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Purpose: To describe a novel surgical technique for in vivo limbal stem cell cultivation for reconstruction of 
corneal epithelium in total limbal stem cell deficiency (LSCD). 
Methods: Patients suffering from chronic total unilateral LSCD due to a chemical injury were sequentially 
included. One small limbal block (2x1 mm) harvested from contralateral healthy eye sutured over the 
amniotic membrane (AM) to the superior limbal area of the injured eye. Amniotic membrane extract eye 
drop (AMEED) at the concentration of 0.1 mg/ml was regularly used until total corneal epithelialization was 
achieved. All eyes underwent sequential penetrating keratoplasty (PKP) for optical indication and the corneal 
button was sent for histopathologic examinations and molecular analysis for the detection of limbal stem cell 
markers. 
Results: Five eyes of 5 patients with a mean age of 32 years were operated. Mean follow up period was 12 
months. Total epithelialization of the corneal surface was achieved in 2 weeks in all eyes. Corneal 
conjunctivalization and vascularization regressed dramatically after 3 to 4 weeks. Transplanted corneas were 
clear at the last follow-up examination. No complication developed in donor and recipient eyes. Laboratory 
examinations showed limbal stem cell markers over the corneal buttons. 
Conclusion: In vivo cultivation of limbal stem cells over the AM using AMEED is an effective procedure for 
ocular surface reconstruction in patients with unilateral total LSCD. However, its long term results should be 
confirmed in studies with a longer follow-up period. 
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  مجدد سطح چشمي بازسازيمبوس براي ليادي بنيها سلول يدرون بافت كشت
  

  ٥د شمسيدکتر مج و ٤يا شهابيدکتر کامل ،٣انيلوفر شاي ن،٢يميه ابراهيدکتر مرض ،١يعيرضا برادران رفيدکتر عل
  

وم ي ـتل ي مجدد اپ  يجهت بازساز  يبافت درونط  ي تحت شرا  يادي بن يها  سلول کشت   يد برا ي جد يش جراح ک رو يف  يتوص :هدف

  .مبوسي ليادي بنيها سلوله در نقص کامل يقرن

 ,برنـد ي رنـج م   ييايميب ش ـ ي آس ـ علته  ب مبوسي ل يادي بن يها  سلولطرفه   کي مزمن    که از نقص کامل    يماراني ب : پژوهش روش

 يک غـشا ي يرو  جدا شده و برمقابل از چشم سالم طرف متر   يليم ٢×١اندازه  به  مبال  يبافت ل ز  ا ي قسمت کوچک  .انتخاب شدند 

ک ي ـوتي اسـتخراج شـده از پـرده آمن        يقطـره چـشم   . ه زده شـد   ي ـده بخ ي ـب د ي چشم آس  وسمبي ل يه فوقان ي ناح يک رو يوتيآمن

)AMEED(، دوز  mg/mlيهـا   سـلول ه به طـور کامـل توسـط         ي قرن  که سطح  ي تا زمان  , به طور منظم مورد استفاده قرار گرفت       ١/٠ 

ه جهـت   ي ـقرن يهـا  قـرار گرفتنـد و نمونـه       )يينـا يبهبـود ب  ( هي ـوند قرن يها تحت عمل پ     چشم سپس.  شد دهيپوشه  يوم قرن يتل ياپ

  .شدندش يمبوس آزماي ليها سلول يافتن مارکرهاي ي برايز مولکوليک و آناليستوپاتولوژيشات هيآزما

بيمـاران   يريگ ي پ ي متوسط دوره زمان   .گرفتند قرار   ي سال تحت عمل جراح    ٣٢ يسنميانگين  ار با   مي ب ٥چشم از   پنج   :ها  يافته

 ي مدت سه تا چهار هفته بعـد       ي شد و ط   يبازساز  دو هفته  ي ط به طور کامل   هي سطح قرن  وميتل يها اپ   در همه چشم   .ه بود  ما ١٢
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  )۱۳۹۴ بهار( ۳ شماره -۲۰ دوره -بينا پزشكي چشم مجله

 

 ٢٥٦

 ـي پ يها هيقرن .کردرفت    پس يجهه را پوشانده بود به طور قابل تو       ي سطح قرن  ي رو  که يا  ملتحمه عروق ان زمـان   ي ـد شـده در پا    ون

 يها  سلول ي مارکرها ،يشگاهيآزماهاي    بررسي .جاد نشد يرنده ا يهنده و گ   د يها  در چشم  يا چ عارضه يو ه   شفاف بودند  يريگ يپ

  . ه نشان دادندي قرنيها  نمونهيال را رويمي لياديبن

ک روش مـوثر  ي ـ AMEEDک بـا اسـتفاده از   ي ـوتي آمني غشايمبوس بر رو  ي ل يادي بن يها  سلول يدرون بافت کشت   :يريگ جهينت

  . باشد يمبوس مي ليادي بنيها سلولطرفه  کيماران با نقص کامل ي سطح چشم در بي بازسازيبرا

 ٢٥٥-٢٦٣: ٣، شماره ٢٠؛ دوره ١٣٩٣پزشکي بينا  مجله چشم.  

