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Early Results of Autologous Cultivated Limbal Stem Cell Transplantation in 
Total Limbal Stem Cell Deficiency 

 
Javadi MA, MD; Einollahi B, MD; Baradaran Rafiei AR, MD; Baharvand H, PhD; Ebrahimi M, 
PhD; Rafati N, MD; Rezaei Kanavi, M, MD 
 
Purpose: To report the early results of transplantation of autologous limbal stem cell cultivated on 
amniotic membrane in total limbal stem cell deficiency. 
Methods: Four eye of 4 patients with total unilateral stem cell deficiency secondary to severe 
chemical or thermal burn were included. Stem cell deficiency was confirmed with impression 
cytology in all cases. Under topical anesthesia, a small limbal sector (1×1 mm) was removed from 
the sound eye and cultivated on amniotic membrane. Cell expansions were transplanted to the 
affected eye 2 weeks later. Patients were regularly followed up. At each follow-up visit, a complete 
eye examination with special attention to recurrence or regression of vascularization, corneal 
opacification, and healing of epithelial defect was performed. Digital imaging was performed at 
each follow-up visit. Impression cytology was repeated in all cases after surgery. 
Results: The patients were followed for 5-13 months. Decrease in corneal opacification and 
vascularization was obvious in 3 cases, in which the surface of the cornea was covered with corneal 
epithelium. Sectoral conjunctivalization was evident in these 3 cases, but their corneas were ready 
for corneal transplantation. The procedure failed in one case with total corneal conjunctivalization. 
Visual acuity improved in all cases.  
Conclusion: Autologous cultivated stem cell transplantation on amniotic membrane seems to be an 
effective way for stem cell transplantation. More definite judgment needs longer follow-up together 
with long-term results of corneal transplantation in these patients.  
 
Key Words: limbal stem cell deficiency, amniotic membrane, cultivated stem cell transplantation, 
ex vivo expansion    
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  هاي بنيادي ليمبوس شده روي پرده آمنيون در نقص كامل ياخته هاي بنيادي كشت داده نتايج اوليه پيوند اتولوگ ياخته

  
، دکتـر نـسرين     ۵ مرضـيه ابراهيمـي     دکتـر  ،۴، دکتر حـسين بهارونـد     ٣، دکتر عليرضا برادران رفيعي    ٢الهي  ، دکتر بهرام عين   ١دکتر محمدعلي جوادي  

   ٣ي کنوي و دکتر مژگان رضاي٣رفعتي
  

  چکيده
شده بر روي پرده آمنيون در مبتلايـان بـه نقـص کامـل                  داده  هاي بنيادي کشت    ارزيابي نتايج اوليه پيوند اتولوگ ياخته     : هدف
  .هاي بنيادي ليمبوس طرفه ياخته يک

ي از  هـاي بنيـادي ليمبـوس ناش ـ        طرفـه ياختـه      بيمار مبتلا به نقص کامـل يـک        ۴ چشم از    ۴مطالعه بر روي    : روش پژوهش 
 در همـه مـوارد،   ،هـاي بنيـادي ليمبـوس    طرفـه ياختـه   جهت تاييد نقص کامل يـک . سوختگي شيميايي يا حرارتي انجام شد   

اي برداشته و بر روي پرده آمنيون کشت          حسي موضعي، قطعه    از ليمبوس چشم سالم تحت بي     . ايمپرشن سيتولوژي انجام شد   
بيمـاران  . آمده از کشت، به روش استاندارد، در چشم معيوب پيوند گرديـد           به دست   اي    دو هفته بعد، گسترده ياخته    . داده شد 
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رفـت    به ويژه عود يا پـيش ،گيري، علاوه بر معاينه کامل باليني هاي پي در ويزيت. گيري شدند به فواصل منظم بعد از عمل پي  
در .  انجام شـد يصويربرداري ديجيتالتتليومي مورد توجه قرار گرفت و       ميزان کدورت قرنيه و ترميم نقص اپي      وسکولاريزيشن،  

  .گرديدهمه موارد، ايمپرشن سيتولوژي بعد از جراحي نيز انجام 
. ديـده شـد   به وضـوح    در سه مورد کاهش کدورت و وسکولاريزيشن قرنيه         . گيري شدند    ماه پي  ۱۳ تا   ۵بيماران بين   : ها  يافته

اي در يـک يـا    تغييرات ملتحمه.  مورد بود  ۳در هر   اننده قرنيه   تليوم پوش   اي اپي   قرنيهماهيت  دهنده     نشان ،ايمپرشن سيتولوژي 
يـک مـورد بـا      .  بيمار، آماده پيوند قرنيه جهت بازتواني ديـد بـود          ۳ قرنيه در هر سه مورد وجود داشت ولي قرنيه اين            قطاع ۲

بيمـاران در همـه     پس از جراحي، ديد     . اي در کل سطح قرنيه وجود داشت        ؛ به طوري که تغييرات ملتحمه     شکست مواجه شد  
  .موارد بهبود يافت

هاي   شده بر روي پرده آمنيون، به نظر، روشي موثر براي پيوند ياخته             داده  هاي بنيادي کشت    پيوند اتولوگ ياخته  : گيري  نتيجه
  .ردپيوند قرنيه نياز دامدت بعد از  طولانينتايج نيز  و  اين بيمارانگيري بلندمدت اظهار نظر قطعي، به پي. ليمبوسي است

  .٢٧٥‐٢٨٨ :٣، شماره ١١؛ دوره ١٣٨٥پزشکي بينا   مجله چشم•
  
  ) e-mail: ma_ Javadi@yahoo.com(دکتر محمدعلي جوادي : گو پاسخ •
   دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي‐پزشک  چشم‐ استاد‐۱
  ۱۳۸۴  آبان۱۶: تاريخ دريافت مقاله            دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي‐پزشک  چشم‐ دانشيار‐۲
  ۱۳۸۵ خرداد ۱: تاريخ تاييد مقاله           دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي‐پزشک  چشم‐ استاديار‐۳
   عضو هيات علمي پژوهشکده رويان‐ بيولوژي تکويني‐ استاديار‐۴
   هاي بنيادي پژوهشکده رويان  گروه سلول‐ بيوشيمي‐ مربي پژوهشي‐۵
  . انجام شدSBDCهاي  صنايع ايران در قالب برنامهاين پژوهش با حمايت سازمان گسترش نوسازي  •

   مرکز تحقيقات چشم‐نژاد  بيمارستان لبافي‐ بوستان نهم‐ پاسداران‐تهران 
  
  

  مقدمه
  اسـت  تليوم مخـاطي    هاي اپي   تمام ياخته شامل       سطح چشم،   

 د و در  نپوشـان   تحتـاني را مـي    لبه پلـک    که از لبه پلک فوقاني تا       
وظيفـه  . اسـت تليوم ملتحمه و قرنيـه        مام اپي تدربرگيرنده  ،  واقع

 ، که لازمـه آن    باشد  مياصلي سطح چشم، ايجاد يک ديد شفاف        
؛ به طوري کـه اخـتلال در هـر          استوجود يک لايه اشکي سالم      

در قرنيـه طبيعـي،      .۱شـود    مي يديگردر   منجر به اختلال     ،کدام
عداد  اگر ت  .ستها  تليومي، از بين رفتن آن      هاي اپي   سرانجام ياخته 

 فرض شود بايـد بـه طـور         Zروند؛    هايي که دايم از بين مي       ياخته
هاي محيط قرنيـه   و ياخته) X(هاي غشاي پايه قرنيه     دايم، ياخته 

)Y (ها شوند تا همواره تساوي  جايگزين آنY+X=Z۲ برقرار باشد.  
تليـوم مطبـق      هاي اپي    لايه از ياخته   ۵‐۶     سطح قرنيه توسط    

 لايـه   يهـا   ياختـه . ن پوشيده شده است   فرشي بدون کراتي    سنگ
 روز يـک    ۴‐۶که در تماس با محيط بيروني هستند؛ هر          خارجي

 هـا   تليوم جايگزين آن    هاي عمقي اپي    د و ياخته  نکن  بار ريزش مي  

تليـوم قرنيـه وابـسته بـه وجـود       حفـظ تماميـت اپـي   . شـوند   مي
 .اسـت ) self-renewal(هاي داراي خاصيت خودتجديـدي        ياخته
هـاي بـا توانـايي        هاي بنيادي، ياخته     قرنيه شامل ياخته   تليوم  اپي

هاي  و ياخته) TACs: transient amplifying cells(تکثير محدود 
باشد کـه تنهـا دو نـوع     مي) postmitotic cells(تمايزيافته نهايي 

. هـستند ياخته اول در محـيط آزمايـشگاه داراي قـدرت تکثيـر             
در ناحيـه  ) LSCs: limbal stem cells(هاي بنيادي قرنيـه   ياخته

