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر:  CD105درصد بیان - 4-2-2-3
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 در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی:  CD34درصد بیان - 5-2-2-3
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 در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی:  CD45درصد بیان -6-2-2-3
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD90   در درصد بیان  - 7-2-2-3
سلول هاي بنیادي   خون قاعدگی: 
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 در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی:  CD105درصد بیان - 8-2-2-3
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 در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی:  CD73درصد بیان - 9-2-2-3
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  بهینه سازي تکثیر سلول هاي بنیادي خون قاعدگی  -3-3
جهت انجام سلول درمانی نیاز به تعداد زیادي  تکثیر این سلول ها بویژه سلول هاي بنیادي خون قاعدگی که به منظور بهینه سازي 

 انجام شد:  50000و  25000در دو تعداد سلول اولیه  ات زیراز آن ها بود تست بهینه سازي تکثیر با استفاده از ترکیب

۱. L- گلوتامین و لیزات پلاکتی )PL( 
۲. L- گلوتامین وbFGF (فاکتور رشد مشتق از فیبروبلاست)  وPL 

 PLو  آلانین)-Lگلوتامین و -L(دي پپتید  گلوتامکس  .۳

 PLو   bFGFگلوتامکس و  .۴

۵. L- گلوتامین وHyclone  )) مخلوطی از چندین سرم جنین گاويFCS  که داراي مقادیر کمتري آنتی بادي و مقادیر (
 بالایی فاکتور رشد است)

۶. L- گلوتامین وbFGF   وHyclone 

 Hycloneگلوتامکس و  .۷

 Hycloneو   bFGFگلوتامکس و  .۸
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اگرچه مقیاس تعداد سلول هاي تکثیریافته در دو گروه با تعداد سلول  همان گونه که در نمودار زیر قابل مشاهده است،  
(نمودار سمت راست) متفاوت است که به علت تفاوت تعداد بین دو مقدار    50000(نمودار سمت چپ) و    25000اولیه  

چه همراه با مکمل    bFGFترکیب گلوتامکس و  ردو تعداد نشان می دهد که  امري طبیعی و بدیهی به نظر می رسد، لیکن نتایج در ه
PL    و چه همراه با مکملHyclone    .بهترین روش جهت افزایش تکثیر سلول ها می باشد    

 دسی جوالیزیشن   تایید- 3- 4

 در سطح پروتئین به کمک مارکر پرولاکتین  -3-4-1

 PCبه روش  روز پس از القاي دسی جوالیزیشن 6و   3مزانشیمی اندومتر سلول هاي  در پرولاکتین غلظت- 1-1-4-3
هاي مزانشیمی اندومتر در کشت سلول از بیوپسی هاي اندومتر جداسازي شده، این سلول ها در پلیت    خالص سازي سلولپس از  

تعداد    24 به  به روش  محیط کشت  میکرولیتر    500هزار سلول در    100خانه  تا  تمایز دسی    PCدر هرچاهک کشت داده شدند 
به این صورت است که پس از کاشت این تعداد سلول در   PC  براساس مقالات معتبر، روش القاي بهها القا گردد.    جوالیزیشن در آن

سپس جهت حذف عوامل هورمونی،  ) برسند.  confluencyدرصد تراکم (  80تا    70پلیت، زمان لازم است که سلول ها تکثیر یافته و به  
ب به آن ها افزوده  ) به مدت یک شCS-FCSبه همراه سرم جنین گاوي جذب شده با ذغال فعال (  %2محیط کشت فاقد فنول رد  

 1uM MPAو    0.5mM cAMPکه حاوي    PCسپس همانطور که در قسمت روش ها توضیح داده شد محیط تمایزي  می شود.  
پس از القا، نیمی از سوپ رویی محیط کشت برداشته شده و به اندازه نصف حجم محیط  3در روز  است به سلول ها افزوده می شود. 

سپس به کمک کیت  پس از القا جمع آوري شود.  6ن ها اضافه می شود تا کل سوپ سلولی در روز کشت از محیط تمایزي تازه به آ
سلول   9الایزا، غلظت پرولاکتین موجود در سوپ رویی کشت سلول ها ارزیابی می شود. نمودارهاي زیر غلظت پرولاکتین حاصل از  

 یزیشن را نمایش می دهد.  پس از القاي دسی جوال  6و روز  3مزانشیمی اندومتر مختلف در روز 

 

 . بهینه سازي اثر بیومولکول هاي بالقوه (افزودنی هاي کشت) برروي تکثیر سلول هاي بنیادي خون قاعدگی  2شکل 

a  25000) تعداد سلول اولیه  b  50000) تعداد سلول اولیه 

a b
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غلظت   -3 2-1-4 -
پرولاکتین در سلول 

هاي بنیادي خون 
روز پس از  6و  3قاعدگی 

به   القاي دسی جوالیزیشن
 PCروش 
ظور مقایسه میزان پرولاکتین تولید شده در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی پس از القاي دسی جوالیزیشن، این سلول ها نیز  به من

سورس مختلف سلولی ارزیابی   20که از   به روش بالا تمایز یافتند و نمودارهاي حاصل از ارزیابی غلظت پرولاکتین در این سلول ها
 در زیر قابل مشاهده است:  شدند

 

 

 

 

 

 

 

 

همانطور که  
از نمودارهاي 

بالا قابل  

   

 بنیادي خون قاعدگی روز تمایز دسی جوالیزیشن در سلول هاي   b (6روز و   a (3.  غلظت پرولاکتین قبل و بعد از 4شکل 

 گروه تمایزنیافته می باشد.    uDگروه تمایزیافته و منظور از    Dمعنی دار گزارش شده اند. منظور از   > p val 0.0001  با   6و    3نتایج در روز    

 روز تمایز دسی جوالیزیشن در سلول هاي مزانشیمی اندومتر  b (6روز و   a  (3غلظت پرولاکتین قبل و بعد از   .3شکل 

گروه تمایزنیافته    uDگروه تمایزیافته و منظور از    Dمعنی دار گزارش شده اند. منظور از   = p val   0.0078با    6و    3نتایج در روز    
 می باشد.  

 

  

a b 
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پس از القاي دسی   6و  3سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در روز میزان پرولاکتین در میانه استناد است اگرچه 
بنیادي   جوالیزیشن از سلول هاي مزانشیمی اندومتر کمتر است که این امري بدیهی به نظر می رسد چرا که سلول هاي

مخلوطی از سلول هاي دسی جوال و سلول هاي پیر هستند که از بدن خارج شده اند، اما فراوانی سلول هایی که  خون قاعدگی 
) در میان سلول هاي بنیادي  Well-decidualizedتولید قابل توجهی از پرولاکتین را دارند یعنی سلول هاي با تمایز خوب (

کفایت سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در امر دسی جوالیزیشن درمقایسه با سلول ع ما را به خون قاعدگی کم نیست و این موضو
 هاي مزانشیمی اندومتر و جایگزینی براي این سلول ها امیدوار می کند.  

 EPCپس از القاي دسی جوالیزیشن به روش   12تا  3 روز درغلظت پرولاکتین در سلول هاي مزانشیمی اندومتر - 3-1-4-3
به روش  ، سلول هاي مزانشیمی اندومتر  در القاي دسی جوالیزیشن  PCو تایید کارایی روش    EPCو    PCبه منظور مقایسه روش  

EPC  )10nM E2  ،1uM MPA  ،50uM cAMP  (پس از القا نیمی از سوپ رویی کشت این   9،  6،  3د و در روز  تمایز یافتن
پس از القا کل حجم سوپ  12ع آوري شد تا با نیمی از حجم محیط کشت محیط تازه تمایزي جایگزین شود و در روز سلول ها جم

 زیر روند افزایش غلظت پرولاکتین را نمایش می دهد:   نمودارجمع آوري و میزان پرولاکتین موجود در آن به روش الایزا ارزیابی شد.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 EPCپس از القاي دسی جوالیزیشن به روش  12تا  3غلظت پرولاکتین در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در روز - 4-1-4-3
در سلول هاي بنیادي   EPC، کارایی دسی جوالیزیشن به روش سلول هاي مزانشیمی اندومتر با با هدف فوق و به منظور مقایسه 

تولیدي از   EPCاما سلول هاي بنیادي خون قاعدگی به روش خون قاعدگی نیز از طریق ارزیابی غلظت پرولاکتین سنجیده شد. 
 پرولاکتین از خود نشان ندادند.  