  

 رفيعي برادران عليرضا دکتر: گو پاسخ (e-mail: alirbr@gmail.com)           ١٣٩٣ مهر ٥: دريافت مقاله  

  ١٣٩٣ دي ٣: تاييد مقاله      ايران- تهران-بهشتي شهيد پزشکي علوم دانشگاه - مرکز تحقيقات مهندسي بافت چشم-پزشک چشم -استاد -١

هـاي بنيـادي و     گـروه سـلول  -قـات علـوم سـلولي      مرکـز تحقي   -هاي بنيادي جهـاد دانـشگاهي       شناسي و فناوري سلول     زيستپژوهشکده   - دکتراي ايمونولوژي  -دانشيار -٢

            ايران- تهران-شناسي تکويني زيست

پزشـکي     گـروه زيـست    - مرکز تحقيقات علوم سلولي    -هاي بنيادي جهاد دانشگاهي     شناسي و فناوري سلول     زيست پژوهشکده   -پژوهشگر -شناسي  کارشناس ارشد زيست   -٣

   ايران-تهران -ترميمي

   ايران- تهران-يد بهشتي شهيلوم پزشکع دانشگاه -پزشک چشم -هيپ قرنيفلوش -٤

   ايران- تهران-يد بهشتي شهيلوم پزشکع دانشگاه -پزشک چشم -هيپ قرني فلوش-٥

مرکز تحقيقات مهندسي بافت چشم-٢٣ پلاک -)خيابان امير ابراهيمي( خيابان پايدارفرد - بوستان نهم- پاسداران- تهران   

  

 مقدمه
ــد يپ      ــ بنيهــا ســلولون ــال کــشتي ليادي   )CLET(شــده  مب

Cultivated Limbal Stem Cell Transplantationافتـه  يا گـسترش  ي

وگرفـت  لا آ ي ـبه صورت اتوگرفت    تواند    مي يشگاهيازماط  يتحت شرا 

مبــال ي ليادي ـ بنيهــا سـلول  کـه دچــار نقـص کامــل   يمـاران يدر ب

 از  يک ـيبـه عنـوان       و  بـه کـار رود     ،ا دوطرفـه هـستند    ي ـطرفـه    کي

مبـال و  ي ليادي ـ بنيهـا  سـلول ونـد  ي پي براي عمل جراح  يها وهيش

تـوان    مـي  نيچن  هم .رفته شده است  ي مجدد سطح چشم پذ    يبازساز

مبـال  ي ل يادي ـبن يها  سلولنقص   که دچار    يمارانيدر ب را  ن روش   يا

 دسـت   ينـواح  از   ي کـه بعـض    ي هنگـام  ،ه دوطرفـه و نامتقـارن     يقرن

  .١و٢به کار برد نخورده وجود دارد

مبـال  ي ل يادي ـ بن يهـا   سـلول  که دچار نقص کامل      يمارانيدر ب      

 يا مبـال ملتحمـه  يوند اتوگرافـت ل يپ اي ٢-CLET٨ ،طرفه هستند کي

)CLAU(  Conjunctival-Limbal Autograft Transplantation 

د ي ـ منجر به تول   CLAU. ٢،٥و٧-١١رود  مي  به شمار  ي اصل يدرمان جراح 

  در CLET  کـه  يدر حـال   ،شود مي هيوم قرن يتل يپ ا يها  سلولپ  يفنوت

. ٤و١٢مبـال سـطح چـشم مـوثر اسـت         ي ل يالي ـتل ي اپ يها  ايجاد سلول 

نـسبتاً  بافـت   از بـه انتقـال      ي ـن است که ن   ي ا CLAU يت اصل يمحدود

نظري  که به طور     را دارد مار  يچشم سالم به چشم مقابل ب     بزرگي از   

  .ممکن است منجر به خطر افتادن سلامت چشم دهنده شود

ن روش تنها   ين است که در ا    ي ا CLAU نسبت به    CLET يايزااز م      

ن امر باعـث کـاهش      ي ا .از است ينمورد  مبال  ي کوچک ل  يوپسيک ب ي

 ين جراح ـي ـن در ا ي علاوه بر ا   .شود  مي به خطر افتادن چشم دهنده    

 لانگرهـانس   يهـا   سـلول شوند و     مي ونديال پ يتل ي اپ يها  سلولفقط  

خطـر  ن  يشوند، بنابرا   مي ف حذ يژن به طور اساس    يکننده آنت  عرضه

گــر گــسترش ي از طـرف د .يابــد کـاهش مــي ت وگرفــلونــد آيدفـع پ 

ده يــچيامکانــات پمنــد بــه ازيبــر و ن  زمــان،نــهيرهز پ،يشگاهيــازما

  .١٢است يشگاهيآزما

 يهـا   سلول کشت   يد برا يک روش جد  ي ين مقاله معرف  ي هدف ا     

 يان بـرا  بيک پشت يعنوان  ه  ک ب يوتي آمن ي با استفاده از غشا    ياديبن

د بـه صـورت     ي ـدط کـشت ج   يک مح يباشد و     مي ها ز آن يرشد و تما  

مار مورد استفاده قـرار     يه و در چشم ب    يک ته يوتي آمن يقطره از غشا  

  . ١٣رديگ يم

  

 روش پژوهش
کمبـود  ص  يماران با تشخ  ي ب ،نگر ندهي آ يا ن مطالعه مداخله  يا     در  