اند و منبـع      ليمبوس يعني حد فاصل قرنيه و ملتحمه قرار گرفته        
تليـوم قرنيـه در حالـت طبيعـي و در صـدمات               اصلي ترميم اپي  

تر و فعاليـت ميتـوزي         عمر طولاني  ،ها  اين ياخته . ي هستند چشم
ند؛ در حـالي کـه      ا  تر تمايزيافته    کم ،کمي دارند و در حالت عادي     

 طول عمر کوتاهي دارند و داراي قدرت ميتـوزي  TACي ها  ياخته
  .۲ هستندبالايي

: شـوند   هاي سطح چشم به دو دسته کلي تقسيم مي               بيماري
ها، تخريـب سـازوکار        مواردي که ماهيت ضايعه اوليه در آن       )الف
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 به طور اوليه سالم     ،هاي بنيادي    و ياخته  استدفاعي سطح چشم    
پمفيگوييـد سيکاتريـسي    يـا    Aهستند؛ مثـل کمبـود ويتـامين        

 ،کراتينيـزه شـدن   که در اين موارد، افزايش اوليه) OCP(چشمي  
  .  قابل برگشت است،با درمان بيماري اوليه

هاي بنيادي قرنيه به طـور اوليـه          ها ياخته    مواردي که در آن    )ب
هاي بنيادي ليمبوس      و به اصطلاح، کمبود ياخته     اند  ديدهآسيب  

)LSCD: limbal stem cell deficiency ( وجود دارد که در جريان
ــه ،آن ــه  قرني ــرات ملتحم ــار تغيي  )conjunctivalization(اي  دچ
تليـومي    هـاي اپـي     به وسـيله ياختـه    گردد؛ يعني سطح قرنيه       مي

  .۱شود ملتحمه جايگزين مي
هـاي بنيـادي ليمبـوس،             عوامل موثر در ايجاد نقـص ياختـه       

 تظـاهر پيـدا   يهـاي مختلف ـ  بسيار متنوع و ناهمگونند و با شدت   
: ها را به دو گـروه اصـلي تقـسيم کـرد             توان آن   کنند ولي مي    مي

هـاي    گروه اول که به طور مستقيم باعـث از بـين رفـتن ياختـه              
هاي محيطي يا اعمال جراحـي و          مانند آسيب  ؛گردند  بنيادي مي 

هاي بنيادي به دليـل اخـتلال         گروه دوم که ناشي از نقص ياخته      
  .باشند مي) stem cell niche(اي  ي ياختهعملکرد استروما

هاي بنيـادي ليمبـوس         برخورد با بيماران دچار کمبود ياخته     
تـر    بايد از اقدامات ساده شروع و در نهايت بـه اقـدامات سـنگين             

 براي  . شديد و دايم است    ،بايد مطمئن شد که ضايعه    . ختم گردد 
 اسـت موقـت      ممکن ،)radiation( ضايعه ناشي از پرتوتابي      ،مثال

 اشک مـصنوعي،    تجويز. ۲هاي دارويي بهبود يابد     باشد و با درمان   
پلـک، انجـام بلفـارورافي يـا         ضـايعات    ها، اصـلاح    بستن پونکتوم 

 پـرده آمنيـون      پيونـد  تارسورافي و کراتکتومي سطحي همراه بـا      
هاي بنيادي، نه تنها سبب افـزايش موفقيـت           قبل از پيوند ياخته   

بعـدي را نيـز    اقـدامات    است نياز بـه       بلکه ممکن  ؛دنشو  عمل مي 
 نـسبي وجـود دارد؛      LSCDحتـا در مـواردي کـه        . ۱دنمرتفع نماي 

در . ممکن است با پيوند پرده آمنيون، مشکل بيمـار حـل شـود            
 به قدر کافي در مرکز قرنيه وجود        TACهاي    ياختهاگر  اين موارد،   

هـاي   جا، موجب صـدمه ياختـه   ؛ نبايد با اقدامات بي  داشته باشند 
عمل پيوند قرنيـه در ايـن مـوارد، اغلـب موفـق             . ۲مانده شد  باقي

شـوند     منتقل مـي   TACهاي    نيست؛ زيرا با اين روش، تنها ياخته      
بنابراين راهکارهاي ديگري جهت تـامين      . که عمر کوتاهي دارند   

  .هاي بنيادي از دست رفته بايد در نظر گرفته شوند ياخته
 نيز وجود نداشـته     TACي  ها   کامل که ياخته   LSCD     در موارد   

باشند و يا قادر به پوشش مرکز قرنيه جهـت ايجـاد ديـد مفيـد                

هـاي بنيـادي      توان نسبت به انجام عمل پيوند ياخته        نباشند؛ مي 
هـاي    در مـوارد کمبـود کامـل يـا نـاقص ياختـه            . ۲‐۷اقدام نمـود  

هاي اتولوگ از چشم سالم بيمار        توان از پيوند ياخته     ليمبوس مي 
 مـوثر اسـت ولـي در مـوارد          ، که در مـوارد خفيـف      استفاده کرد 

تري همراه است و ممکن است چشم سالم          شديد، با موفقيت کم   
 و بـا    ۱هاي بنيادي بـه مخـاطره بيفتـد         نيز در اثر برداشتن ياخته    

آسيب مختصر، وارد چرخه معيوبي گردد کـه منجـر بـه صـدمه              
اي که پذيرش آن بـراي بيمـار و جـراح              پديده ؛چشم سالم شود  

تـوان از خويـشاوندان       در موارد دوطرفه مـي    . ۶سيار مشکل است  ب
جـسد  از يا ) HLA-matched living related donor ( بيمارخوني

)non-matched cadaver (استفاده کرد.  
شـامل  (     مشکل اصلي در پيوند آلوگرافت، ناسـازگاري بـافتي          

هــاي دفــع   ايجــاد واکــنش،و متعاقــب آن) HLAهــاي  ژن آنتــي
 به ناحيه پرخون ليمبوس   ،شد؛ به خصوص که بافت پيوندي     با  مي

مـدت داروهـاي    به همين علت، مصرف طولاني. ۲گردد منتقل مي 
يابـد کـه عـوارض موضـعي و          کننده ايمني ضـرورت مـي       تضعيف

محدوديت ديگر در ايـن مـورد،       . اند  ها شناخته شده    سيتميک آن 
رت کمبود فرد دهنده داوطلب و محدوديت اهداي مجدد در صو         

  .۳باشد بروز شکست مي
طرفـه و         با توجه به مشکلات پيونـد اتولـوگ در مـوارد يـک            

روي بـر   هـاي بنيـادي قرنيـه         هاي اخير در کشت ياخته      موفقيت
شـده بـر روي       هاي بنيادي کشت داده     پرده آمنيون، پيوند ياخته   

بـه صـورت   پرده آمنيون که به صورت اتولوگ از چشم سالم و يا  
؛ راه تهيه شـده اسـت  يکان فرد و يا حتا از جسد       هومولوگ از نزد  

هاي بنيادي ليمبوس در موارد درگيري    ديگري براي پيوند ياخته   
هـاي    اين روش نسبت به روش    . باشد  طرفه مي   کامل يا ناقص يک   

قبلي، داراي دو مزيت اساسـي اسـت؛ نخـست ايـن کـه ميـزان                
هـد  د  شده از چشم سالم را کاهش مي        هاي بنيادي برداشته    ياخته

و ديگر اين که از پرده آمنيون به عنوان داربستي جهت تکثيـر و           
تليـوم قرنيـه      ها بـه اپـي      هاي بنيادي و تبديل آن      داري ياخته   نگه

  .نمايد استفاده مي
     مطالعات منتشرشده در رابطه با نتايج باليني و آزمايـشگاهي    

شـده بـر روي پـرده         داده  هاي بنيادي کـشت     پيوند اتولوگ ياخته  
 بـه درسـتي     ،مـدت آن    يون، اندک هـستند و نتـايج طـولاني        آمن

هدف از اين مطالعه، گزارش نتايج باليني اوليـه         . مشخص نيست 
هاي بنيادي از چشم سالم به چـشم           مورد پيوند اتولوگ ياخته    ۴
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ها بر روي پرده آمنيـون در مبتلايـان بـه             مبتلا پس از کشت آن    
 ناشـي از    ،هـاي بنيـادي ليمبـوس       طرفـه ياختـه     نقص کامل يک  

  .باشد هاي شيميايي يا حرارتي مي سوختگي
  

  روش پژوهش
هاي شيميايي يا حرارتي شديد يـك              چهار بيمار با سوختگي   

هاي بنيادي و وسكولاريزيـشن       چشم كه دچار نقص كامل ياخته     
هـا سـالم بـود؛      كامل سطح قرنيه شده بودند و چـشم مقابـل آن          