 افته یزنیبا حالت تما سهیدر مقا EPCبه روش   زی پس از تما 12و  9، 6، 3  ياندومتر در روزها یمیمزانش  يدر سلول ها نیپرولاکتغلظت . 5شکل 

تفاوت میان    12می باشد. در روز    = p val  0.0234پس از تمایز    9، در روز   = p val 0.0078پس از تمایز    6، در روز   = p val 0.0313پس از تمایز    3در روز  
 گروه تمایزیافته و تمایزنیافته معنی دار نیست.  
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 در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی نمی باشد.   روش مناسبی جهت القاي دسی جوالیزیشن  EPCلذا روش 

 در سطح بیان ژن- 3- 4- 2
ژن   mRNAبراساس مقالات، تایید دسی جوالیزیشن علاوه بر اندازه گیري غلظت پرولاکتین در سطح پروتئین، اندازه گیري میزان 

براساس ) نسبت به گروه کنترل Fold Changeشدت تغییرات بیان (می باشد که  qRT-PCRبه روش   IGFBP1پرولاکتین و 
 آنالیز می شود.   Livakو  Schmittgenارائه شده توسط   ΔΔCT -^2 فرمول 

 سلول مزانشیمی اندومتر   - 3- 4- 2- 1

برابر افزایش   14972و  PRLبرابر افزایش در بیان   340بصورت میانگین در سلول هاي مزانشیمی اندومتر پس از دسی جوالیزیشن 
 خواهیم داشت. IGFBP1در بیان 

بدیهی است که هرچه میزان تغییرات بیان ژن هر مارکر نسبت به گروه کنترل بالاتر باشد نشانه تمایز مناسب آن سورس در سطح  
 بیان ژن می باشد. 

بدست آمده  تصاویر زیر منحنی تکثیر و منحنی نقطه ذوب مربوط به بیان ژن پرولاکتین را بصورت نماینده اي از منحنی هاي 
 حاصل نشان می دهد. 

 

 

 

 

 

 

سلول - 3- 4- 2- 2
 بنیادي خون قاعدگی 

  IGFBP1برابر افزایش در بیان  10015و  PRLبرابر افزایش در بیان   168میانگین در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی  بصورت
 خواهیم داشت. 

 

 سلول مزانشیمی اندومتر qRT-PCR) منحنی نقطه ذوب حاصل از نتایج  b) منحنی تکثیر و a. 6شکل 

 می باشد   Stepone plus Real-time PCRتصاویر خروجی دستگاه  

a b 
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 و تصاویر منحنی تکثیر و منحنی نقطه ذوب آن بصورت زیر قابل ارائه است:

   circularityبراساس شاخص    -3-4-3

مورفولوژي سلول هاي تمایزنیافته نسبت  تغییر در  منتشر شد،    Current protocolsدر مجله    2023براساس مقاله اي که در سال  
ارائه می    IGFBP1به سلول هاي تمایزنیافته است که شاخص جامعتري نسبت به ارزیابی بیان ژن و پروتئین مارکرهاي پرولاکتین و  

سلول   circularityارزیابی هاي فوق، شاخص  کند. ما علاوه بر  
ادي در این  هاي تمایزنیافته و تمایزنیافته را براساس روش پیشنه

مقاله محاسبه کردیم که نتایج آن در تصاویر زیر قابل ارائه می  
لازم به ذکر است نتایج زیر مربوط به سلول هاي مزانشیمی   باشد. 

اندومتر بوده و نتایج مربوط به سلول هاي بنیادي خون قاعدگی  
 در گزارش نهایی طرح ارائه خواهد شد.  

 

 

 

 

 

 

 سلول بنیادي خون قاعدگی qRT-PCR) منحنی نقطه ذوب حاصل از نتایج  b) منحنی تکثیر و  a.  7شکل 

 می باشد   Stepone plus Real-time PCRتصاویر خروجی دستگاه  

a b 

a b 
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ها در تصاویر حاصل از میکروسکوپ نوري در این مقاله براین اساس است که ابتدا مرز غشاي سلول  circularityمحاسبه شاخص 
محاسبه شده با نرم افزار  circularityتوسط کاربر مشخص می شود. سپس براساس یک مدل خطی، اثر تیمار سلول ها و میزان 

ImageJ  تحت عنوان شاخص میانگین حاشیه اي)EMM (  .برآورد می شود و در نمودار نمایش داده می شود 

مقایسه اي در دو گروه تیمار شده و نشده با هم هم پوشانی  پیکان هاي مشخص است، چنان چه   6bهمان گونه که در شکل 
 در دو گروه بصورت معنی داري با یکدیگر متفاوت است.   circularityنداشته باشند شاخص 

 غلظت گلوکز، لاکتات و پیروات در سلول هاي مزانشیمی اندومتر بر    PCزیشن به روش  اثر دسی جوالیارزیابی - 3- 5
  6و  3به منظور ارزیابی وضعیت گلیکولیز بی هوازي در دسی جوالیزیشن سلول هاي مزانشیمی اندومتر، سوپ سلول ها پس از روز 

  سنجیده شد. از القاي دسی جوالیزیشن جمع آوري و غلظت گلوکز به عنوان واکنش دهنده و پیروات و لاکتات به عنوان فرآورده 

در سلول هاي تمایزیافته و   EMM( Circularity( برآورد میانگین حاشیه اي) منحنی مقایسه b) منحنی تراکم و a. 8شکل 

 تمایزنیافته 

D   نشان دهنده گروه تمایزیافته وuD  نشان دهنده گروه تمایزنیافته می باشد 

 غلظت گلوکز، لاکتات و پیروات در سلول هاي مزانشیمی اندومتر بر   PCبه روش   اثر دسی جوالیزیشن.  9شکل 

a ( 3غلظت گلوکز در روز b 6) غلظت گلوکز در روز c 3) غلظت لاکتات در روز d 6) غلظت لاکتات در روز e 6) غلظت پیروات در روز  
 نماینده گروه تمایزنیافته.   uDنماینده گروه تمایزیافته و  D  .پس از تمایز

 معنی دار می باشد.  = p val 0.0117با  6و لاکتات روز  = p val 0.0039با  6گلوکز روز 

 

a b 

c d 

e 
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پس از القاي دسی جوالیزیشن تفاوت معنی داري به لحاظ غلظت گلوکز و   3از نتایج برمی آید اگرچه در روز  همانطور که
به نظر می رسد سلول هاي تمایز    6سلول هاي تمایز نیافته و تمایزیافته وجود ندارد اما در روز لاکتات میان دو گروه 

 لید می کنند.  نیافته گلوکز بیشتري مصرف می کنند و لاکتات بیشتري تو

پس از تمایز دسی   6و   3مزانشیمی اندومتر در روز    PDو    WDمقایسه غلظت گلوکز و لاکتات در سلول هاي  - 3-5-1
 جوالیزیشن

را نشان می دهد که در برخی حالت ها امکان معنی   تصاویر زیر نتایج مقایسه غلظت این دو ماده بیوشیمیایی مرتبط با گلیکولیز
 این تغییرات به لحاظ آماري معنی دار نمی باشد.  PDیا  WDداري وجود دارد اما به دلیل حجم نمونه کم در هر گروه 

 

بر غلظت گلوکز و لاکتات   اندومتر  یمیمزانش  ي سلول ها PD و WD یسلول ي در سورس ها شنیز یجوال یاثر دس سهی. مقا10شکل 

 ز یپس از تما 6و  3در روز  

a(   يدر سورس ها  زیپس از تما  6و    3غلظت گلوکز در روز WD و PD اندومتر   یمیمزانش  يسلول ها 

b  (  يدر سورس ها  زیپس از تما  6و    3غلظت لاکتات در روز WD و PD اندومتر   یمیمزانش  يسلول ها 

a 

b 
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 است.   افتهی زنیگروه تما  uDو    افتهیزیگروه تما  Dاز    منظور

در دست  بنیادي خون قاعدگی  لاکتات در سلول هاي  و    غلظت گلوکز بر    PCاثر دسی جوالیزیشن به روش  ارزیابی  *
 بررسی است و در گزارش نهایی طرح ارائه می شود. 

 مزانشیمی اندومتر در سلول هاي    لاکتات و  غلظت گلوکز  بر  EPCاثر دسی جوالیزیشن به روش    ارزیابی-3- 6
  9،  6،  3تمایزي بر روند تغییرات گلوکز و لاکتات، غلظت این دو متابولیت در سلول هاي مزانشیمی اندومتر،  جهت مقایسه اثر روش  

 مورد ارزیابی قرار گرفت.   EPCروز پس از القاي دسی جوالیزیشن به روش  12و 

 

  ی میمزانش  يدر سلول ها ز یپس از تما 12تا   3بر غلظت گلوکز و لاکتات در روز   EPCبه روش   شنیزیجوال ی. اثر دس11شکل 

 اندومتر 

 = p val 0.0039:  12، و 9، 6و لاکتات روزهاي  9و  3براي گروههاي مختلف: گلوکز روز  p valueمقادیر 

ت سلول هاي تمایزنیافته مصرف می  نیز سلول هاي تمایزیافته گلوکز کمتري به نسب  EPCنشان می دهد که در روش تمایزي  نتایج  
 کنند و بالتبع سطح لاکتات آن ها از سلول هاي تمایزنیافته پایینتر است. 

بنیادي خون قاعدگی در دست لاکتات در سلول هاي  و    غلظت گلوکزبر    EPCاثر دسی جوالیزیشن به روش  ارزیابی  *
 بررسی است و در گزارش نهایی طرح ارائه می شود. 