 .رار گرفتند مورد بررسي ق   مبالي ل يادي بن يها  سلوله  طرف کيکامل  

ص نقـص   ي تشخ .بودندچشم   ييايميب ش يماران مبتلا به آس   يهمه ب 

 يهـا  افتـه يمبال بـر اسـاس مشخـصات        ي ل يادي بن يها  سلولکامل  

ــاليني ــشخب ــود و ت ــاليني ص ي ب ــتاندارد  ب ــتفاده از روش اس ــا اس ب

Impression Cytology يهـا  سـلول وجود . شد  يقطعموارد  درهمه 

 يمبال تلق ـ ي ل يادي بن يها  سلولنقص   به عنوان    )ابلتگ(شکل    جامي

 کـه   ده شـده بـود    يبا عـروق ملتحمـه پوش ـ     ماران  يه همه ب  ي قرن .شد

وم يــتل ي اپــنقــصزش، يــر ، اشــکيســوزش مــزمن، قرمــزموجــب 
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آزمون . ده بود شد  يو کاهش د  ) وميتل ي اپ راجعه ايم و   ي دا يها زخم(

 آن را در همـه      درنـاژ  اشـک و     يع ـيترشـح طب  ،  ني فلوروس يپاکساز

ن يه توسـط فلورس ـ   ي ـوم قرن ي ـتل ياپ ـ يکپارچگي ن نشان داد و   مارايب

 مـشاهده شـده توسـط       يهـا  افتهي ،ها يريگ ي در همه پ   . شد يبررس

ــتــال قرنيجي ديربرداريتــصو  ;Imagenet,Topcon SL - 8Z)هي

Topcon,Tokyo, Japan) و  و همه خطـرات ي روش جراح.ثبت شد 

تمـام  امـه از    ن تيح داده شـد و رضـا      يماران توض ـ ي ب ي برا  آن يايمزا

ع (ک جراح صورت گرفـت    يها توسط    ي همه جراح  .ماران اخذ شد  يب

ــدازه  يمعا .)ب ــامل ان ــشم ش ــل چ ــه کام ــگ ن ــ ديري ــات ي معا،دي ن

ه ينـه شـبک   يمعاو   فشار داخل چشم     يريگ اندازه ،کيکروسکوپيوميب

 که دچار کـدورت  ييها  چشمي بر روB Scan ي سونوگراف.انجام شد

 چـشم   ي اخـتلالات قـسمت خلف ـ     يجهت بررس ،   بودند هيقرند  يشد

 ـ ي ـ ن يه اشک يت لا يکفا. صورت گرفت   يري ـگ انـدازه  -١ له  يوس ـه  ز ب

 بـدون   :الف رمري تست ش  -٢) متر يليم ٥/٠> يعيطب (ياشک ارتفاع

 ١٥> يع ـيمقدار طب  (يحس يبا ب :  ب )٢٥> يعيطب مقدار (يحس يب

 يهـا  نه چشم مقابل هم انجام شد و چشم       ي معا .انجام شد ) متر يليم

وارد مطالعـه   ،  ل گلوکوم بودنـد   ي از قب  ي قابل توجه  يماريچار ب که د 

 .نشدند
  

 روش جراحي 
    يکيوتي آمني غشاي قطره اشکيساز آماده
 AMEED (Amniotic Membrane( يسـاز  تمـام مراحـل آمـاده        

Extract Eye Drop   ان انجـام شـد   ي ـدر موسسه خـون بنـدناف رو )