: ول عبـارت بودنـد از     معيارهـاي شـم   . مورد جراحي قرار گرفتند   
 دقيقـه   ۵متـر در آزمـايش شـيرمر در            ميلي ۵حداقل اشك پايه    

متـر در پـنج دقيقـه از عوامـل             ميلي ۲تر از     آزمايش شيرمر کم  (
همـه  ). LP(و حـداقل ديـد درك نـور         ) ۸باشـد   آگهي بد مي    پيش

پزشکي   بيماران در بدو ورود به مطالعه، تحت معاينه کامل چشم         
ــدازه  ــامل ان  ــ ش ــري دي ــه   گي ــلاح، معاين ــدون اص ــا و ب د دور ب

گيري فشار چـشم و فوندوسـکوپي قـرار           بيوميکروسکوپي، اندازه 
در صورت مقدور نبودن فوندوسکوپي از چشم معيـوب،         . گرفتند

B‐       اطمينان نسبي   ،اختلال ساختاري نبود   اسکن انجام شد تا از 
  . گرددحاصل 

ات کمبـود   قرنيه و اثب ـ  اي    تغييرات ملتحمه براي اطمينان از         
 ايمپرشـن   هاي بنيادي ليمبـوس، از همـه بيمـاران،          کامل ياخته 
 بـه عمـل آمـد و در صـورت     (impression cytology) سيتولوژي

برداري از ناحيه فوقاني ليمبـوس چـشم          اثبات آن، کانديد نمونه   
از همه بيماران تاريخچه دقيق پزشکي گرفتـه شـد          . سالم شدند 

اري قابـل انتقـال بـه محـيط         تا از عدم ابـتلا بـه هـر گونـه بيم ـ           
ــود   ــل ش ــان حاص ــشگاهي اطمين ــت  . آزماي ــاران تح ــه بيم هم

 آنـان بـه   آلـودگي   هاي سرولوژيک قرار گرفتند تا از عدم          بررسي
 و  )C) HIV  ،HBV  ،HCV و هپاتيـت     Bهاي ايدز، هپاتيـت       ويروس

قبل از انجـام پيونـد، بيمـاران در         . سيگما اطمينان حاصل گردد   
هاي بعد از آن و عـوارض         گيري   و پي  جريان مراحل عمل جراحي   

نامـه آگاهانـه،       قرار گرفتند و پس از اخذ رضايت        درمان احتمالي
بــرداري جراحــي از چــشم ســالم و ســپس پيونــد  تحــت نمونــه

  . به چشم ديگر قرار گرفتندهشد هاي کشت داده ياخته

  )IC(ايمپرشن سيتولوژي 
 مـشاهده    و IC بـا انجـام      ،هـاي بنيـادي قرنيـه            كمبود ياخته 

دن ـپس از چكان. دـش تاييد مي) goblet cells(هاي جامي  ياخته

در هر چشم،   ) نظير تتراكايين (كننده موضعي     حس  يك قطره بي  
 بـه   (millipore)پـور      غـشاي ميلـي    ۴شد و     اشك اضافي پاك مي   

روش استاندارد و به ترتيب در ليمبوس فوقاني، تحتاني، نـازال و            
 کـه نيمـي از      نـد گرفت  م قرار مي  روي سطح چش  طوري  تمپورال،  

). ۱تـصوير   (غشا روي قرنيه و نيم ديگر روي ملتحمه را بپوشاند           
 ۲۴گيـري، در داخـل ظـرف          پـور، پـس از نمونـه        غشاهاي ميلي 

 درصـد و    ۷۰فرمالدييد، الكـل     (کننده  تثبيتاي حاوي ماده      خانه
قرار داده و به بانك چشم جمهوري اسلامي ايران         ) اسيد استيك 

شناسـي بانـک چـشم،        آسـيب در آزمايـشگاه    . شـدند   يارسال م ـ 
و پاپانيكولا براي غـشا و      ) PAS(آميزي پريديك اسيد شيف       رنگ
 در  .آمـد   به عمل مـي   ) PASاز نظر   (چنين براي اسلايد شاهد       هم

 و فرو بردن مكرر Weck cellپايان، پس از برداشتن غشا از سطح 
شده توسـط     گذاري  آن داخل گزيلن، روي اسلايد از پيش علامت       

دار   شد؛ به نحوي كه محـل نـشان          مي )mount( مانت   ،DPXماده  
هاي   وجود ياخته . گرفت  غشا در مقابل نشانه روي اسلايد قرار مي       

تغييـرات  پـور، دليـل       اي غـشاهاي ميلـي      جامي در سمت قرنيـه    
  .شد هاي بنيادي قرنيه تلقي مي قرنيه و کمبود ياختهاي  ملتحمه

  
  جراحي در چشم سالم

حـسي موضـعي      تحـت بـي   طرفـه،      يـک  LSCDپس از تاييـد          
چـشم  اي از بافت ليمبوس فوقاني        ، قطعه ) درصد ۵/۰تتراکايين  (

 درصـد ضـخامت   ۳۰متـر و بـا عمـق      ميلـي ۱*۱به اندازه سالم،  
 جهـت   ،)اپتيـزول (دارنـده قرنيـه       ليمبوس، جدا و در محلول نگه     

قطعـه  . هاي بنيادي به پژوهشکده رويان منتقل شد        کشت ياخته 
هـاي محيطـي      شده بايد در برگيرنده مقدار کمي ياختـه         برداشته

  . ۹قرنيه و ملتحمه ناحيه ليمبوس باشد
 

  روش کشت
اي  ، بـه تفـصيل در مقالـه   و مواد به کار رفتـه روش کشت   به       

 ۱*۱قطعه ليمبوسـي بـه انـدازه        . ۱۰شده است پرداخته  جداگانه  
 بـار در محـيط      ۳،  )شده از چشم سـالم بيمـار        برداشته(متر    ميلي

DMEM/F12  هاي جنتامايسين    بيوتيک   حاوي آنتي)µg/ml ۵۰ ( و
ــسين  ــد) B) µg/ml۲۵/۱آمفوتريـ ــشو داده شـ ــر . شستـ در زيـ

هاي اضافي شـامل انـدوتليوم قرنيـه،          ميکروسکوپ استريو، بافت  
مانده بافتي، پس از شستشو بـا   باقي. صلبيه و ملتحمه جدا شدند    

ها، به ظرف حاوي آنـزيم        وتيکبي   حاوي آنتي  DMEM/F12محيط  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

 

 

  هاي بنيادي ليمبوس  پيوند اتولوگ ياخته‐دکتر محمدعلي جوادي
 

٢٧٩

 HBSS  محلـول نمکـي بـافر هنکـز يـا          در) II) u/ml ۲/۱ديسپاز  
 در  ، دقيقـه  ۱۰‐۱۵ و به مدت     گرديدمنتقل  ) ۲Mg+ و   ۲Ca+فاقد  (

 درصـد انکوبـه     ۵اکسيد کربن     گراد و دي     درجه سانتي  ۳۷دماي  
سپس به منظـور خنثاسـازي اثـر آنـزيم، قطعـه ليمبوسـي              . دش

ســرم جنــين گــاوي ويــژه  حــاوي DMEM/F12توســط محــيط 
ــا غلظـــت )ES-FBS(هـــاي بنيـــادي  ياختـــه  و  درصـــد۱۰ بـ

 Bو آمفوتريـسين    ) µg/ml ۵۰(هـاي جنتامايـسين       بيوتيـک   آنتي
)µg/ml ۲۵/۱ ( ۱۱و۱۲گرديدشستشو .  