) در سلول  SABG(بر سطح فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري   PCبه روش    اثر دسی جوالیزیشن ارزیابی  -3-7
 هاي مزانشیمی اندومتر 

با   )senescent(  جوالیزیشن با حضور جمعیتی از سلول هاي پیرهمانگونه که در بیان مسئله این طرح پژوهشی ذکر گردید دسی  
) سلول In vivoویژگی ترشح فاکتورهاي التهابی آغاز می شود که در روند دسی جوالیزیشن افزایش می یابند. در شرایط داخل بدن (

در جمعیت   )senescence(  پیري) این سلول ها را حذف می کنند تا از پیر شدن سایر سلول ها و افزایش  NKهاي کشنده طبیعی ( 
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سلول هاي استروماي اندومتر جلوگیري کنند. ولی در شرایط آزمایشگاهی بدلیل عدم حضور جزء سوم یعنی سلول هاي  
NK    با گذشت زمان از القاي دسی جوالیزیشن، تعداد سلول هاي پیر افزایش می یابد که از مارکرهاي قابل ارزیابی آن

فعالیت این آنزیم لیزوزومی در  ) مثبت هستند. SABGه لحاظ فعالیت بتا گالاکتوزیداز مرتبط با پیري (درصد سلول هایی است که ب
PH=6    یکی از روش هاي رایج ارزیابی سلول هاي پیر است. از آن جا که سلول هاي پیر دچار افزایش اندازه نیز خواهند شد براساس

پس از افزودن سوبستراي این آنزیم (  به روش رنگ سنجی  ImageJرم افزار  با ن  مقالات معتبر اخیر، درصد سلول هاي رنگ گرفته
) ارزیابی خواهد شد که اندازه سلول ها را نیز در دو گروه نرمال  IDV(  Integrated density valueبا شاخصی به نام  )  X-Galیعنی  

   برحسب تعداد سلول نرمالایز شود. IDVنیز رنگ آمیزي می شود تا  DAPIبا رنگ آمیزي  هسته سلول ها سازي کند. علاوه بر آن 

 

 

 

 

 

 

 

 

همانگونه که  
یافته ها نشان می  

سطح  دهد 
senescence  

(براساس 
IDV/Cell (  در
 افزایش خواهد یافت.  PCاندومتر پس از القاي دسی جوالیزیشن به روش  مزانشیمیسلول هاي 

 

 

 

 

 پیري در سلول هاي مزانشیمی اندومتر . اثر دسی جوالیزیشن بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با 12شکل 

 = p val 0.0039) با uD) نسبت به گروه تمایزنیافته ( Dمعنی داري افزایش شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز در گروه تمایزیافته (
  ImageJ) برحسب هر سلول است که با نرم افزار IDV )Integrated density valueنشان دهنده  yگزارش شده است. محور 

 محاسبه شده است.  
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مزانشیمی   PDو    WD) میان سلول هاي  SABGبتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري (مقایسه سطح فعالیت  - 3-8
 اندومتر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

رنگ  تصاویر مربوط به 
پس از القاي دسی جوالیزیشن در   مترسلول هاي مزانشیمی اندو ) درSABGفعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري ( آمیزي

 قابل مشاهده است. ادامه درمقایسه با سلول هاي تمایز نیافته 

 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر قبل و بعد از القاي دسی جوالیزیشن   senescenceتصاویر مربوط به رنگ آمیزي  

                                         

  PDو  WD. مقایسه اثر دسی جوالیزیشن بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي 13شکل 

 مزانشیمی اندومتر 

نشان   yمحور  ).= p val 0.0039به صورت معنی داري بالاتر است ( WDنسبت به  PDسطح این شاخص در گروه 
 محاسبه شده است.   ImageJ) برحسب هر سلول است که با نرم افزار IDV )Integrated density valueدهنده 

 

 

D BGal D DAPI 

   PI 

  در senescenceرنگ آمیزي   مربوط به. تصاویر  14شکل 

سلول هاي مزانشیمی اندومتر قبل و بعد از تمایز دسی  

 جوالیزیشن

a) تصاویر مربوط به بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري (BGal( 

b) تصاویر مربوط به رنگ آمیزي هسته (DAPI( 

D  گروه تمایزیافته وuD   .گروه تمایزنیافته را نشان می دهد 

a b 
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به روش   اثر دسی جوالیزیشن  (  بر  EPCارزیابی  با پیري  بتاگالاکتوزیداز مرتبط  ) در  SABGسطح فعالیت 
 انجام شد و نتایج آن در گزارش نهایی طرح ارائه می شود.   سلول هاي مزانشیمی اندومتر

) در سلول هاي  SABGبر سطح فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري (  PCجوالیزیشن به روش  ارزیابی اثر دسی  - 3-9
 بنیادي خون قاعدگی 

 

 

 

 

 

 

 

 

که در    همانگونه 
مشخص  نمودار 
است در سلول هاي  

خون بنیادي  
جالب توجه است که با مقایسه نمودار این  افزایش می یابد.    PCقاعدگی نیز میزان پیري پس از القاي دسی جوالیزیشن به روش  

مرتبط با پیري در   سلول ها و نمودار مشابه مربوط به سلول هاي مزانشیمی اندومتر میتوان دریافت که سطح فعالیت بتاگالاکتوزیداز
که این امر با ویژگی این سلول ها تطابق    سلول هاي بنیادي خون قاعدگی بصورت پایه بالاتر از سلول هاي مزانشیمی اندومتر است

 دارد. 

نیافته  سطح پایه پیري در سلول هاي تمایزنیافته خون قاعدگی بالاتر از سلول هاي تمایز  همان گونه که از نمودارها قابل استناد است  
پیري  با  بتاگالاکتوزیداز مرتبط  اندومتر است ولیکن در هردو نوع سورس سلولی طی دسی جوالیزیشن، میزان فعالیت  مزانشیمی 

 افزایش می یابد.  

 بنیادي خون قاعدگی   PDو    WD) میان سلول هاي  SABGمقایسه سطح فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري ( -3-10
 

 

 اثر دسی جوالیزیشن بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی . 15شکل 

 = p val 0.0059) با uD) نسبت به گروه تمایزنیافته ( Dبتاگالاکتوزیداز در گروه تمایزیافته (معنی داري افزایش شدت فعالیت  
  ImageJ) برحسب هر سلول است که با نرم افزار IDV )Integrated density valueنشان دهنده  yگزارش شده است. محور 

 محاسبه شده است.  
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نشان   بالا  نمودار 
در   که  دهد  می 
هاي   سلول 
خون  بنیادي 
نیز   قاعدگی 

سلول  همانند  
است ولیکن این تغییرات به   WDبالاتر از    PDهاي مزانشیمی اندومتر سطح فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سورس هاي  

 اري معنی دار نیست.  لحاظ آم

 

 

 

 

 

ترشح  با  پیر  هاي  سلول  که  جا  آن  از 
پیري  با  مرتبط  التهابی  فاکتورهاي 

)SASP  از جمله سایتوکاین هاي (IL-
مشخص می شوند اثر دسی    IL-8و  6

بر   EPCو   PCبه دو روش    جوالیزیشن
غلظت این سایتوکاین ها در سلول هاي  
مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي  

در دست   خون قاعدگی ارزیابی شد که 
 نتایج آن در گزارش نهایی ارائه خواهد شد.   اقدام است و

بنیادي خون   PDو  WD. مقایسه اثر دسی جوالیزیشن بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي 16شکل 

 قاعدگی 

  IDVنشان دهنده  y). محور = p val 0.0039به صورت معنی داري بالاتر است ( WDنسبت به  PDسطح این شاخص در گروه 
)Integrated density value برحسب هر سلول است که با نرم افزار (ImageJ  .محاسبه شده است 

. تصاویر مربوط به رنگ آمیزي 17شکل 

senescence   بنیادي خون قاعدگی  در سلول هاي

 قبل و بعد از تمایز دسی جوالیزیشن

a  تصاویر مربوط به بتاگالاکتوزیداز مرتبط با (
 )BGalپیري (

b  هسته () تصاویر مربوط به رنگ آمیزيDAPI( 

D  گروه تمایزیافته وuD   گروه تمایزنیافته را
 نشان می دهد. 