 يها  از مادران سالم با نمونه     يک انسان يوتي آمن ي غشا .)تهران -رانيا

 همـه   .بـه دسـت آمـد     نامه بودنـد     تي رضا يان که دار  ي سزار يعيطب

 ،HIV)١ و ٢ ( مثل ي عفون يها يماري ب ي برا يرولوژمادران از نظر س   

HCV  ،HBV )IgG/Igm (CMV و )١و٢(HTLV   يغربـالگر   قبل از اهدا 

 بعـد از اهـدا      AM ي رو PCR ذکر شـده توسـط       يها روسي و و تمامي 

و  يآور  جمـع  يدر اتاق جراح  ) کيوتي آمن يغشا( AM .شدندرسي  بر

بـه صـورت    .  انتقال داده شـد    ي بررس يان برا يبه موسسه بندناف رو   

و  شستـشو    ،ده شده جدا  يون چسب يک از کور  يوتي آمن يخلاصه غشا 

و  بـه قطعـات کوچـک بـرش داده شـده             ي جراح ـ يله چاقو يبه وس 

اب شـده   ي آس ،کيتوي امن ي غشا .ع قرار گرفت  ين ما ژترويسپس در ن  

ب فـوق توسـط     ي ـ مخلـوط و ترک    ٢ بـه    ١و با آب مقطر بـه نـسبت         

SONICATOR ب همسان شـده در  يت ترکيپارچه شد و در نها  کيg 

وژ يفيگـراد سـانتر    ي سـانت  درجـه  ٤ يقه در دما  ي دق ١٠ يبرا ۴۰۰۰

 ٤ يقـه در دمـا    ي دق ٥ يبـرا  g ۱۵۰۰۰  سپس ماده شـناور در     .شد

 يلترهـا يله ف يبه وس ـ شناور   ماده   د و فوژ ش يگراد سانتر  يدرجه سانت 

ن يـي از تع پس   AMEEDاين دو با نام      ول شد   يکرومتر استر ي م ٢٥/٠

 ـييپروت يکل مقدار  يهـا  بـه نمونـه   ،Brad Ford Assayله يوس ـه ن ب

ک ي ـ .ره شـد يگراد ذخ ي درجه سانت-٢٠ يو در دما ليکوچک تبد

گراد يتن درجه سـا   ٤ ي معمول يدماخچال با   ي به   ،قبل از استفاده  روز  

  .انتقال داده شد
  

 رندهيچشم گ
 انجـام   يعمـوم  يهوش يط ب ي تحت شرا  يجراح     در همه بيماران    

 اســکار يهــا  بافــت، درجــه بــاز کــردن ملتحمــه۳۶۰بعــد از  .شــد

رملتحمـه  ي کـه ز   يدر مـوارد   .رداشته شد ب رملتحمه تا حد امکان   يز

درصـد  ۰۲/۰ نيسي ـتوماي م ،د وجـود داشـت    يار شد يبافت اسکار بس  

قـرار داده و     کسي ملتحمـه مجـاور فـورن      يقه رو يدقسه   مدت يبرا

اد و  زآ يو ملتحـه اضـاف      شتشو داده شد   BSS کامل با  طورسپس به   

پانوس . و برداشته شد  مبوس جدا   يمتر از ل   يليبه فاصله سه تا پنج م     

 ـيه توسـط چـاقو  يقرن  ,Sharpoint; Surgical Specialties) ي هلال

Corp, Reading, PA)عدم آسيب استروماي جه خاص به  شکل با تو

ه شده شامل کل    سطح چشم برهن   .طور کامل برداشته شد   قرنيه، به   

بـا   و    منجمـد  آمنيوتيک ي توسط غشا  يه بطور سرتاسر  ي قرن ينواح

 ,داشته باشـد   ن قرار ييپا غشا به سمت     يسطح خلف ن که   يتوجه به ا  

 ي غـشا .)Iranian tissue Bank & Research center(پوشـانده شـد  

ه ي ـختوسط سـه عـدد ب      متر يلي م ۳ در ۳با به اندازه    ير تق نيوتيکآم

 ـ .محکـم شـد   ۱۰-۰لون  يور هم با استفاده از نخ نـا       مجا ه ي ـن بخ ياول

ک به لبه ازاد ملتحمـه مـورد        يوتيجهت ثابت کردن لبه ازاد غشا امن      

ــرار گرفــت  ــدو بخ .اســتفاده ق ــگــر از طري ديه اضــافي ــشاقي  ي غ

بـه منظـور     يگـر يبوس و د  مي جهت محکم کردن ل    يکي يکيوتيامن

 .به کار رفتنـد   مبوس  يمتر به خلف ل    يلي م ۳اسکلرا   يمحکم کردن اپ  

  بـستر امـاده شـده انتقـال داده شـد و توسـط              يبافت دهنده بر رو   

مبـوس  ي ليه فوقانيه و اسکلرا در ناح    ي به قرن  ۱۰-۰ لوني نا يها هيبخ

ر بژن  ي اکس يرينفوذپذ ي با درجه بالا   ي تماس زک لن ي .ه زده شد  يبخ

 در  .وم در حال رشد استفاده شد     يتل يه جهت حفاظت از اپ    ي قرن يرو

 ي بـرا  ي مـسدود و تارسـوراف     ي و تحتان  ي پانکتوم فوقان  يان جراح يپا

  .ماران انجام شديهمه ب
 

  چشم دهنده
ت ي ـمتر از موقع   يلي م ۱ × ۲مبوس به اندازه    يک تکه از بافت ل    ي     

ه بـه   ي ـ قرن يا هي ـ لا يجداساز و مدآ چشم سالم به دست      ۱۲ساعت  

 مبـوس يمتـر خلـف ل    يل ـي م ۲متر در قسمت قدام و       يليک م ياندازه  

 کپسول تنون به جا گذاشته      يو تا حد امکان قسمت پشت      انجام شد 

زمـان   متر به طور هـم    يلي م ۳ از بافت ملتحمه به اندازه       يمقدار. شد
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 ٢٥٨