  
  چشم چپ                                                      چشم راست

  پور بر روي ليمبوس چشم دن غشاهاي ميلي نمايش نحوه قراردا‐۱تصوير 
  
  

 ‐HBV منفـي و     ‐HIV( از مادران سـالم      ،پرده آمنيون انساني       
تهيه شـد و توسـط      در زمان سزارين    به صورت استريل     و   )منفي

، )u/ml ۱۰۰۰(سـيلين     حـاوي پنـي   ) PBS(بافر فـسفات نمکـي      
 درصد، پـس از     ۳/۰و افلوکساسين   ) µg/ml ۵۰(استرپتومايسين  

سـپس بـر    . هاي زيرين، شستشو گرديد     جداسازي کوريون و لايه   
متر برش     سانتي ۳*۳ گسترانيده و در ابعاد      سلولزروي کاغذ نيترو  

و ) DMSO) M ۵/۱متيل سولفوکسيد يا      ديداده شد و در محيط      
پـرده آمنيـون    . داري گرديد   گراد نگه    درجه سانتي  ‐۸۰در دماي   

بيوتيک شستشو داده شد و       حاوي آنتي  PBSدر زمان استفاده، با     
آمين تترااستيک اسيد يـا   دي اتيلن دقيقه در محلول     ۱۵به مدت   

EDTA) ۱/۰ درجه سانتيگراد انکوبه گرديد    ۳۷در دماي   )  درصد . 
سپس محيط آن تخليه شد و در محيط حـاوي کلريـد آمونيـوم              

تليـومي آمنيـون توسـط يـک ميلـه            هاي اپي   ، ياخته ) درصد ۱۰(
 پـس از اطمينـان از برهنـه         پرده آمنيـون،  . اي جدا شدند    شيشه

اي گسترانيده شـد       به گونه  ،اي   خانه ۶هاي کشت     بودن، در پليت  
سـپس قطعـه    . تليـومي آن رو بـه بـالا قـرار گيـرد             که سطح اپي  

 در مرکز پرده آمنيون قرار داد شد و کشت در محـيط             يليمبوس
DMEM/F12   حاوي ES-FBS) ۱۰  درصـد ( ،DMSO) ۵/۰ درصـد ( ،

EGF) ng/ml ۲۷(   انسولين ،)µg/ml ۵(    ترنـسفرين ،)µg/ml ۵( ،
، کلراتوکسين  )µg/ml ۵/۰(، هيدروکورتيزون   )µg/ml ۵(سلنيوم  

A) ng/ml ۳۰( آمفوتريـــسين ،B) µg/ml ۲۵/۱( جنتامايـــسين ،
)µg/ml ۵۰ (ــامين ‐و ال ــاي ) mM ۴(گلوتـ ــه ۳۷در دمـ  درجـ

 درصـد و اکـسيژن      ۵اکسيدکربن    گراد و تحت شرايط دي      سانتي
  .  درصد صورت گرفت۹۵

 روز، قطعـه بـافتي از روي پـرده          ۱۵ تـا    ۱۳پس از گذشـت          
 در غيـاب قطعـه      ، روز ۷آمنيون برداشته شد و کشت بـه مـدت          

 روز  ۲‐۳در طول مـدت کـشت، محـيط هـر           .  ادامه يافت  ،بافتي
هـا توسـط ميکروسـکوپ        تعويض گرديد و ميزان مهاجرت ياخته     

هاي    هفته، ياخته  ۳پس از    .فازکنتراست مورد بررسي قرار گرفت    
بـه  در گـسترشي     ،شده بر روي پـرده آمنيـون        بنيادي رشد داده  

  .آماده بودند ،متر، جهت پيوند به چشم بيمار  سانتي۲*۲ابعداد 
و ) inverted microscope(     از ميکروسـکوپ نـوري معکـوس    

 بـه منظـور بررسـي شـرايط         ، در طول مدت کشت    ،فازکنتراست
هـا بـر روي پـرده آمنيـون           ه و مهـاجرت آن    شد  هاي کشت   ياخته

 ،ها در محيط کشت     نتايج فنوتيپي ياخته  بررسي  . استفاده گرديد 
  . صورت گرفت ائوزين‐آميزي هماتوکسيلين با رنگ
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   جراحي در چشم مبتلا
.  درجـه انجـام شـد    ۳۶۰هوشي عمـومي، پريتـومي             تحت بي 

ز سپس بافت اسکار زير ملتحمه به کمـک قيچـي و فورسـپس ا             
در مرحلـه بعـد، بافـت    . ملتحمه جدا و در نهايـت برداشـته شـد       

از سطح چشم برداشته شد     ) پانوس قرنيه ( عروقي   ‐اسكار فيبري 
هـاي بنيـادي ليمبـوس در سـطح آن            و پرده آمنيون كه ياختـه     

تليـومي آن بـالا       كشت داده شده بودند؛ به صورتي که سطح اپي        
ي قرنيـه و صـلبيه   در سطح اسـتروما ) epithelial side up(باشد 

اسکلرا    به ملتحمه و اپي    ۱۰‐۰قرار داده شد و با نخ نايلون        برهنه  
هـاي بلنـد بـه صـورت          و با بايت  ) tangential(به صورت مماسي    

هـاي   جهت جلـوگيري از آسـيب ياختـه   . جدا از هم بخيه گرديد 
بنيادي در سـطح پـرده آمنيـون، سـطح آن توسـط يـک مـاده                 

هـاي    پوشـانده شـد تـا ياختـه       ) Healonنظيـر   (ويسکوالاستيک  
سـپس در انتهـاي     . شـده، آسـيب نبيننـد       تليومي كشت داده    اپي

 جهت حفاظت   ،عمل، سطح چشم با يك لايه پرده آمنيون ديگر        
شده پوشانده شد؛ به طوري كه لايه رويي          هاي رشد داده    از ياخته 

طوري روي لايه زيرين قرار گيرد كه غشاي پايه آن رو به پـايين    
)epithelial side down ( هـاي   در پايـان عمـل، پونکتـوم   . باشـد

و تارسـورافي  شـدند   با كوتر سـوزانده  ،اشکي در صورت باز بودن  
برگه اطلاعاتي حين عمل، در ايـن مرحلـه         . شد  جانبي انجام مي  

  .شد تكميل مي
     بيمــاران پــس از پيونــد، تحــت درمــان بــا قطــره اســتروييد 

 درصـد   ۲۰ اتولـوگ    شـده از سـرم      موضعي و قطره چشمي تهيـه     
)autologous serum eye drops (بيوتيك قـرار گرفتنـد   و آنتي .

در صورت عدم استفاده از قطـره سـرم اتولـوگ، از قطـره اشـک                
) preservative-free(دارنـده     مـاده نگـه   فاقـد   مصنوعي، ترجيحاً   

قطره سرم اتولوگ بـه مـدت دو هفتـه و قطـره             . شد  استفاده مي 
قطـره  . يافـت   تليـوم ادامـه مـي       کامل اپـي   تا ترميم    ،بيوتيک  آنتي

 مـاه بـا کـاهش       ۲ الي   ۵/۱استروييد موضعي به تدريج در عرض       
بيمـاران در روز اول، دوم و       . شـد   التهاب سطح چـشم قطـع مـي       

پنجم، سپس هر هفته يک بار تا يک ماه، هر دو هفته يک بار تـا       
سه ماه و بعد ماهي يک بار تا يک سال و پـس از آن بـر اسـاس                   

گيـري، عـلاوه بـر        در معاينـات پـي    . گيـري شـدند     بيمار پي نياز  
فت گر  هاي رايج، شفافيت قرنيه مورد بررسي ويژه قرار مي          ارزيابي

 ICگيـري،     در آخرين پي  . شد  و تصويربرداري ديجيتالي انجام مي    
  .نيز تکرار شد

  معرفي بيماران

  بيمار اول
ي اي اهـل و سـاكن تبريـز، بـه دليـل سـوختگ        ساله ۴۰     مرد  

 سـال پـيش،     ۱۵شديد سطح چشم چپ با پلاسـتيك مـذاب از           
 ۴بيمـار   . دچار كدورت و وسكولاريزيشن وسيع قرنيه شـده بـود         

سال بعد از حادثه، تحـت عمـل پيونـد قرنيـه تـوام بـا جراحـي                  
پيونـد  . مرواريد و کارگذاري لنز داخل چشمي قرار گرفته بود          آب

شن و  دچــار وسكولاريزيــ،مزبــور مــدت كوتــاهي پــس از عمــل
بيمار بـه دليـل شکـست پيونـد قرنيـه،           . کدورت وسيع شده بود   

نـژاد    تـر بـه بيمارسـتان شـهيد دكتـر لبـافي             جهت بررسي بيش  
معاينـه چـشم راسـت کـاملاً طبيعـي و ديـد آن              . مراجعه نمـود  

در معاينه قبل از عمل، ديد چشم چپ در حد درك           .  بود ۲۰/۲۰
.  بودنـد  هر دو پونكتوم چشم چـپ بـاز       .  بود (HM)حركت دست   

ــا   ــوام ب ســيمبلفارون خفيــف در فــورنيكس تمپــورال فوقــاني ت
وسكولاريزيشن و کدورت شـديد سـطح قرنيـه پيونـدي وجـود             

چـشم   IC .نيـسک اشـکي کـم بـود       يارتفاع م ). ۲تصوير  (داشت  
هاي بنيـادي ليمبـوس       دهنده کمبود شديد ياخته     نشان،  معيوب

  . )۳تصوير (بود 
ختگي چـشم بيمـار و نتـايج        طرفه بودن سـو          با توجه به يك   
هاي کشت    پيوند ياخته ، بيمار كانديد عمل     ICمعاينات باليني و      

م ـاز چـش ) cultivated stem cell transplantation(ده ـش ـ داده
رداري، از ليمبـوس فوقـاني      ـب  نمونه. رديدـراست به چشم چپ گ    