 

a b 

a b 

D BGal D DAPI 

uD BGal uD DAPI 
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 ارزیابی اثر دسی جوالیزیشن بر متابولوم سلول هاي مزانشیمی اندومتر - 3-11
اثر دسی جوالیزیشن بر متابولوم در سلول هاي مزانشیمی اندومتر، سوپ رویی حاصل از کشت سلول هاي  بررسی  به منظور  

القاي دسی جوالیزیشن   6و    3در روز    دسی جوالیزه (تمایزیافته) و سلول هاي تمایز نیافته از  به روش اسپکترومتري جرمی   پس 
پس از القا، تفاوت میان سلول هایی که    3نشان می دهد در روز  زیر    heatmapمودار  ن  سنجیده شد.   ارزیابی و غلظت متابولیت ها 

) از سلول هایی که از قدرت دسی جوالیزیشن مناسبی برخودار نیستند well-decidualizedقدرت دسی جوالیزیشن بالایی دارند (
)poor-decidualized ملا مشخص می شود و علاوه بر آن جالب ) (براساس شاخص غلظت پرولاکتین در آزمایش هاي قبل) کا

درکنار سلول هاي تمایزنیافته طبقه بندي شده اند که این موضوع به صحت طبقه   poor-decidualizedتوجه است که سلول هاي  
  بندي میان سلول ها به لحاظ قدرت دسی جوالیزیشن اعتبار می بخشد

 

در   )1(کلاس   uD) و تمایزنیافته 0(کلاس  Dدر دو گروه سلول هاي تمایزیافته  heatmapنمایش تفاوت متابولیت ها در  .  18شکل 

 پس از تمایز دسی جوالیزیشن 3روز  

نمودار دندروگرام در بالا نشانه طبقه بندي سلول ها براساس شباهت در تغییرات غلظت متابولیت ها و راهنماي رنگی نشانه افزایش  
 (آبی) می باشد.  بیان (قرمز) و یا کاهش بیان 
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پس از القا، سلول هاي تمایزیافته صرف نظر از توان دسی جوالیزیشن   6. اما همانطور که در نمودار زیر مشخص است در روز  
نیز در کنار هم خوشه بندي شده اند. پس به نظر می رسد در خصوص سلول هاي   در کنار هم و سلول هاي تمایزنیافته

 و میانه فرآیند دسی جوالیزیشن جهت تفکیک و بهره مندي از توان دسی جوالیزیشن مناسبتر باشد.   3مزانشیمی اندومتر، روز 

رسی است و در گزارش نهایی طرح ارائه می  *ارزیابی اثر دسی جوالیزیشن بر متابولوم سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در دست بر
 شود. 

 ) بر دسی جوالیزیشن سلول هاي مزانشیمی اندومتر senomorphicاثر ترکیبات تعدیل کننده پیري (ارزیابی  -3-12
هاي پیر  با تنظیم مسیرهاي انتقال پیام و یا مهار بیان فرآورده هاي مرتبط با سلول  قادرند   senomorphicبراساس مقالات، عوامل  

)SASP  (  .علی رغم مواد  عملکرد این سلول ها را کنترل کنندsenolytic    که باعث القاي آپوپتوز در سلول هايsenescent    یا پیر
بدلیلی که در بیان مسئله گفته شد، از آن جا که سلول هاي  نقشی در کشتن این سلول ها ندارند.    senomorphicمی شوند، مواد  

senescent    القاي پیري درجریان دسی جوالیزیشن نقش بسزایی دارند و حضور مداوم آن ها علاوه بر وجود مزایا سبب  در شروع و
بر دسی جوالیزیشن سلول هاي مزانشیمی   senomorphicاثر ترکیبات    بر در سایر سلول ها و اختلال خواهد شد، در این بخش  

   اندومتر پرداختیم.

ترکیبات   مقالات  رزوراترول،    senomorphicبراساس  راپامایسین،  شامل  گرفت  قرار  استفاده  مورد  که   TGF-βمهارکننده  اي 
)A8301(  .بود پردنیزولون  تیمار و  درابتدا درمورد هرماده،  ، متفورمین، سیتاگلیپتین و    پرتکرارترین غلظتی که در مطالعاتزمان 

  restساعت قبل از   4نانومولار   100راپامایسین با غلظت  سلول ها با  قرار شد  براساس مقالات،   انتخاب شد.  استفاده شده بود  مختلف

) در  1(کلاس  uD) و تمایزنیافته 0(کلاس   Dدر دو گروه سلول هاي تمایزیافته  heatmap. نمایش تفاوت متابولیت ها در 19شکل 

 پس از تمایز دسی جوالیزیشن 6روز 

و راهنماي رنگی نشانه افزایش  نمودار دندروگرام در بالا نشانه طبقه بندي سلول ها براساس شباهت در تغییرات غلظت متابولیت ها 
 بیان (قرمز) و یا کاهش بیان (آبی) می باشد.  
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میکرومولار در   1با غلظت    A8301تمایز،    4در دو زمان روز القا و روز  میکرو مولار    12.5هورمونی، رزوراترول با غلظت  
میلی مولار در زمان القا به همراه   1در زمان القا، متفورمین با غلظت    میکرومولار  100زمان القا، سیتاگلیپتین با غلظت  

مثبت   تمایزنیافته    PCکنترل  هاي  سلول  منفی  کنترل  دسی  .  شوندتیمار  و  بر  رزوراترول  اثر  درخصوص  که  اخیري  مقاله  طبق 
جوالیزیشن و یا در روند تمایز و غلظت  جوالیزیشن انجام شده بود زمان تیمار سلول ها یعنی تجویز رزوراترول در زمان القاي دسی  

 این ترکیب می تواند برروي دسی جوالیزیشن اثرات متفاوتی داشته باشد.  

راپامایسین با  سلول ها با  قرار گرفت.  مورد بررسی    senomorphicبا عوامل    ي مزانشیمی اندومترسلول ها   زمان تیماردرابتدا اثر  
هورمونی و زمان القاي دسی جوالیزیشن،   restساعت پیش از    4در دو زمان  میلی مولار    1با غلظت    متفورمینو  نانومولار    100غلظت  

سیتاگلیپتین با غلظت   میکرومولار و  1با غلظت    A8301،  القاي دسی جوالیزیشن  4و    1در روز    میکرومولار  12.5با غلظت    رزوراترول
 ند.  تیمار شد میکرومولار در زمان القاي دسی جوالیزیشن 100
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در غلظت    senomorphicمقایسه میانه ها نشان می دهد که تیمار سلول هاي مزانشیمی اندومتر با کلیه عوامل  براساس نمودار فوق،  
این اثر در مورد همه سورس هاي سلولی مورد آزمایش در سلول هاي را کاهش دهد.    دسی جوالیزیشنو زمان هاي مربوطه می تواند  

 مزانشیمی اندومتر مشاهده می شود.  

  senomoprhicsاثر عوامل  درصورتی که نمودار را برحسب پتانسیل دسی جوالیزیشن در سلول هاي مزانشیمی اندومتر تفکیک کنیم  
 در می آید:  تمایز ضعیف به شکل زیریا با   PDسلول هاي بر دسی جوالیزیشن 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

برروي غلظت پرولاکتین سلول هاي مزانشیمی   senomorphic زمان تیمار عوامل  . آزمایش اولیه بر روي اثر20شکل 

 اندومتر 

، راپامایسین در زمان  = p val 0.0078با   هورمونی restساعت پیش از  4تغییر غلظت راپامایسین در زمان تیمار 
  0.0039روز پس از دسی جوالیزیشن با  4، رزوراترول در زمان تیمار = p val 0.0078القاي تمایز دسی جوالیزیشن با 

p val = ، 0.0078رزوراترول در زمان القاي تمایز دسی جوالیزیشن با p val = ،A8301   در زمان القاي تمایز دسی
و متفورمین   = p val 0.0078سیتاگلیپتین در زمان القاي تمایز دسی جوالیزیشن با  ،= p val 0.0117جوالیزیشن با 

 معنی دار می باشد.   = p val 0.0273در زمان القاي تمایز دسی جوالیزیشن با 

uDتمایزنیافته :;  Dتمایزیافته :;  Rapaراپامایسین :;  Resرزوراترول :;  SITAسیتاگلیپتین :; Metمتفورمین : 

Dec   پس از نام دارو نشانه زمان تیمار دارو همزمان با القاي دسی جوالیزیشن است  



 

49 
 

سلول هاي   PDبر غلظت پرولاکتین در سورس هاي   senomoprhic. آزمایش اولیه برروي اثر زمان تیمار عوامل 21شکل 

 مزانشیمی اندومتر 

uDتمایزنیافته :;  Dتمایزیافته :;  Rapaراپامایسین :;  Resرزوراترول :;  SITA  :سیتاگلیپتین; Metمتفورمین : 

Dec   پس از نام دارو نشانه زمان تیمار دارو همزمان با القاي دسی جوالیزیشن است 

 

اثر افزایشی در تولید پرولاکتین دارد   PDمتفورمین برروي سلول هاي با تمایز ضعیف یا  همانطور که در نمودار فوق مشخص است،  
 (حجم نمونه در این گروه) این اثر به لحاظ آماري معنی دار نبوده است.    PDکه به احتمال زیاد به علت کم بودن تعداد سورس هاي 

  که این اختلاف نیز معنی دار نبود.  می شوندسبب مهار دسی جوالیزیشن   senomorphic، عوامل  در مورد سلول هاي با تمایز قوي
 علت عدم معنی داري می باشد.   WDبود و به احتمال زیاد حجم نمونه کم در گروه  0.05ها نزدیک به  p valueگرچه ا

 

. آزمایش اولیه برروي اثر زمان تیمار  22شکل 

بر غلظت پرولاکتین در   senomoprhicعوامل 

 تر سلول هاي مزانشیمی اندوم  WDسورس هاي 

uDتمایزنیافته :;  Dتمایزیافته :;  Rapaراپامایسین :;  
Resرزوراترول :;  SITAسیتاگلیپتین :;  Met متفورمین : 

Dec    پس از نام دارو نشانه زمان تیمار دارو همزمان با
 القاي دسی جوالیزیشن است 
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است،   مشخص  بالا  نمودار  از  که  گونه  درمقایسه  همان 
کنترل   گروه  با  تیمار  هر  ماده،    PCمیانگین  تیمار  بدون 
با   اندومتر  مزانشیمی  هاي    senomorphicعوامل  سلول 

ایجاد نمی کند.    senescenceتغییر معنی داري در سطح  
در مورد برخی مواد کاهش دیده می شود که این تغییرات 

 معنی دار نبود.  