ه ي ـمبوس بخ يه ل ي ناح ي پشت بافت ملتحمه به قسمت   و   برداشته شد 

  .زده شد
  

  از عملپس مان در
کنتـرل   ، از گرفـت يک ـيزياز عمل شامل حفاظـت ف   پس  درمان       

 سطح  ي بر ضد عفونت و مرطوب نگه داشتن کاف        يريگ شي پ ،التهاب

 درصـد   ۵/۰کلرامفنيکل   شامل   يک موضع يوتيب ينتآ .باشد  مي چشم

 درصد چهـار بـار در روز        ۱/۰مل بتامتازون   د شا يي استرو يها هو قطر 

ه ي ـکه سطح قرن   يک زمان يوتيب ينتآقطره   .شديز  تجو يبعد از جراح  

د بر اساس   يياسترو مقدار   .ديزه شد قطع گرد   ياليتل يطور کامل اپ  ه  ب

ــا دوز يد موضــعيياســترو .کــاهش يافــتالتهــاب ســطح چــشم   ب

تـر   يبه مدت طـولان   بهبود کامل علايم چشمي      تا   يتر دارنده کم  نگه

 بـه   ين خـوراک  زولـو يک شـامل پردن   يستميد س يياسترو .يافتادامه  

 .دي ـز گرديالتهـاب تجـو  مدت دو مـاه بعـد از عمـل جهـت کـاهش         

کننـده    نرم يها دارنده و ژل    بدون مواد نگه   ي اشک مصنوع  يها قطره

 يلنز تماس ـ  .ز شد يحداقل به مدت دو تا سه ماه هر سه ساعت تجو          

 مورد اسـتفاده قـرار      ين به مدت طولا   يرسان ژني اکس يب بالا يبا ضر 

 سـه روز اول شـروع       يسه ساعت برا   دو تا    هر AMEED قطره .گرفت

و سپس هر شـش     )  شد ه شروع يوم قرن يتل يم اپ يکه ترم  يزمان (شد

يافـت  ادامـه   تلياليزه شـدن کامـل سـطح قرنيـه             اپي ساعت تا زمان  

 داي ـش پ ي افـزا  ي اگـر فـشار داخـل چـشم        ).اغلب دو تا سـه هفتـه      (

 .فـت گر  مي  ضدگلوکوم مورد استفاده قرار    ي موضع ي قطرها ،کرد مي

 سپس هفت و  ،سه ،کي يطور منظم روزها  ه  ماران ب ياز عمل ب  پس  

ک سـال و    ي ـنه تا   اک ماه و هر دو هفته تا سه ماه و ماه          ي تا   يهفتگ

  .نه قرار گرفتنديسپس هر سه ماه بعد از ان مورد معا
  

  مونوفلورسنتي ايزيمآ رنگ
   بعـد از    ) کنتـرل  جهـت  (ن و اجساد  اماريه ب ينر ق کولينمونه لنت      

کس ي روز ف ـ  ۲ ي بـرا   درصـد  ۴د  يي ـالد در پـارافرم   (PK) هيوند قرن يپ

 يها پاکـساز   ن آن يکروتوم برش شده و پاراف    يمتوسط  سپس  . شدند

 ۲۰ها بـه مـدت       ژن ي آنت ينمونه در بافر مخصوص جهت فراور     . شد

، ۱۰۰تـون   يبـا تر   در مرحله بعـد   .  درجه قرار داده شد    ۳۷قه در   يدق

 ۳۷ در   PBS بـز در      درصد ۱۰از سرم   با استفاده    .ر شد يبافت نفوذپذ 

هـا بـا     سـپس بـرش   . نـگ انجـام شـد     ي ساعت بلاک  ۱درجه به مدت    

 درجـه   ۴ شـب در     ۱ بـه مـدت      ۳CK و   ي موش ـ ۶۳Pه  ي عل يباد يآنت

 يبـاد  ي پس از شستشو با استفاده از آنت ـ       ,در مرحله بعد   .انکوبه شد 

 سـاعت در    ۱ه بز به مـدت      ي عل FITC شده با    يگذار نشانه يخرگوش

 يزي ـمآ  رنـگ DAPI با رنـگ  ها  سلولهسته  . ه قرار داده شد   ج در ۳۷

 يابي ـ ارز يبـرا .  شدند يکروسکوپ فلورسنت بررس  ي با م  اه  نمونه. شد

ت ي ـ از نمونـه بـا ک      RNA کـل    ،مبـال يه و ل  ي ـ قرن ي اختـصاص  يها ژن

RNAeasy Micro ۱جــدول ( اســتخراج شــدند( .cDNA بــا cDNA 

synthesis kit يها  ژني اختصاصيهامرياستفاده از پرا. ساخته شد 

ABCG2, P63 and K3 هـا بـا   ن ژني ـان اي ـ بيا سهي مقاي بررسيبرا 

qRT-PCR  يپارامترها. انجام شد PCR  ه در  ي ـون اول ي شامل دناتورس ـ

 ۹۵ون در يکل دناتوراس ـي س۵۰قه سپس ي دق۱۰مدت  درجه به   ۹۵

 درجـه   ۶۰ر در   يو تکث  annealingه و مرحله    يثان ۱۵درجه به مدت    

  .قه انجام گرفتي دق۱ يبرا

  

   Real time PCR پرايمرهاي اليگونوکلئوتيد مورد استفاده در - ۱جدول   
Gene name  Gene 

symbol 
Forward primer (5′→3′)  Reverse primer (5′→3′) Product length 

(bp) 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  

GAPDH  
CTC ATT TCC TGG TAT GAC AAC GA
 

 
CTT CCT CTT GTG CTC TTG CT 

121bp 

Protein p63  P63  
TTT CAG AGG CAA TCC ACA CA 

 
ATG CAT GCA AAT GAG CTC TG 

137bp 

ATP-binding cassette, sub-
family G, member 2  

ABCG2  
CTC TTC TTC CTG ACG ACC AAC C 

 
CAC ACT CTG ACC TGC TGC TAT G 

515bp 

Keratin 3  KRT3  AGA CTT CAA GAA GAA ATA TGA G TCA TCT ATC AAG GCA TCC AC 141bp 

  