 هاي کـشت     ياخته  گسترده  هفته بعد،  ۳د و   شچشم راست انجام    
  ). الف و ب‐۴تصوير ( به چشم چپ بيمار پيوند شدند شده، داده

 ماه بعد از عمل، نشانگر افـزايش ديـد          ۲     نتيجه معاينه بيمار    
 كاهش كدورت و     و در حد شمارش انگشتان از فاصله يك متري       

سه ماه بعد از    ). ج ‐۴تصوير  (وسكولاريزيشن در سطح قرنيه بود      
قرنيـه تحتـاني،     از چشم چپ انجام شـد کـه تنهـا در             ICعمل،  

در . تعدادي ياخته جامي با گسترش به مرکـز قرنيـه ديـده شـد             
اي ديـده   هاي قرنيه، اثـري از تغييـرات ملتحمـه      مرکز و کوآدران  

  ). ۵تصوير (نشد 

  بيمار دوم
طرفـه     با سابقه سوختگي يک    ،اي ساكن تهران     ساله ۱۸     آقاي  

  سـال قبـل، بـه دليـل        ۴زا از     سطح چشم چپ توسط مواد آتش     
معاينه چشم  . كدورت و وسكولاريزيشن وسيع قرنيه مراجعه کرد      
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  هاي بنيادي ليمبوس  پيوند اتولوگ ياخته‐دکتر محمدعلي جوادي
 

٢٨١

ديـد چـشم چـپ در       .  بود ۲۰/۲۰راست کاملاً طبيعي و ديد آن       
در معاينــه .  متــري بــود۵/۲حــد شــمارش انگــشتان از فاصــله 

تليوم ملتحمه توام با وسكولاريزيـشن        بيوميکروسکوپي، رشد اپي  
، كـاهش   IC). ۶ر  يتـصو (شـد     كامل در سـطح قرنيـه ديـده مـي         

داد   هاي بنيادي ليمبوسـي را در حـد متوسـط نـشان مـي               ياخته
دهنـده خـشكي خفيـف         نشان ۲ و   ۱آزمايش شيرمر   ). ۷تصوير  (

برداري از ليمبوس فوقاني چـشم راسـت          نمونه. چشم چپ بودند  
شـده، بـه چـشم        هاي کشت داده    هفته بعد، ياخته  سه  . انجام شد 

  ).۸تصوير (چپ بيمار پيوند شدند 
 متــر شــمارش ۴ مــاه، ديــد چــشم چــپ در حــد ۲ از      پــس

كـاهش ميـزان كـدورت و وسكولاريزيـشن سـطح           . انگشتان بود 
 ۲ و   ۱آزمـايش شـيرمر     ). ۹تصوير  (قرنيه در حد قابل توجه بود       

چهار ماه  . ندافزايش قابل توجه در ميزان اشك بيمار را نشان داد         
 ۴ه بعد از عمل، ديد چشم چپ بيمار، شمارش انگشتان از فاصـل       

تر شد ولـي هنـوز عـروق عمقـي            شفافيت قرنيه بيش  . متري بود 
تـوان در مرحلـه بعـد بـراي           مي. شدند  استروماي قرنيه ديده مي   

  . عمل پيوند قرنيه نفوذي را در نظر گرفت،بيمار
شده از چـشم چـپ، تعـدادي ياختـه جـامي در                انجام IC     در  
لـي در    و ندشـد    و نـازال قرنيـه ديـده مـي         تحتـاني هاي    کوآدران
 و تمپورال و همـين طـور در مرکـز قرنيـه،             فوقانيهاي    کوآدران

  ).۱۰تصوير (شد  هاي جامي ديده نمي اثري از ياخته
  

  بيمار سوم
 ۳/۱۱/۱۳۸۲ در تـاريخ     ،اي اهل و ساكن تهران       ساله ۲۲     مرد  

 بـه   ، دو چشم با مواد قليايي      هر به دليل سوختگي شيميايي حاد    
در زمان مراجعه، ديـد چـشم   . جعه نمودنژاد مرا بيمارستان لبافي 

در .  بـود  (LP) و ديد چشم چـپ در حـد درك نـور             ۱۰/۲راست  
تليــومي در  معاينــه بيوميکروســکوپي چــشم راســت، نقــص اپــي

پنجم تحتاني قرنيه و مختصري ايـسكمي ليمبـال در همـان              يك
در چشم چپ، كدورت منتشر سـطح قرنيـه         . ناحيه وجود داشت  

و وسـيع ليمبـوس و نكـروز ملتحمـه و           همراه با ايسكمي شديد     
بيمـار در آن زمـان تحـت        . اسکلرا در برخي نقاط مشهود بود       اپي

 و  ۱۰/۱۰سه ماه بعد، ديد چشم راسـت        . درمان طبي قرار گرفت   
ــله      ــشتان از فاص ــمارش انگ ــد ش ــپ در ح ــشم چ ــد چ  ۲۰دي

كدورت و وسكولاريزيشن وسيع سطح قرنيه در       . متري بود   سانتي
  ). ۱۱ تصوير(چشم چپ وجود داشت 

 بـه علـت تريكيـازيس پلـك         ،پنج ماه بعد از مراجعـه اوليـه            
. انجام شد) Laser epilation(فوقاني چشم چپ، اپيليشن ليزري 

هـاي    يک سال بعد و پس از انجام معاينات كامل، کمبود ياختـه           
برداري از ليمبـوس      نمونه.  تاييد شد  ICبنيادي ليمبوس با انجام     

سه هفته بعـد، بـه چـشم         و   شد کشت داده چشم راست انجام و     
دو ماه بعـد، تـرميم انتروپيـون پلـك فوقـاني            . چپ پيوند گرديد  

هـشت مـاه بعـد، ديـد چـشم چـپ            . چشم چپ صـورت گرفـت     
در معاينه، سيمبلفارون مختصر فورنيكس فوقـاني       .  بود ۸۰۰/۲۰

چشم چپ و كـاهش واضـح كـدورت و  وسكولاريزيـشن سـطح               
عد از جراحي، ديد چشم چپ در حد        نه ماه ب  . قرنيه وجود داشت  

عود وسكولاريزيـشن   .  متري بود  ۵/۱شمارش انگشتان در فاصله     
هـاي     بيانگر شكست پيونـد ياختـه      ،ICروي سطح قرنيه و نتيجه      

بــه علــت كــاهش عمــق ). ۱۲تــصوير  (نــدبنيــادي اتولــوگ بود
ها، بازسازي فـورنيکس چـشم چـپ و در مرحلـه بعـد              فورنيكس

 و در نهايــت (KLAL surgery)جراحــي كراتوليمبــال آلوگرافــت 
  .پيوند نفوذي قرنيه انجام شد

  
  بيمار چهارم

 دچار  ۱۳۷۹ در آبان ماه     ،اي، اهل و ساكن يزد       ساله ۲۰     آقاي  
 ۸بيمـار   . سوختگي شديد چشم راست با مواد قليايي شـده بـود          

. اع شـد  نـژاد ارج ـ    ماه بعد جهت معالجات تکميلي به مركز لبافي       
 و ديد چـشم     (HM)ديد چشم راست در حد درك حركت دست         

در معاينه چشم راست، سيمبلفارون در ناحيـه        .  بود ۱۰/۱۰چپ  
فورنيكس تمپورال فوقاني با گسترش به سـطح قرنيـه، كـدورت            

كليـه  . شديد و وسكولاريزيشن تمامي سطح قرنيه وجود داشـت        
تحت عمـل     ماه بعد  ۱۰بيمار  . معاينات چشم چپ طبيعي بودند    

بيمـار، در تيرمـاه     . جراحي آزادسازي سـيمبلفارون قـرار گرفـت       
به دليل کاهش شديد ديد ناشـي از        )  سال بعد از عمل    ۴( ۱۳۸۴

كدورت شديد قرنيه چشم راست و خشکي شديد چشم مراجعـه       
اي قرنيـه     پس از انجام معاينات كامـل، تغييـرات ملتحمـه         . نمود

برداري از    نمونه). ۱۳ير  تصو( تاييد شد    ICچشم راست به وسيله     
هاي   هفته بعد، ياخته  سه  ليمبوس فوقاني چشم چپ انجام شد و        

يك ماه پـس    . شده، به چشم راست بيمار پيوند شدند        کشت داده 
 بـود؛ پـرده آمنيـون       ۴۰۰/۲۰از عمل، ديد چشم راست در حـد         

زان ـزايش يافتـه و مي ـ    ـرنيه اف ـ ـده، شفافيت ق ـ  ـذب ش ـكاملاً ج 
 و  ۱آزمايش شـيرمر    . تر شده بود    قرنيه كم وسكولاريزيشن سطح   
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  )١٣٨٥بهار  (٣ شماره ‐١١ دوره ‐پزشكي بينا مجله چشم
 