با عوامل    از آن جا که تیمار سلول هاي مزانشیمی اندومتر
senomorphic   سبب جوالیزیشن  دسی  القاي  زمان  در 

مرگ سلول ها می شد و این موضوع به کرات در آزمایش هاي مختلف 
که   شد  برآن  بنا  لذا  شد  هامشاهده  دسی   سلول  القاي  از  قبل 

ل ها  سئوال این بود که چندروز پیش از القاي دسی جوالیزیشن زمان مناسبی براي تیمار سلومواجه شوند.   این عواملجوالیزیشن با 
روز    5و    3هریک با دو غلظت در دو زمان    senomophicکلیه عوامل  دو سورس سلولی اندومتر با  بنابراین  با این عوامل می باشد.  

یکی از سورس ها از بین رفت. نمودارها   6هردو سورس سالم بودند لیکن در روز    3. در روز  شدند  تیمارپیش از القاي دسی جوالیزیشن  
 ارائه است. به صورت زیر قابل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

برروي غلظت پرولاکتین در سلول هاي مزانشیمی   senomorphic. آزمایش اولیه درخصوص بررسی اثر غلظت عوامل 24شکل 

 روز تیمار پیش از شروع تمایز   2پس از القاي تمایز پروتکل   3اندومتر روز  

آزمایش اولیه برروي اثر زمان تیمار عوامل  . 23شکل 

senomorphic   بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري

 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر 

(گروه   uD(گروه تمایزیافته) نسبت به  Dدرمقایسه آماري 
پس از تمایز   4و نیز مقایسه رزوراترول در روز  تمایزنیافته)

 می باشد.  = D  0.0039 p valنسبت به گروه 

uDتمایزنیافته :;  Dتمایزیافته :;  Rapaراپامایسین :;  Resرزوراترول :;  
SITAسیتاگلیپتین :;  Metمتفورمین : 

Dec    پس از نام دارو نشانه زمان تیمار دارو همزمان با القاي دسی
 جوالیزیشن است 
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Rapaراپامایسین :;  PSLپردنیزولون :;  Rsvرزوراترول :;  Sita  :سیتاگلیپتین;  Metمتفورمین : 

 

 

 

 

 

 

برروي غلظت پرولاکتین در سلول هاي مزانشیمی   senomorphic. آزمایش اولیه درخصوص بررسی اثر غلظت عوامل 25شکل 

 روز تیمار پیش از شروع تمایز   2پس از القاي تمایز پروتکل   6اندومتر روز 

Rapaراپامایسین :;  PSLپردنیزولون :;  Rsv  :رزوراترول;  Sitaسیتاگلیپتین :;  Metمتفورمین : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 senomorphicاثر غلظت عوامل  یدرخصوص بررس هیاول  شی. آزما26شکل 

  يپس از القا 3اندومتر روز   یمیمزانش  يدر سلول ها نی غلظت پرولاکت يبررو 

 ز یاز شروع تما شی پ ماریروز ت 5پروتکل  زیتما

Rapaراپامایسین :;  PSL  :پردنیزولون;  Rsvرزوراترول :;  Sitaسیتاگلیپتین :;  Met :
 متفورمین 
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و در مورد سایر عوامل  هردو غلظت،   A8301در مورد 
senomorphic  ي  روز پیش از القا 5 تیمار زمان تر و  غلظت پایین

 جهت انجام تست هاي اصلی انتخاب شد.    دسی جوالیزیشن

(مواردي که زیر آن ها خط کشیده شد در تست هاي بعدي مورد استفاده قرار   : اول غلظت هاي مورد استفاده در این آزمایش
 گرفت)

 میکروگرم بر میلی لیتر  1و  0.5پردنیزولون:     میکرومولار 100، میکرومولار 10سیتاگلیپتین: 

A8301 :500 میلی مولار  2.5و  میلی مولار 1متفورمین:      میکرومولار 1و  نانومولار 

 میکرومولار 25و میکرومولار  12.5رزوراترول:     نانومولار  200و  نانومولار 100راپامایسین: 

  treatmentزمانی    با دو پروتکلسلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی  برروي  senomorphicاثر عوامل  
و   جوالیزیشن  دسی  القاي  روز  با  همزمان  ها  سلول  تیمار  ها    pretreatmentیعنی  سلول  تیمار  از    روز  7یعنی  دسی  قبل  القاي 

نانومولار    500(  و انتخاب دو غلظت ذکر شده در بالا   روز رست هورمونی)  2تیمار با مواد و    روز  senomorphic  )5جوالیزیشن با عوامل  
در هر دو پروتکل، غلظت پرولاکتین پس  مورد ارزیابی قرار گرفت.  و غلظت پایین براي سایر مواد    A8301براي ماده    میکرومولار)  1و  

مورد سنجش قرار گرفت   PCپس از القاي دسی جوالیزیشن در مقایسه با گروه کنترل    6و    3ز  از تیمار سلول ها با این عوامل در رو
 ارزیابی شد.   )SABG( شدت پیري با استفاده از تست رنگ سنجی بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري 6و در روز 

 senomorphic. آزمایش اولیه درخصوص بررسی اثر غلظت عوامل 27شکل 

پس از القاي   3برروي غلظت پرولاکتین در سلول هاي مزانشیمی اندومتر روز 

 روز تیمار پیش از شروع تمایز  5تمایز پروتکل 

Rapaراپامایسین :;  PSLپردنیزولون :;  Rsvرزوراترول :;  Sitaسیتاگلیپتین :;  Met :
 متفورمین 
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به عنوان سلول هاي استانداردي که در رحم قدرت دسی جوالیزیشن دارند، به   درخصوص سلول هاي مزانشیمی اندومتر
لذا  در آزمایش هاي تکرارپذیر سبب مرگ سلول ها و ناتوانی در سنجش پرولاکتین شد.    treatmentکارگیري پروتکل  

 مدنظر قرار گرفت.   pretreatmentنتایج حاصل از پروتکل 

از سلول هاي مزانشیمی اندومتر    PDسورس    4برروي    pretreatment، پروتکل  اثر داروهاو    براي اطمینان از غلظت هاي انتخابی 
 انجام شد.  

اندومتر   PD  در سلول هاي  pretreatmentپس از دسی جوالیزیشن در پروتکل   6و    3نمودارهاي مربوط به غلظت پرولاکتین در روز  
 به صورت زیر قابل مشاهده است:

 

 

 

 

 

 

 

 

  
   

 

بر    senomorphic. اثر غلظت عوامل  28شکل 

سلول هاي   PDغلظت پرولاکتین سورس هاي 

پس از تمایز دسی   3مزانشیمی اندومتر در روز 

 جوالیزیشن  

Rapaراپامایسین :;  Predپردنیزولون :;  Res :
 : متفورمین Met  ;: سیتاگلیپتینSita  ;رزوراترول

بر    senomorphic. اثر غلظت عوامل 29شکل 

سلول هاي   PDغلظت پرولاکتین سورس هاي 

پس از تمایز دسی   6مزانشیمی اندومتر در روز 

 جوالیزیشن  

Rapaراپامایسین :;  Predپردنیزولون :;  Resرزوراترول :;  
Sitaسیتاگلیپتین :;  Metمتفورمین : 
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 . استدر قالب نمودارهاي خطی زیر قابل استنتاج   senomorphicدقیق تر مقایسه غلظت ها در مورد عوامل  بصورت

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 
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در مقایسه تیمار سلول ها با غلظت بالاي آن ماده نسبت به تیمار سلول ها با غلظت پایین    senomorphicدر مورد بسیاري از عوامل  
در غلظت بالا    متفورمینالگوي یکسانی بود و لذا غلظت پایینتر انتخاب شد.   PCالگوي تغییر سطح پرولاکتین نسبت به گروه کنترل  

باعث بدحالی سلول ها می شد و لذا در مورد این ماده نیز  میکروگرم بر میلی لیتر)    1(  پردنیزولون در غلظت بالاو    میلی مولار)  1(
  و بالاي   نانومولار)  500( ز آن جا که هر دو غلظت پایینا  A8301در مورد انتخاب شد.   میکروگرم بر میلی لیتر) 0.5( غلظت پایینتر

اثر افزایشی بر تولید پرولاکتین داشتند هر دو غلظت در آزمایش هاي بعدي مورد   6و    3این ماده در هر دو روز    میکرومولار)  1(
 استفاده قرار گرفت.  