 ها يافته
مـار بـا نقـص کامـل        ين مطالعه شـامل پـنج چـشم از پـنج ب           يا     

 مـاران ي بين سـن يانگي ـم .مبوس بودي ليادي بنيها سلولطرفه  کي

 ۳( يديله مـواد اس ـ   يسوه  ماران ب يب. سال بود ) ۴۷-۳۲( ۴/۶±۵/۳۲

ماران زمـان  يدر همه ب ,ده بودنديب ديسآ )مورد ۲( ييايا قلي )مورد

ها  نآو همه    ش از شش ماه بود    ي ب يو جراح ب سطح چشم    يسآن  يب

 از دو تـا     پس .)ماه ۸-۲۰(  شدند يريگ يحداقل به مدت شش ماه پ     

رونده در  شيال پيتل ي اپيها سلول از  يماران موج ي ب هسه روز در هم   

در همـه    .مـشاهده شـد    وند زده شده  ي قطعه پ  يم در جلو  يحال ترم 

ونـد  يه نمونـه پ ليوس ـه ون کامل سطح چشم ب يزاسياليتل يها اپ  چشم

 يو ملتحمـه رو    )۱تـصوير    ( دو تا سه هفتـه کامـل شـده         يشده ط 

رفـت قابـل     چهـار هفتـه پـس    ه و عروق ان بعد از سه تـا        يسطح قرن 

 انجـام  يماران در مرحله بعـد   يه در همه ب   يوند قرن يپ . داشت يتوجه
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 ٢٥٩

ن پـنج چـشم     ي ـدر ا  يريگ يسطح چشم در سرتاسر مدت پ      .گرفت

ونـد شـده    ي پ يها هي همه قرن  ،يريگ ين پ يدر مدت ا   .کاملا ثابت بود  

  .ده نشديا دهنده ديرنده يگ  در چشميا چ عارضهيو هند شفاف بود

ن ييان پروت ي ب ،هي قرن يها قطعه همه   يميستوشيهايمونوه  عمطال     

 ،مبـوس اسـت   ي ل يادي ـ بن يهـا   سـلول که مشخصه    را P63 يا هسته

ال يتل ي اپيها سلوله توسط يت پوشش قرنيافته قابلين يا .نشان داد 

مـاران  ي ب يهـا  هي ـ و قرن  يع ـي طب يهـا  هي ـدر قرن  که   دهد    مي را نشان 

 يهـا  افتـه يهم   RT-PCR  جالب توجه است   .)۳تصوير  ( مشاهده شد 

 يناش ـ P63 و ABCG2دو مورد   هر   .د کرد يي را تا  يميستوشيمونوهيا

ک مشخـصه   يعنوان  ه   ب K3 و   يادي بن يها  سلول مرتبط با    يها از ژن 

در  mRNAمقـدار   .ماران وجود داشتيهمه ببرداري  نهنموافتراق در 

ه سـالم   ي ـوم قرن ي ـتل يماران نسبت به اپ   يه ب يال قرن يتل ي اپ يها  سلول

 ـ و ست و چهـار   يم تا ب  ي هفت و ن   K3مقدار   .)۴تصوير  ( بالاتر بود  م ين

  .ش داشتيماران نسبت به افراد سالم افزايبرابر در ب

  

  
  

 هفتـه اول  (D,C)( A,B) ۳رونده قرنيه در روزهـاي  اپيتلياليزه شدن پيش -۱وير تص

   بعد از جراحي(E,F)هفته دوم 

هـاي    سـلول ) DAPI: A1و   P63ميزي ايمونوفلورسانس با انتي بادي      آ  رنگ -۲تصوير  

) A2. دهنــد مــينمــايش را  P63اي  ژن هــسته نتــيآقرنيــه بيمــار مقــدار زيــادي 

در  بـه ويـژه      P63بيـان   ) B1. هـاي قرنيـه بيمـار        سـلول  DAPIاي   هميزي هست آ  رنگ

هـاي طبيعـي      سلول DAPI ميزيآ  رنگ) B2. هاي طبيعي   هاي پايه توسط سلول    لايه

کنتـرل  ) P63( .C2( بـادي اوليـه    نتـي آمنفي بدون   ) کنترل( ميزيآ  رنگ) C1. قرنيه

  DAPIميزي آ منفي رنگ

  

  
  

) DAPI .A1 و CK3بـادي    نتـي آهاي قرنيـه انـسان بـا          ميزي ايمونوفلورسانس سلول  آ  رنگ -۳تصوير  

. هـاي قرنيـه بيمـار       سلول) B1. اي قرنيه بيمار   هسته DAPIميزي  آ  رنگ) A2. هاي قرنيه بيمار    سلول

B1 (ميزي  آ  رنگDAPI هاي قرنيه طبيعي    سلول .C1 (   ـ  آ  کنترل منفي رنـگ  دون اسـتفاده از    ميـزي ب

  DAPIميزي آ کنترل منفي رنگ) C2. بادي اوليه نتيآ

 ـ ABCG2 و P63 بيان نسبي :A1 : از چهار قرنيه بيمارReal time PCR -۴تصوير  عنـوان  ه ب