٢٨٢

 ICدر  . دادنـد   ، بهبود قابل توجه در ميزان اشـك را نـشان مـي            ۲
 ماه پس از پيوند، تنها تعدادي ياختـه جـامي در            ۷شده در     انجام

تليـوم     با اپي  ،ها  ميدکوآدران. شد  کوآدران تمپورال قرنيه ديده مي    
  ).۱۴تصوير (اي پوشيده شده بودند  قرنيه

  
  بحث

 در  Schermer و بـالاخره     Davenger  ،Evensen     نخستين بار   
هـاي بنيـادي را در ناحيـه ليمبـوس            ، محـل ياختـه    ۱۹۸۶سال  

هـاي از      مسوول جايگزيني ياختـه    ،ها  اين ياخته . مشخص نمودند 
تليـوم قرنيـه هـستند و         ديده اپـي    بين رفته و ترميم بافت صدمه     

انـد و     تمايزنيافتـه ) الـف : ۱و۱۳باشـند    مـي  هـاي زيـر     ويژگيداراي  
خاصيت تکثيري زيادي دارنـد؛     ) ب. استها اوليه     سيتوپلاسم آن 

. داراي عمر طولاني هـستند    ) ج. بدون آن که دچار اشتباه شوند     
). low mitotic activity(ولاني اسـت  ـا ط ــه ـ ر آنـدوره تکثي) د
 يـا هـا ممکـن اسـت بـه صـورت قرينـه               اي آن   تقسيم ياخته ) ـه

به هر حال، به هر صورتي که تقسيم شوند؛ يکي          . غيرقرينه باشد 
در مـسير تمـايز قـرار    ) daughter cell(هاي تکثيرشـده   از ياخته

نامنـد    مـي TAC (transient amplifying cell)گيرد کـه آن را   مي
ايـن  . هـاي بنيـادي اسـت       تـر از ياختـه      که قدرت تکثير آن بيش    

وند کـه فاقـد   ش ـ هاي نهايي تبديل مي ها سرانجام به ياخته    ياخته
  . باشند قدرت تقسيم مي

هاي بنيادي به مثابه بذري هستند کـه بـراي رشـد و               ياخته     
تليـومي قرنيـه، نيـاز بـه خـاک            هـاي اپـي     تبديل شدن به ياخته   

، آب کـافي  )stem cell nicheاسـتروماي ليمبـوس يـا    (مناسـب  
. دارنـد ) عروق طبيعي ملتحمـه   (و مواد مغذي لازم     ) لايه اشکي (

تليوم، به عنـوان      هاي اپي   ها علاوه بر تامين دايم ياخته       اختهاين ي 
هاي ملتحمه به طرف قرنيه عمـل         سدي در مقابل حرکت ياخته    

شـدن قرنيـه      اي و وسـکولاريزه     کنند و مانع تغييرات ملتحمه      مي
هاي بنيـادي ليمبـوس       عواملي که باعث کمبود ياخته     .گردند  مي

)limbal stem cell deficiency ( ند؛ بـه دو دسـته مهـم    شـو  مـي
  ليمبـوس  نقص در محيط استرومايي   ) الف: ۱و۱۳گردند  تقسيم مي 

)stromal microenvironment (  ــه موجــب اخــتلال فعاليــت ک
عوامل ) و ب ) aniridiaمثل  (شوند    هاي بنيادي مي    طبيعي ياخته 

مثل  (شوند  ها مي   محيطي که باعث صدمه مستقيم به اين ياخته       
مـدت لنـز تماسـي،        مـصرف طـولاني   ،   جانسون ‐استيونسندرم  

رفتـه و اعمـال متعـدد          پـيش  OCPصدمات شيميايي و حرارتي،     

هاي بنيادي به صورت نـسبي اسـت          گاهي نقص ياخته  . )جراحي
  . شود که به تدريج و به مرور زمان به نوع کامل تبديل مي

هـاي بنيـادي شـامل         ناشي از کمبود ياختـه      باليني شکايات     
ريـزش، بلفارواسپاسـم و حمـلات         ، اشـک  کاهش ديد، نورگريزي  

هـاي    خـراش در معاينـه بيوميکروسـکوپي،   . باشند  راجعه درد مي  
تليـومي دايـم، وسکولاريزيـشن سـطحي        راجعه مکرر، نقص اپـي    

شـدگي قرنيـه و در        قرنيه، اسـکار، کلـسيفيکاسيون، زخـم، ذوب       
تـرين يافتـه      مهـم . شـود   نهايت سـوراخ شـدن آن مـشاهده مـي         

است که در آن، قرنيـه      آن  اي    غييرات ملتحمه بيوميکروسکوپي، ت 
باشـد و بـا ضـخامت     داراي يک بازتاب مات و نامنظم و کدر مـي    

پذيري ديـررس قرنيـه بـا         چنين رنگ   هم. شود  متغير مشاهده مي  
. شـود  تليوم آن ديده مي تر اپي فلورسين به علت نفوذپذيري بيش  

 IC هاي بنيـادي بـا      ولي تشخيص قطعي و استاندارد نقص ياخته      
تليـومي ملتحمـه      هاي اپـي    توان ياخته   است که به وسيله آن مي     

  .هاي جامي را تشخيص داد حاوي ياخته
ترين مسايلي که در مبتلايان بايد در نظر داشت؛ ميزان                 مهم

هاي بنيادي، وجود سيمبلفارون، فعال يـا خـاموش           صدمه ياخته 
دن ش ـ بودن التهاب سطح چشم، وضعيت لايه اشکي، کراتينيـزه        

طرفه يا دوطرفه بودن بيماري، وضعيت سلامت         سطح چشم، يک  
هـا،     کـه در نظـر گـرفتن آن        ۳‐۶باشـند   عمومي و سن بيمـار مـي      

راهنماي با ارزشي جهت اتخاذ تصميم براي درمان لازم متناسب          
يادآوري اين نکته بسيار مهم اسـت کـه    .باشد با شرايط بيمار مي  

ادي بايـد اقـداماتي چـون       هـاي بني ـ    قبل از اقدام به پيوند ياخته     
ها، اصلاح تريکيازيس و ضايعات پلک و تارسورافي          بستن پونکتوم 

  .۲کرد فراموش نرا دنشو که سبب افزايش موفقيت عمل ميرا 
هاي بنيادي در مراحل اوليـه کـه ممکـن                 درمان نقص ياخته  

ماننـد صـدمات اوليـه ناشـي از         (است ضايعه قابل برگشت باشد      
هـاي    دارنده، شامل اسـتفاده از قطـره         صورت نگه   به ؛)پرتودرماني

ها با پلاک يا کـوتر        کننده و بستن موقت يا دايم پونکتوم        مرطوب
مراحـل خفيـف     هم در    در صورت نقص دايم نيز    . باشد  کردن مي 

دارنده، وضعيت بيمار را بهبود بخشيد؛        هاي نگه   توان با درمان    مي
 وجـود   TACهـاي     به ويژه در مواردي که در مرکز قرنيـه، ياختـه          

مـورد جراحـي و يـا تجـويز           داشته باشـند؛ بايـد از اقـدامات بـي         
تـر     سمي که موجب صدمه بيش     هدارند  مواد نگه داراي  هاي    قطره
چنـين در     هـم . شـوند خـودداري کـرد       مانده مـي    هاي باقي   ياخته

هاي بنيـادي، اسـتفاده تنهـا از پيونـد پـرده              کمبود نسبي ياخته  
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هـاي    کننده باشد و نياز به درمـان       آمنيون نيز ممکن است کمک    
ولي در موارد شديد، راهبـرد اصـلي،     . ۱تر بعدي را رفع کند      جدي

 و  Kenyon. هـاي بنيـادي اسـت       جايگزين کردن و ترميم ياختـه     
Tseng    اي را    هاي اوليـه بـا فنوتيـپ قرنيـه          نشان دادند که ياخته

  . ۱۳ايجاد نمود هاي بنيادي  پيوند ياختهتوان با مي
از هاي بنيادي     ياخته بهترين راه، برداشتن     وارد دوطرفه،      در م 

 ياخته از جـسد،     نبرداشت .باشد  ميزنده  خويشاوندان  جسد يا از    
اين مزيت را دارد که امکان انجام آن فراهم است و قابـل تکـرار               

باشــد ولــي مــشکل اصــلي آن، نيــاز بــه مــصرف داروهــاي   مــي
هـاي ايمنـي    گر ايمني جهت جلوگيري از ايجاد واکـنش       سرکوب

باشـد کـه خـود داراي عـوارض متعـددي چـون               دفع پيوند مـي   
  . ۳دنباش افزايش فشار خون، اختلالات کبدي و کليوي مي