 

 

 

 

 

 

 

بر غلظت   senomorphicمقایسه غلظت پایین و بالاي هر عامل . 30شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن  6و  3پرولاکتین سلول هاي مزانشیمی اندومتر در روز 

a (Rapaراپامایسین :; b (Rez : رزوراترول;A8301(c; d( Sitaسیتاگلیپتین : 

e (Metمتفورمین :; f (Predپردنیزولون : 
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غلظت پرولاکتین در کلیه سلول هاي بر   senomorphicعوامل   pretreatmentارزیابی اثر پروتکل  - 3-13
 مزانشیمی اندومتر 

سلول هاي مزانشیمی اندومتر انجام شده بود   PDسورس    4صرفا برروي  که در این آزمایش   pretreatmentدر مرحله بعد، پروتکل  
به صورت زیر   6و    3در مورد کلیه سورس ها در روز    پرولاکتیناجماع نتایج غلظت  دیگر نیز انجام شد و    WDسورس    5برروي  

 (دراثر اجماع نتایج فقط برروي غلظت هاي انتخابی ارائه می شود):  نمایش داده می شود

 

ن در  روز  همانطور که  است،    3مودار  بالا  A8301مشخص  غلظت  پایین  میکرومولار)  1(  چه در  غلظت  و    نانومولار)  500(  چه در 
ب پایینرزوراترول  غلظت  شود  میکرومولار)  12.5(  ا  می  پرولاکتین  سطح  افزایش  سیتاگلیپتین،  راپامایسین.  سبب  و  ،  متفورمین 
 (غلظت ها در بالا توضیح داده شدند).    در غلظت پایین سبب افت غلظت پرولاکتین خواهد شدپردنیزولون 

می باشد.    3همانند روز  راپامایسین، سیتاگلیپتین، متفورمین و پردنیزولون  نتایج تغییرات سطح پرولاکتین در مورد  ،  6در نمودار روز  
سبب کاهش سطح پرولاکتین خواهد   نانومولار) 500( سبب عدم تغییر و در غلظت پایین  میکرومولار)  1( در غلظت بالا   A8301اما 

 سبب افت غلظت پرولاکتین می شود.   میکرومولار) 12.5( بعلاوه رزوراترول در غلظت پایینشد. 

بر غلظت پرولاکتین کلیه سورس هاي سلول هاي مزانشیمی اندومتر    senomorphic. اثر غلظت هاي انتخابی از عوامل 31شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن 6و  3در روز  

و مقایسه آماري میان سطح    = p val  0.0391با    PCبا گروه کنترل    Met 1mMمقایسه آماري میان سطح پرولاکتین پس از تیمار با    3در روز  
 معنی دار است.   = p val  0.0391با    PCپردنیزولون با گروه کنترل    ug/mL0.5پرولاکتین پس از تیمار با  

 معنی دار است.   = p val  0.0391با    PCسیتاگلیپتین با گروه کنترل    uM10مقایسه آماري میان سطح پرولاکتین پس از تیمار با    6در روز  

Rapaن: راپامایسی; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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 نمودارها به صورت زیر ارائه می شود: WDو   PDبرروي سلول هاي   senomorphicاثر عوامل  تفاوت جهت بررسی

 

 بر دسی جوالیزیشن سلول هاي مزانشیمی اندومتر:   senomorphicعوامل   Pretreatment اثر  •

• A8301   در هر دو سلول هاي  الگوي تغییرات : میکرومولار 1با غلظتWD   وPD   .3اختلاف ها هم در روز مشابه است  
 بیشتر است.   PDدر سلول هاي   PCنسبت به گروه کنترل  6و هم در روز 

• A8301    در مورد سلول هاي    :نانومولار  500با غلظتWD    و سلول هاي    6و    3روزPD    القاي دسی    6روز از  پس 
 وجود ندارد.    PCمیان گروه تیمار شده با گروه کنترل  در غلظت پرولاکتین تفاوتیجوالیزیشن 

جالب    PDکه این اثر در سلول هاي  راپامایسین سبب مرگ سلول ها و افت غلظت پرولاکتین می شودراپامایسین:   •
 توجه تر است.  

و   3سلول هاي مزانشیمی اندومتر در روز   PDو  WDبر غلظت پرولاکتین سورس هاي  senomorphic. مقایسه اثر عوامل 32شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن  6

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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  نیز سبب مرگ سلول ها و افت غلظت پرولاکتین می شود. متفورمینمتفورمین:  •
 PDتغییر چندانی ایجاد نمی کند اما در سلول هاي    WDروي سلول هاي و سیتاگلیپتین:     رزوراترول •

 سبب افت غلظت پرولاکتین می شود. 

ایجاد نمی شود، در   PCدر سطح پرولاکتین نسبت به گروه   که تغییري PDسلول هاي  6به استثناي روز پردنیزولون:   •
  افت غلظت پرولاکتین را شاهد هستیم.  PDسلول هاي   3و روز  WDدر سلول هاي   6و  3روز 

 .مشابهی برروي سلول هاي بنیادي خون قاعدگی نیز مورد بررسی قرار گرفت pretreatmentپروتکل  

 .  می شودنمایش داده   پس از القا 6و   3در روز   کلیه سورس هاي بنیادي خون قاعدگیبرروي  درابتدا اثر عوامل سنومورفیک

 

 

 

 

 

 

روز    6و  3بر غلظت پرولاکتین سلول هاي بنیادي خون قاعدگی   senomorphicعوامل  pretreatment. اثر پروتکل 33شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن 

 معنی دار می باشد.    = p val  0.0032با    PCمقایسه آماري میان گروه پردنیزولون با گروه کنترل    6در روز  

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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هاي سلول هاي بنیادي خون قاعدگی تولید پرولاکتین نداشتند که احتمالا این سلول ها حساسیت متفاوتی    اکثر سورس  3درروز  
روز    5سلول ها پیش از القاي دسی جوالیزیشن    pretreatmentبا سلول هاي مزانشیمی اندومتر دارند و از آن جا که در پروتکل  

 ی داده می شوند احتمالا تولیداتشان با تاخیر اتفاق می افتد.  روز رست هورمون 2با ماده تیمار می شوند و پس از آن 

 سلول هاي بنیادي خون قاعدگی به تفکیک نمایش داده شد.  PDو  WDدر سورس هاي  pretreatmentسپس اثر پروتکل 
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ي سلولی مزانشیمی کلیه سورس هادر  بر غلظت پرولاکتین    senomorphicعوامل    pretreatmentپروتکل  مقایسه اثر  
 اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی

 hEnSC hEnSC MenSC MenSC آن  غلظت و  senomorphicنام ماده 

سلول هاي   PDو  WDبر غلظت پرولاکتین سورس هاي  senomorphicبا عوامل   pretreatment. مقایسه اثر پروتکل  34شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن  6و  3بنیادي خون قاعدگی روز 

معنی   = p val  0.0039با    PCبا گروه کنترل    6با پردنیزولون در روز    WDسورس هاي    pretreatmentمقایسه آماري غلظت پرولاکتین میان  
 . دار است

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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PC Day 3 PC Day 6 PC Day 3 PC Day6 
A8301   کاهش اندك  عدم تولید  عدم تغییر افزایش میکرومولار 1غلظت 
A8301   افزایش اندك  عدم تولید  کاهش اندك  افزایش نانومولار 500غلظت 

 کاهش اندك  عدم تولید  کاهش شدید  کاهش اندك  نانومولار  100راپامایسین غلظت 
 کاهش  عدم تولید  کاهش  کاهش اندك  میکرومولار 10غلظت  سیتاگلیپتین
 کاهش  عدم تولید  کاهش  کاهش اندك  میکروگرم در میلی لیتر 0.5پردنیزولون غلظت 

 کاهش اندك  عدم تولید  کاهش  کاهش اندك  میلی مولار 1متفورمین غلظت 
 اندك کاهش  عدم تولید  کاهش شدید  افزایش میکرومولار 12.5رزوراترول غلظت 

 

هاي   سلول  PDو    WDسورس هاي  در  بر غلظت پرولاکتین    senomorphicعوامل    pretreatmentپروتکل  مقایسه اثر  
 مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی 

 WDسورس هاي  بر    senomorphicعوامل    pretreatاثر پروتکل  جدول مربوط به نتایج  

 WD hEnSC و غلظت آن   senomorphicنام ماده 
PC Day 3 

WD hEnSC 
PC Day 6 

WD MenSC 
PC Day 3 

WD MenSC 
PC Day6 

A8301   افزایش عدم تولید  افزایش اندك  افزایش اندك  میکرومولار 1غلظت 
A8301   افزایش عدم تولید  کاهش اندك  افزایش اندك  نانومولار 500غلظت 

 افزایش تولید عدم  کاهش  بدون تغییر نانومولار  100راپامایسین غلظت 
 کاهش  عدم تولید  کاهش  افزایش اندك  میکرومولار 10سیتاگلیپتین غلظت 

 کاهش  عدم تولید  کاهش  کاهش   میکروگرم در میلی لیتر 0.5پردنیزولون غلظت 
 افزایش عدم تولید  کاهش  کاهش  میلی مولار 1متفورمین غلظت 