بيـان   :A2 قرنيه هاي طبيعي   هاي بنيادي ليمبوس نسبت سلول      هاي مرتبط با سلول    ژن

  هاي طبيعي قرنيه به سلولعنوان مارکر تمايز قرنيه نسبت ه ب CK3نسبي 

 
Patient 

CK3 DAPI 

Negative 
Control 

A1 A2 

B1 B2 Normal 

C1 C2 

100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm 

Patient 

Normal 

P63 DAPI 

Negative 
Control 

A A

B B

C C

100

100

100

100 100

100
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  بيمار دو
هـاي بنيـادي      اي با نقص کامل سـلول            مرد بيست و هشت ساله    

وي داراي سابقه سوختگي شـديد      ). A۵تصوير  (ليمبال جراحي شد    

چـشم  . قليايي از پنج سال قبل از جراحي در چشم چپ خـود بـود             

 و ديد چشم چپ در حـد درک    ۲۰/۲۰راست وي طبيعي و ديد آن       

چنـين بيمـار داراي سـابقه چهـار بـار عمـل               هم. ت دست بود  حرک

 در چشم چپ بود KLAL و سه بار CLET و دو بار عمل      AMTجراحي  

اي شـدن سـطح       ملتحمـه . که همگي با شکست مواجه شده بودنـد       

قرنيه و عروقي شدن چشم چپ تحت شرايط کشت داخل بافتي به            

). B۵تـصوير    (طور قابل توجهي بعد از يک تا دو ماه کـاهش يافـت            

سه ماه پس از جراحي، پيوند بـا ضـخامت کامـل قرنيـه بـه دليـل                  

تليـالي   نقص اپـي . زايي چشم انجام شد  کدورت عمقي قرنيه و نورگ    

در مدت يک هفته ترميم و قرنيه طي شش ماه بعدي شـفاف بـاقي               

رسـاني   بيمار با وجود لنـز تماسـي بـا ضـريب بـالاي اکـسيژن       . ماند

هاي بعـدي، بهتـرين ديـد اصـلاح شـده             ريگي  در پي . گيري شد   پي

  ).C۵تصوير ( بود و بيمار بدون علايم بود ۸۰/۲۰

  

A B C 

  
  )C( و بعد از پيوند قرنيه )B( بعد از کشت درون بافتي, )(Aچشم چپ بيمار قبل از جراحي -۵تصوير 

  
A B 

  
  گرافتبعد از پيوند ) B(بعد از کشت درون بافتي  قبل از عمل) A(چشم راست بيمار -۶تصوير 

  

  

   سهماريب
 در شـش سـال      ييايميب ش ـ يس ـآ دچار و دو ساله که      يمرد س      

ه چـشم   ي ـسـطح قرن  زايي    نورگد و   ي شده بود با کدورت شد     گذشته

د چشم راسـت در حـد شـمارش         يد .)۶تصوير  (نمود  راست مراجعه   

تحـت   کـه     بـود  ۲۰/۲۰ و چشم چـپ      ي متر کيانگشتان در فاصله    

 از  يموج.  قرار گرفت  يبافت درونت  صوره   ب يادي بن يها  سلولشت  ک

 ي در حـال رشـد از روز دوم بعـد از جراح ـ   يالي ـتل ي اپ ـيهـا  سـلول 

م يطور کامـل تـرم    ه  از سه هفته ب   پس  ه  يوم قرن يتل ياپ. مشاهده شد 

 بـا   کـه  دا کـرد  ي ـمار تا حد شمارش انگـشتان بهبـود پ        يد ب يو د شد  

 يحه تا سه ماه بعد از عمل جرا  يعروق قرن کدورت و   کاهش متوسط   

ونـد  يما پرو اسـت يل کـدورت عمق ـ ي ـدلبه . )B۶تصوير  ( ادامه داشت 

 بهبود  ۱۲۰/۲۰مار تا حد    يد ب ي د ،سه ماه بعد   .ه انجام شد  يکامل قرن 

عـروق در   يه شفاف و با مقدار کم     يقرن وندينه ماه بعد از پ     .دا کرد يپ
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مـار  يد ب ي ـ د ي بعد يريگ ي در پ  .)C۶تصوير  (  بود ي فوقان يها قسمت

  . بود۸۰/۲۰

  