هاي بنيادي ليمبوس از بـستگان نزديـک، ايـن                 پيوند ياخته 
 بيمار با دهنـده     HLAر بخشي از    اگدهد که     امکان را به بيمار مي    

يونـد کـاهش يابـد ولـي        خواني داشته باشـد؛ شـانس دفـع پ          هم
هميشه پيدا کردن فرد دهنده، کار آسـاني نيـست و در صـورت              
شکست پيوند، امکان تکرار آن به دفعـات، بـه علـت محـدوديت              

باشـد و از طرفـي، ممکـن اسـت            پـذير نمـي      امکان ،منبع دهنده 
برداشتن مقـادير قابـل تـوجهي از ليمبـوس دهنـده، فـرد را در                

از طـرف    . بنيادي قرار دهد  هاي    معرض خطر نسبي نقص ياخته    
رغم استفاده از نزديکـان زنـده هـم، احتمـال دفـع               ديگر، حتا به  

   .۴شود پيوند کاملاً مرتفع نمي
اي از پيونـد      هـا، نتـايج اميدوارکننـده       رغم اين محـدوديت     به     

هاي بنيادي به صورت هومولوگ از دهنده زنده يـا جـسد              ياخته
 و حتـا در مـواردي   ۹و۱۴‐۲۱هاي گذشته اعلام شده است   طي سال 

تليـوم مطبـق      از هيستولوژي نمونه بافتي قرنيه پس از عمل، اپي        
ديـده شـده   ) stratified squamous epithelium(فرشـي   سـنگ 

کـراتين  آن از نظر    آميزي    است که شبيه بافت قرنيه بوده و رنگ       
)۳K (۲۲نيز مثبت بوده است.  

هاي بنيادي    ز ياخته طرفه، استفاده ا    بهترين راه در موارد يک         
 در مـورد ضـايعات خفيـف تـا متوسـط            .باشـد    مـي  چشم مقابل 

 چـشم مقابـل، روشـي        بنيـادي  هـاي   طرفه، استفاده از ياخته     يک
رسد که موفقيت نـسبتاً خـوبي از آن گـزارش             معقول به نظر مي   

اسـت کـه    ، آن   زيت ايـن روش   ـتـرين م ـ    مهـم . ۹،۱۳و۱۹شده است 
 برداشـت   البتـه  .نـي نـدارد   ده ايم ـ به داروهـاي مهارکنن ـ    نيـازي
 اين کـار     و دارددوديت  ـهاي بنيادي از چشم سالم نيز مح        ياخته

هاي   در چشم ، انجام داد؛    رـرض خط ـهاي در مع     در چشم  را نبايد 
تا به حـال،    . دـره نيفتن ـه به مخاط  ـد مواظب بود ک   ـسالم هم باي  

مطالعه شاهدداري نشان نداده است که چـه مقـدار برداشـت از              
 بهتر است ،باشد ولي بنا به احتياط چشم سالم مجاز ميليمبوس 

  .  درجه نباشد۱۲۰تر از  بيشکه 
هـاي قبلـي در مـورد ضـايعات                با توجه به محـدوديت روش     

طرفه، در صورت برداشت قطعه کـوچکي از بافـت ليمبـوس              يک
هاي بنيادي چشم سالم فرد و کشت آن روي پـرده             حاوي ياخته 

ن بـه چـشم معيـوب، موفقيـت بـسيار           آمنيون و سپس انتقال آ    
 زيرا بيمار از اسـتفاده از داروهـاي   ؛۱۴بزرگي به دست خواهد آمد  

گـردد و بـه عـلاوه، چـشم           مضعف ايمني و عوارض آن معاف مي      
زمـان    پيونـد هـم   . گيرد  ترين آسيب قرار مي     مقابل در معرض کم   
تواند در اصلاح سطح چشم و کاهش التهاب          پرده آمنيون نيز مي   

  . ۱۳ر باشدآن موث
     پرده آمنيون جهت محيط کشت، نسبت به پلاستيک، داراي         

خـود پـرده آمنيـون جهـت        ) الف: باشد  مزايايي به شرح ذيل مي    
. شـود   ترميم ضايعات سطح چشم به صورت گسترده استفاده مي        

بـا آزاد   ) ج. ژن اسـت    گردد و فاقـد آنتـي       به تدريج جذب مي   ) ب
شـود؛    تليـوم مـي     اپـي کردن عامل رشدي، موجب تسهيل رشـد        

ميـزان  ) د. ۹و۲۳ عروقـي رشـد کنـد      ‐ه بافت فيبري  ـدون آن ک  ـب
β۱‐IL و α۱‐ILــوي ــرين ســيتوکين  را کــه از ق هــاي التهــابي  ت

ز ـبـه تماي ـ  ) هـ. ۲۴دــده  اهش مي ـط کشت ک  ـد؛ در محي  ـهستن
 مـاتريکس   حـاوي ) و. ۱۳کنـد   تليومي، کمـک مـي      هاي اپي   ياخته

 جهت، شبيه غشاي پايه ملتحمـه   از اين    که است   اي  خارج ياخته 
 ،)stem cell niche(وسي ـهـاي ليمب ـ  هـد ياختـراي رشـ و باست

  .رود به شمار ميمحيط مناسبي 
     Nakamuraــز ۲۵ و همکــاران ــوگ   ني ــد اتول ــورد پيون يــک م

را ) cultivated autologous limbal tramsplantation(ليمبـوس  
  لايـه از   ۴‐۵شان داد کـه     برداري از قرنيه ن     نمونه. گزارش نمودند 

 تليوم در سطح قرنيه تشکيل شده و کـاملاً تمـايز            هاي اپي   ياخته
 ـ          ۱۹ تا   .يافته بودند  ود و  ـ ماه پس از عمل، سطح قرنيـه پايـدار ب
  .ود نداشتـتليومي وج نقص اپي

هـاي بنيـادي       ماه پس از انجام پيونـد ياختـه        ۵/۵ ۲۶محققان     
مورد عمل پيوند قرنيه قـرار   را  وي،   در يک بيمار   شده  کشت داده 

 ۵‐۶ که حـاوي  ندشده نشان داد  بررسي نمونه برداشته    با دادند و 
 و  α3β1 و اينتگرين    ۵ ‐اي است که از طريق لامينين       لايه ياخته 
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α6β4   بـه غـشاي پايـه پـرده آمنيـون        ،تليـوم طبيعـي      مثل اپـي 
هاي ليمبوس و     ها از نظر فنوتيپ، شبيه ياخته       ياخته. ندا چسبيده

و نتيجـه   ) Connexin-43 و   Keratin-3فاقـد   (انـد     قرنيـه بـوده   نه  
 مناسبي جهت گـسترش و القـاي   بسترکه پرده آمنيون،  گرفتند  
  .باشد ناحيه ليمبوس مي) progenitor(هاي اجدادي  ياخته

هاي مرکزي قرنيه در سطح            لازم به ذکر است که رشد ياخته      
 درصد و   ۳/۸نيه  هاي محيطي قر    پرده آمنيون صفر درصد، ياخته    

 درصـد   ۲/۹۶هـاي ناحيـه ليمبـوس حـدود           ميزان رشـد ياختـه    
اي   ط زنـده  ـواص محي ـه، خ يافتـاي رشد ـه  هـاختـي. ۱۱اشدـب  يـم
)in vivo ( خود را که شامل چرخه آهسته)slow cycling( حفظ ،

) undifferentiation(تمايزنيـافتگي  و ) label retaining(نـشانگر  
 اين امر مويد اين حقيقت است که بـا          .دنکن  باشند؛ حفظ مي    مي

، ياخته بنيادي کافي    وسکشت دادن قطعه کوچکي از بافت ليمب      
  .آيد  کامل به دست ميLSCDجهت درمان بيماران مبتلا به 

     Pellegrini  دو بيمـار دچـار سـوختگي قليـايي          ۲۲ و همکاران 
شـده    هاي بنيادي کشت داده     طرفه را تحت عمل پيوند ياخته       يک
 در هر دو مـورد،       و روي پرده آمنيون از چشم ديگر قرار دادند       بر  

   .پايدار گزارش نمودندرا وضعيت سطح چشم 
     Tsai  پـنج مـورد     شامل ، بيمار ۶ شش چشم از     ۲۷ و همکاران 

نقص نسبي ياخته بنيادي و تنها يک مورد نقـص کامـل ياختـه              
، ليمبـوس هاي بنيادي اتولوگ      تحت عمل پيوند ياخته    را   بنيادي

 ونـرده آمني ـ ـر روي پ ـ  ـده ب ـرزنـط غي ـه در محي  ـيافت  رشـگست
)autologous ex vivo expanded stem cell transplantation (