 کاهش  تولید عدم  کاهش  کاهش  میکرومولار 12.5رزوراترول غلظت 
 PDبر سورس هاي    senomorphicعوامل    pretreatجدول مربوط به نتایج اثر پروتکل  

 PD hEnSC و غلظت آن   senomorphicنام ماده 
PC Day 3 

PD hEnSC 
PC Day 6 

PD MenSC 
PC Day 3 

PD MenSC 
PC Day6 

A8301   کاهش  عدم تولید  افزایش افزایش میکرومولار 1غلظت 
A8301   کاهش اندك  عدم تولید  کاهش اندك  افزایش نانومولار 500غلظت 

 افزایش عدم تولید  کاهش  عدم تولید  نانومولار  100راپامایسین غلظت 
 افزایش عدم تولید  کاهش  کاهش  میکرومولار 10سیتاگلیپتین غلظت 

 کاهش  عدم تولید  افزایش اندك  کاهش  میکروگرم در میلی لیتر 0.5پردنیزولون غلظت 
 افزایش عدم تولید  کاهش  کاهش  میلی مولار 1متفورمین غلظت 

 افزایش عدم تولید  کاهش  کاهش  میکرومولار 12.5رزوراترول غلظت 
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از تمایز در پروتکل    3همان طور که پیش از این گفته شد از آن جا که سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در روز   پس 
pretreatment  با سلول هاي مزانشیمی اندومتر امري غیرمعقول به نظر لذا مقایسه آن    قادر به تولید پرولاکتین نبوده اند

بر دسی جوالیزیشن سلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون   senomorphicدر مقایسه کلی اثر عوامل  می رسد.  
روز    قاعدگی  توان گفت    6در  تغییرات میان دو می  رزوراترول جهت  پردنیزولون، متفورمین و  راپامایسین، سیتاگلیپتین،  در مورد 

زانشیمی اندومتر و چه از منشا سلول اما پس از تفکیک نتایج سورس ها چه از منشا سلول هاي مسورس سلولی همسو می باشد.  
بنیادي خون قاعدگی  بینیم که در سورس هاي    هاي  روز    WDمی  مواد  6در  با  تیمار  از  غلظت    A8301  پس  میکرومولار،    1با 

در سلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی همسو تغییرات    جهتسیتاگلیپتین، پردنیزولون و رزوراترول  
خصوص سورس هاي  در  نانومولار، راپامایسین و متفورمین جهت تغییرات ناهمسو می باشد.    500با غلظت   A8301و در مورد  بوده  
PD  ،  به جز مادهA8301    با غلظت پایین، در مورد سایر مواد جهت تغییرات در مقایسه دو سورس مختلف اندومتر و خون قاعدگی

 ناهمسو می باشد.  

همه مواد به جز سیتاگلیپتین همسو می  جهت تغییرات    3در روز  از منشا مزانشیم اندومتر،    WDو    PDهاي    در مقایسه سورس
به جز پردنیزولون جهت تغییرات    انجام شد که مشخص شد برروي این سلول هاي مزانشیمی اندومتر    6مقایسه مشابهی در روز  باشد.  

 همه مواد همسو می باشد.  

  که بعلت عدم تولید قادر به مقایسه نیستیم.  3در روز  از منشا سلول هاي بنیادي خون قاعدگی،    WDو    PDدر مقایسه سورس هاي  
که جهت تغییرات غلظت پرولاکتین پس از تیمار با این مواد در بین دو    به جز راپامایسین، پردنیزولون و متفورمین  6و اما در روز  

 همسو بود در مورد سایر مواد جهت تغییرات ناهمسو گزارش می شود.   PDو  WDسورس 

برمیزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در    pretreatmentپروتکل    senomorphicارزیابی اثر عوامل  - 3-14
 مزانشیمی اندومتر   سلولیکلیه سورس هاي  
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سبب افزایش پیري در این   senomorphicسلول هاي مزانشیمی اندومتر با عوامل    pretreatmentبالا نشان می دهد که  نمودار  
 سلول ها می شود که به دلیل تنوع بالاي پاسخ هر سورس و انحراف معیار بالا این تفاوت به لحاظ آماري معنی دار نمی باشد.  

سلول    PDو    WDسورس هاي  بر میزان پیري در   senomorphicعوامل    pretreatmentمقایسه اثر پروتکل  -15-3
 هاي مزانشیمی اندومتر 

سبب افزایش فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در     senomorphicعوامل    pretreatmentکه  هاي بالا نشان می دهد  نمودار
 می شود.    PDو کاهش آن (بجز سیتاگلیپتین) در سورس هاي   WDسورس هاي 

برمیزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در    pretreatmentپروتکل    senomorphicارزیابی اثر عوامل  - 3-16
 بنیادي قاعدگیکلیه سورس هاي سلولی  

 

 

بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز   senomorphicعوامل  pretreatment. اثر 35شکل 

 مرتبط با پیري در سلول هاي مزانشیمی اندومتر 

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 

سلول هاي   PDو  WDبر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سورس هاي  senomorphic. مقایسه اثر عوامل 36شکل 

 مزانشیمی اندومتر 

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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نمودار بالا مشخص   همان گونه که در  
سبب    senomorphic ،pretreatmentرزوراترول و سیتاگلیپتین، در مورد سایر عوامل نانومولار،   500با غلظت   A8301است بجز 

 سلول هاي بنیادي خون قاعدگی می شود.  کلیه سورس هاي  افزایش فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در 

بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با   senomorphic. اثر عوامل 37شکل 

 پیري در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی 

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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و    WDبر میزان پیري در سورس هاي    senomorphicعوامل    pretreatmentمقایسه اثر پروتکل  - 3-17
PD  سلول هاي بنیادي خون قاعدگی 

سبب افزایش فعالیت بتاگالاکتوزیداز در سورس  senomorphicعوامل  pretreatهمانگونه که از نمودارهاي بالا مشخص است، 
 مشابه الگوي مربوط به کلیه سورس هاي سلولی بنیادي خون قاعدگی می باشد.    PDمی شود و الگوي سورس هاي  WDهاي 

سلول هاي بنیادي خون   غلظت پرولاکتینبر    treatmentپروتکل    در  senomorphicعوامل   ارزیابی اثر-3-18
 قاعدگی

در آزمایش هاي متناوب و تکرار پذیر  در سلول هاي مزانشیمی اندومتر    treatmentهمان گونه که پیش از این گفته شد پروتکل  
  senomorphicعوامل  سبب عدم تولید پرولاکتین شد. لیکن به دلیل تفاوت این سلول ها با سلول هاي بنیادي خون قاعدگی اثر  

 تغییراتی در غلظت پرولاکتین شد که در نمودار زیر قابل مشاهده است. همزمان با القاي دسی جوالیزیشن سبب

 سلول هاي بنیادي خون قاعدگی PDو  WDر سورس هاي بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري د senomorphic. مقایسه اثر عوامل 38شکل 

 معنی دار است  = p val 0.0313سلول هاي بنیادي خون قاعدگی با  WDدر سورس هاي   PCبا پردنیزولون با گروه کنترل   pretreatmentمقایسه آماري 

Rراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita  :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred : پردنیزولون 
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همان طور که در نمودارهاي روز  
روز    3 دسی    6و  از  پس 

به   است،  مشخص  جوالیزیشن 
و    سیتاگلیپتینراپامایسن،  جز  

جهت تغییرات پس  پردنیزولون  
عوامل   با  تیمار  از 

senomorphic   نسبت به کنترلPC   که در جدول زیر ارائه می شود.   یکسان است 6و روز   3در روز 

 

 

 MenSC و غلظت آن   senomorphicنام ماده 
PC Day 3 

MenSC 
PC Day6 

A8301   کاهش  کاهش  میکرومولار 1غلظت 
A8301   کاهش  کاهش  نانومولار 500غلظت 

 عدم تغییر افزایش نانومولار  100راپامایسین غلظت 
 کاهش  افزایش میکرومولار 10سیتاگلیپتین غلظت 

 عدم تغییر افزایش میکروگرم در میلی لیتر 0.5پردنیزولون غلظت 
 کاهش  کاهش  میلی مولار 1متفورمین غلظت 

 افزایش افزایش میکرومولار 12.5رزوراترول غلظت 

بر غلظت پرولاکتین سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در روز   senomorphicعوامل   treatment. اثر پروتکل 39شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن 6و  3

و مقایسه    = p val  0.0156با    PCگروه کنترل    با  uM1  A8301  تیمار با  غلظت پرولاکتین پس از  مقایسه آماري میان  3در روز  
 معنی دار می باشد.    = p val  0.0273با    PCبا گروه کنترل    uM  12.5آماري میان تیمار با رزوراترول  

، میان  = p val  0.0098با    PCبا گروه کنترل    uM1  A8301مقایسه آماري میان غلظت پرولاکتین پس از تیمار با    6در روز  
با   PCو گروه کنترل    mM1و میان تیمار با متفورمین    = p val   0.0039با    PCو گروه کنترل    nM500  A8301تیمار با  
0.002  p val =    .معنی دار می باشد 