تليـومي برطـرف       روز، نقص اپي   ۴مورد، طي    ۶در هر   . قرار دادند 
. ها پايدار بـود     گيري، وضعيت سطح چشم آن       ماه پي  ۱۵شد و تا    
Schwab  تليومي کشت   هاي اپي   از ياخته  نيز استفاده    ۹ و همکاران 

 ۴ مورد پيوند اتولـوگ و       ۱۰شده بر روي پرده آمنيون را در          داده
گيـري،     ماه پي  ۶‐۹ پس از     که مورد پيوند آلوژن گزارش نمودند    

 و  Shimazaki.  وضعيت پايداري داشت   ، بيمار ۱۰  هر سطح چشم 
 مطالعـه . تـري را گـزارش نمودنـد         ميزان موفقيت کم   ۱۴همکاران

 ،هـاي بنيـادي    بيمار دچار نقـص کامـل ياختـه   ۱۳بر روي   ها  آن
 بيمار ناشـي  ۳،   جانسون ‐سندرم استيون  بيمار ناشي از     ۸شامل  

 بيمار ناشي از سوختگي شيميايي انجام شده بود که          ۲ و   OCPاز  

شده از جسد و     هاي بنيادي آلوگرافت گرفته      از ياخته  ، بيمار ۷در  
شـده از خويـشاوند زنـده        ههاي بنيادي گرفت     از ياخته  ، مورد ۶در  

 ۶۱تنهـا در    . ه بـود  هاي بنيادي اسـتفاده شـد       براي کشت ياخته  
  . کامل روي دارده شدن به طور تلياليز درصد موارد، اپي

    Harkin  ايي مانند  ه نشان دادند که وجود نشانگر     ٢٨ و همكاران
٦٣‐P  هاي بنيـادي      در سطح ياخته   ١٩ و   ١٤هاي     و سيتوكراتين

 حفـظ توانـايي     حـاکي از  ر روي پرده آمنيـون،      شده ب   كشت داده 
  .ستها خاصيت تمايزنيافتگي و تكثير نامحدود اين ياخته

  بيمار مبتلا بـه نقـص كامـل        ٤ چشم از    ٤     در مطالعه حاضر،    
هاي شيميايي يـا      هاي بنيادي ناشي از سوختگي      طرفه ياخته   يك

هاي بنيـادي از چـشم سـالم          حرارتي، تحت پيوند اتولوگ ياخته    
س از كشت روي پرده آمينون قرار گرفتند که در طـول مـدت              پ

بخشي از لحاظ آناتوميك     با نتايج رضايت  )  ماه ١٣ تا   ٥(گيري    پي
نيـز بيـانگر بهبـود      گيري    در آخرين پي   ICو بينايي همراه بود و      

 درصـد از   ٧٥(هاي بنيـادي در سـه نفـر از بيمـاران              نقص ياخته 
  .بود) موارد

اين مطالعه بيانگر موفقيـت نـسبي پيونـد              گرچه نتايج اوليه    
شده روي پـرده آمنيـون از    ه  هاي بنيادي كشت داد     اتولوگ ياخته 

هاي بنيـادي اسـت؛    چشم سالم به چشم دچار نقص كامل ياخته   
تـر جهـت بررسـي موفقيـت درازمـدت آن             هاي طولاني   گيري  پي

تـرين شـاخص بـاليني در ايـن          مهـم . رسـد   ضروري به نظـر مـي     
اي در ايـن      ف ماندن پيونـد قرنيـه نفـوذي يـا لايـه           بيماران، شفا 
هاي ليمبوسي، جهت     باشد که پس از بازسازي ياخته       بيماران مي 

شـايد در   . باشـد   بازگرداندن و نوتواني ديد بيماران مورد نياز مـي        
  بتـوان  ، جراحي و سرکوب ايمني،    هاي کشت   صورت بهبود روش  

 اقـوام نزديـک     شده از جسد يا     هاي بنيادي گرفته    از تکثير ياخته  
در مـوارد کمبـود     هـاي بنيـادي       بيمار، بـراي جـايگزيني ياختـه      

  . استفاده نمود طرفه يا دوطرفه آن يک
  

  گزاري سپاس
ــر    ــان دکت ــب قدرشناســي خــود را از آقاي ــسندگان مرات      نوي

 بـه پـاس مـساعدت       ،عبدالحسين شاهوردي و دکتر احمد وثوق     
  .دارند  اعلام مي،ايشان در انجام پژوهش
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 نمايي از چشم چـپ بيمـار اول، قبـل از عمـل کـه داراي                 ‐۲تصوير  

  .عروق فراوان در قرنيه و کدورت شديد قرنيه است
 حـاکي    ايمپرشن سيتولوژي قبل از عمل در بيمار اول که         ‐۳تصوير  

روي سـطح قرنيـه اسـت       ) هـا   پيکـان (هـاي جـامي        وجود ياختـه   از
  ).۲۵۰*نمايي  ، بزرگ پاپانيکولا‐آميزي پريديک اسيد شيف رنگ(

  

 هاي بنيادي بعد از انجام پيوند ياخته) ج( ماه ۲و ) ب (دو هفته، )الف (، يک هفته چپ بيمار اولچشم ‐۴تصوير 
  

    
 ماه  ۳ ايمپرشن سيتولوژي چشم چپ بيمار اول        ‐۵تصوير  

هاي جـامي در بـين        بعد از عمل که حاکي از فقدان ياخته       
اي از  يـوم قرنيـه و وجـود تعـداد پراکنـده        تل  هاي اپي   ياخته
آميزي پريديک اسـيد      رنگ(اي است     هاي چندهسته   ياخته
  ).۱۰۰*نمايي  پاپانيکولا، بزرگ‐شيف

ــصوير  ــد ‐۶ت رشــد :  چــشم چــپ بيمــار دوم قبــل از پيون
تليوم ملتحمه و عروق فـراوان در قرنيـه بيمـار مـشهود               اپي

  .است

  

 جبالف
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:  چپ بيمار دوم قبل از پيوند  ايمپرشن سيتولوژي چشم   ‐۷تصوير  

تليـوم قرنيـه      هاي اپـي    هاي جامي بين ياخته     به تعداد بالاي ياخته   
 پاپــانيکولا، ‐آميــزي پريــديک اســيد شــيف رنــگ(توجــه کنيــد 

  ).۱۰۰*نمايي بزرگ

هاي بنيادي   چشم بيمار دوم پس از عمل پيوند ياخته‐۸تصوير 
  شده بر روي پرده آمنيون کشت داده

  

  
ــصوير  ــار دوم، ‐۹ت ــشم بيم ــد  ۲ چ ــل پيون ــس از عم ــاه پ  م

پرده آمنيون جذب شده اسـت کـه بقايـاي          : هاي بنيادي   ياخته
  . آن به همراه کاهش کدورت و عروق خوني قرنيه مشهود است

: ايمپريشن سيتولوژي چشم چپ بيمار دوم يك ماه بعد از عمل ‐۱۰تصوير 
اي  نيه و حضور تعداد پراكندهتليوم قر هاي اپي هاي جامي بين ياخته فقدان ياخته

آميزي  رنگ(شود  اي در گستره سيتولوژي ديده مي هاي چندهسته از ياخته
  ).١٠٠*نمايي  پاپانيكولا، بزرگ‐پريديك اسيد شيف

  

  
  .دهنده وسکولاريزيشن و کدورت شديد قرنيه است  چشم چپ بيمار سوم قبل از عمل که نشان‐۱۱تصوير 
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  هاي بنيادي ليمبوس  پيوند اتولوگ ياخته‐دکتر محمدعلي جوادي
 

٢٨٧

 مـاه بعـد از      ٩سيتولوژي چشم چـپ بيمـار سـوم         ايمپريشن   ‐١٢تصوير  
هـاي    هاي جامي بين ياختـه      دهنده حضور قابل توجه ياخته      عمل که نشان  

 پاپـانيكولا،  ‐آميـزي پريوديـك اسـيد شـيف         رنـگ ( اسـت    تليوم قرنيه   اپي
 ).١٠٠×نمايي بزرگ

  
  

   
ايمپريشن سيتولوژي بيمار چهارم قبل از عمل کـه          ‐۱۳تصوير  

تليـوم    هاي جامي بين اپي     ر قابل توجه ياخته   نشان دهنده حضو  
 پاپـانيكولا،   ‐آميـزي پريوديـك اسـيد شـيف         رنـگ (قرنيه است   

  ).٢٥٠*نمايي بزرگ

 مـاه بعـد از      ٧ايمپريشن سيتولوژي بيمار چهـارم       ‐۱۴تصوير  
هـاي    هاي جامي بين ياختـه      دهنده فقدان ياخته    عمل که نشان  

 ‐د شـيف  آميـزي پريـديك اسـي       رنـگ (تليوم قرنيـه اسـت        اپي
  ).١٠٠*نمايي پاپانيكولا، بزرگ
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