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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و    WDبر غلظت پرولاکتین سلول هاي    treatmentدر پروتکل    senomorphicمقایسه اثر عوامل    -19- 3

PD  
خون  

 قاعدگی

، در مورد سایر مواد سیتاگلیپتین و پردنیزولونبه جز در مورد   از نتایج موجود در جدول قابل استناد است که تغییرات
 همسو می باشد.   6و چه در روز    3چه در روز    PDو    WDجهت تغییرات غلظت پرولاکتین میان  سورس هاي  

 WD MenSC و غلظت آن   senomorphicنام ماده 
PC Day 3 

WD MenSC 
PC Day 6 

PD MenSC 
PC Day 3 

PD MenSC 
PC Day6 

A8301   کاهش  کاهش  کاهش  کاهش  میکرومولار 1غلظت 
A8301   کاهش  کاهش  کاهش  کاهش اندك  نانومولار 500غلظت 

 کاهش  افزایش عدم تغییر افزایش نانومولار  100راپامایسین غلظت 
 افزایش افزایش عدم تغییر عدم تغییر میکرومولار 10سیتاگلیپتین غلظت 

 افزایش افزایش عدم تغییر عدم تغییر میکروگرم در میلی لیتر 0.5پردنیزولون غلظت 
 کاهش  عدم تغییر کاهش  عدم تغییر میلی مولار 1غلظت  متفورمین

 افزایش افزایش افزایش افزایش میکرومولار 12.5رزوراترول غلظت 

بر غلظت پرولاکتین سلول هاي بنیادي خون قاعدگی در   senomorphicعوامل   treatment. مقایسه اثر 40شکل 

 پس از القاي دسی جوالیزیشن  6و  3روز  

Rapaراپامایسین :; Rez رزوراترول :; Sita :سیتاگلیپتین;  Met :متفورمین; Pred پردنیزولون : 
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بر فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري   treatmentدر پروتکل    senomorphicارزیابی اثر عوامل   - 3-20
 در سلول هاي مزانشیمی اندومتر

سبب عدم تولید پرولاکتین می شود لیکن سطح  عوامل سنومورفیک در سلول هاي مزانشیمی اندومتر    treatmentپروتکل  اگرچه  
ابتدا نتایج مربوط به  پیري در این سلول ها براساس فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري قابل اندازه گیري بود که در نمودار زیر  

 قابل مشاهده است.   کلیه سورس ها

 

 

میزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي مزانشیمی  سبب افزایشعوامل سنومورفیک همانگونه که مشخص است 
 که این افزایش درمورد همه مواد به لحاظ آماري معنی دار است.   می شوداندومتر 

بر شدت   senomorphicعوامل   treatment. اثر پروتکل 41شکل 

فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي مزانشیمی  

 اندومتر 

 معنی داري مقایسه دو به دو گروه ها   گزارش

  = PC :0.0001>p valبا گروه کنترل  nM500 A8301مقایسه آماري تیمار با 

  = PC :0.0002p valبا گروه کنترل  uM1 A8301مقایسه آماري تیمار با 

 = PC :0.0005 p valراپامایسین با گروه کنترل  nM100مقایسه آماري تیمار با 

 = PC :0.0001>p valرزوراترول با گروه کنترل  uM12.5مقایسه آماري تیمار با 

 = PC :0.0001>p valسیتاگلیپتین با گروه کنترل  uM10مقایسه آماري تیمار با 

 = PC :0.0003 p valمتفورمین با گروه کنترل  mM1مقایسه آماري تیمار با 
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مرتبط با   بر میزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز treatmentدر پروتکل    senomorphicمقایسه اثر عوامل  -3-21
 مزانشیمی اندومتر  PDو   WDپیري در سلول هاي  

و   WDبر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سورس هاي  senomorphicعوامل  treatment. مقایسه پروتکل 42شکل 

PD  سلول هاي مزانشیمی اندومتر 

 به این صورت است: مقایسه آماري گروهها    WDدر سورس هاي  

 = PC  :0.002  p valبا گروه کنترل    nM500  A8301مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0078  p valبا گروه کنترل    uM  1  A8301مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0078  p valراپامایسین با گروه کنترل    nM100مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0078  p valرزوراترول با گروه کنترل    uM12.5مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0039 p valسیتاگلیپتین با گروه کنترل    uM10مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0039  p valمتفورمین با گروه کنترل    mM1مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0156  p valپردنیزولون با گروه کنترل    ug/Ml  0.5مقایسه آماري تیمار با  

 مقایسه آماري گروهها به این صورت است:   PDدر سورس هاي  

 = PC  :0.0078 p valرزوراترول با گروه کنترل    uM  12.5مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0313 p valسیتاگلیپتین با گروه کنترل    uM10مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0078  p valپردنیزولون با گروه کنترل    ug/mL  0.5مقایسه آماري تیمار با  



 

71 
 

برروي فعالیت   treatmentبا پروتکل  سنومورفیک اثر عوامل همانگونه که از نمودارهاي بالا مشخص است 
 اثر افزایشی می باشد.  مزانشیمی اندومتر  PDو  WDبتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي 

کلیه   فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري دربر    treatmentپروتکل    در  senomorphic  عوامل  ارزیابی اثر   - 3-22
 بنیادي خون قاعدگی سلول هاي  سورس هاي  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

همانگونه که از نمودار 
ت همانند  مشخص اس

سلول هاي مزانشیمی  
بر فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی نیز اثر افزایشی   senomorphicاندومتر، اثر عوامل 

 است. 

بر میزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در   treatmentدر پروتکل    senomorphicمقایسه اثر عوامل  -3-23
 بنیادي خون قاعدگی PDو   WDسلول هاي  

 

 

بر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري سلول هاي   senomorphicعوامل  senomorphic. اثر عوامل 43شکل 

 بنیادي خون قاعدگی 

 = PC  :0.0136  P valو گروه کنترل    nM500  A8301آماري تیمار با  مقایسه  

 = PC  :0.0328  P valو گروه کنترل    uM1  A8301مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0027  P valرزوراترول و گروه کنترل    uM12.5مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.002 P valسیتاگلیپتین و گروه کنترل    uM10مقایسه آماري تیمار با  

 = PC  :0.0484  P valمتفورمین و گروه کنترل    mM1مقایسه آماري تیمار با  
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کر است در فاز سل تراپی، کلیه سلول هاي بنیادي خون قاعدگی که قرار است در کارآزمایی بالینی به جامعه لازم به ذ
درحال   هدف این مطالعه تزریق شود کلیه مطالعات کنترل کیفی برروي آن انجام شده و در بانک سلولی ذخیره شد.

کشت انبوه داده شده، فریز شدند و انتخاب شدند،    in vitroاز مطالعات  براساس نتایج حاصل    حاضر سلول هایی که 
  هستیم.   patient recruitmentاکنون در وضعیت  

 

 

 

 

 
  PDو  WDبر شدت فعالیت بتاگالاکتوزیداز مرتبط با پیري در سورس هاي  senomorphicعوامل   treatment. مقایسه اثر  44شکل 

 سلول هاي بنیادي خون قاعدگی 

 WDدر سورس هاي  

 = PC  :0.0156  p valبا گروه کنترل    nM500  A8301مقایسه آماري تیمار  

 = PC  :0.0078  p valبا گروه کنترل    uM1  A8301مقایسه آماري تیمار  

 = PC  :0.0078  p valرزوراترول با گروه کنترل    uM12.5مقایسه آماري تیمار  

 = PC  :0.0156  p valسیتاگلیپتین با گروه کنترل    uM10مقایسه آماري تیمار  

 = PC  :0.0234 p valپردنیزولون با گروه کنترل    ug/mL0.5مقایسه آماري تیمار  
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 که نتایج آن در گزارش نهایی طرح ارائه خواهد شد:  آزمایش هاي لازم الاجرا در آینده

و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی قبل و بعد از القاي دسی    در سلول هاي مزانشیمی اندومتر  IL-8و    IL-6بررسی غلظت   •
 جوالیزیشن 

 بررسی غلظت گلوکز و لاکتات در سلول هاي بنیادي خون قاعدگی قبل و پس از القاي دسی جوالیزیشن  •
یادي  در سلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بن، گلوکز و لاکتات  IL-6  ،IL-8بر غلظت    senomorphicبررسی اثر عوامل   •

 خون قاعدگی
-HLA-ABC  ،HLAبه لحاظ درصد بیان  ایمونوفنوتایپینگ سلول هاي مزانشیمی اندومتر و سلول هاي بنیادي خون قاعدگی   •

DR  ،HLA-G    در مقایسه دو حالت قبل و بعد از القاي دسی جوالیزیشن و حالت دسی جوالیزیشن با و بدون حضورIFN-y 
 اي بنیادي خون قاعدگی قبل و بعد از دسی جوالیزیشن در سلول ه  circularityارزیابی شاخص   •
داخل رحمی سلول هاي بنیادي خون قاعدگی بعد از تکثیر و تمایز به جامعه هدف و پایش شاخص هاي بالینی تعریف شده  تزریق   •

 در مطالعه 
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