 حثب
بـه صـورت     مبـال يل يادي ـ بن يهـا   سـلول  گسترش   ،هعن مطال يا     

 اسـتفاده از   بـا     و آمنيوتيـک ت کننـده    يحما ي غشا يرو يبافت درون

 کـه منجـر     دهد  مي شنهادي را پ  ه کننده ي به عنوان تغذ   يقطره چشم 

ک و  ي ـقبـول از نظـر اناتوم       قابـل  يگه ـآ  شيه با پ  يبه ثبات سطح قرن   

 باعـث   ين روش جراح ـ  يدهد که ا   يان م ها نش  افتهي .شود  مي يينايب

 رفـت عـروق و     پـس  ه و يال سطح قرن  يتل ي اپ يها  سلولع  يم سر يترم

ک سـطح   يجاد  يبا ا تواند    مين روش   يا .شود  مي هيکدورت سطح قرن  

ش يباعـث افـزا    مي ـا دا ي راجعه   يها بدون زخم , يکيبادوام اپت , صاف

کـن  ممچنـين     هـم . مار شـود  يد ب يوند و د  ي پ يت بعد ياحتمال موفق 

مبـال  ي ل يادي ـ بن يهـا   سـلول باثبات    و يه مقدار کاف  ياست باعث ته  

تر   ارزان ،تر عي سر ،تر ن روش راحت  يا . سطح چشم شود   يه به رو  يقرن

بـه هرحـال    . مبوس است ي ل يادي بن يها  سلول کشت   يتر برا  منيو ا 

 يري ـگ ي بـا پ ـ   ينگـر بعـد    ندهيآد درمطالعات   يمدت با  يج طولان ينتا

  .سدبرت به اثبا تر يطولان

ن مناسب  يگزيک جا ي , بافت يمهندسهاي     روش رفت در  شيبا پ      

ونـد  ي پ يبرادسترس   مبوس در ي بافت ل  يها تي غلبه بر محدود   يبرا

 کوچک يوپسي گرفته شده از ب ياديال بن يتل ي اپ يها  سلول .ه شد يارا

ک حامـل   ي ـ يرو يشگاهي ـزماآط  يشـرا تحـت   توان    مي مبوس را يل

ز جهـت   ي ـمآ  تي ـموفق به طور  ماري ب هيبه قرن  و مناسب گسترش داد  

مبـال  ي ل يادي ـ بن يها وند سلول ي پ .۸و۹وند زد يچشم پ  سطح   يبازساز

ک روش  ي ـ يشگاهي ـازماط  يتحـت شـرا    افتـه اتولوگـوس   يگسترش  

 هي ـ قرن يادي ـ بن يهـا  طرفـه سـلول    کي در درمان نقص     زيآم تيموفق

 درمـان   يک روش ثابت شده بـرا     ي CLET  در حال حاضر   .۱۳باشد مي

 از  ي ناش ـ يادي بن يها  سلولطرفه   کيکه دچار نقص کامل      يمارانيب

ــآ ــستندييايميب شــيس ــ،  ه ــات .باشــد يم ــشين  مطالع ــاپي ج ينت

 را نـشان    CLETتوسـط   مـدت    دت و بلنـد   م اني در م  يا وارکنندهديام

 در بهبود سـلامت سـطح چـشم    يطور نسب ه  ن روش ب  ي ا .۲-۸اند داده

و در  بـر   زمان،نهيهزپرن روش ي به هر حال ا.ده موثر استيب دياس

رفتـه   شيزات پ ـ ي ـبـه تجه   ازي ـاسـت و ن    همـه    يتر بـرا   دسترس کم 

 بـه عنـوان   آمنيوتيـک  يما از غـشا . ۱۴دارد يتخصص و يشگاهيزماآ

 يادي ـ بن يهـا   سـلول پـرورش    ر بـه منظـو    يتيک سـاختمان حمـا    ي

 از يبــي ترکي داراآمنيوتيــک يغـشا . مياســتفاده کــرد يبـافت  درون

 در مهاجرت   ليتسهد که شامل    باش يم يات منحصر به فرد   يخصوص

ک ي ـ تحر ،هي ـ پا يهـا   سـلول  يت چسبندگ يتقو ،اليتل ي اپ يها  سلول

ت يل اسـکار ملتحمـه و خاص ـ      يتعـد  ،الي ـتل ي اپ ـ يهـا  ز سـلول  يتما

آن منجــر بــه اســتفاده ات ين خــصوصيــ ا.۱۵باشــد  مــييضــدالتهاب

ه در  ي ـ سـطح قرن   ي بازساز جهتمبال  ي ل يادي بن يها گرفت سلول در

ن يچن هم .۱۶شود يه م ي قرن يادي بن يها  سلول ينسبماران با نقص    يب

مبـال جهـت    ي ل يادي ـ بن يهـا  سـلول وند  ي با پ  ين روش در همراه   يا

ک روش ي ـبـه عنـوان    و نيز ۱۷مبالي ليادي بن يها نقص کامل سلول  

 يهــا بيســآ از مــوارد ي ســطح چــشم در بعــضيمــوثر در بازســاز

از مطالعات   يتعداد .رديگ مي مورد استفاده قرار     ي و حرارت  ييايميش

 يه سـاختار  ي ـک پا ي ،آمنيوتيک ين نکته دلالت دارند که غشا     يبر ا 

 ـ  کشت داده شده   يادي بن يها  سلول يبرا ک ي ـورد و آ  مـي وجـود ه  ب

 فـراهم   ،هي ـونـد زده شـده قرن     ي پ ينـواح  يمبال را بـرا   يل ط شبه يمح

 يک بـستر بـرا    ي به عنوان    آمنيوتيک يغشا به تازگي    .۱۸و۱۹کند يم

 طيه تحـت شـرا    يل ملتحمه و قرن   ايتل ي و اپ  يداي بن يها کشت سلول 

  .۲۰مورد استفاده قرار گرفته است يشگاهيازما

 ي غـشا  ي درمان يها يژگي همه و  يمحتو AMEED يقطره چشم      

مار ي و ب   است ن قطره ساده  ي استفاده از ا   .باشد  مي  منجمد آمنيوتيک

 مـورد اسـتفاده     يک قطره موضع  ين را در منزل به عنوان       آتواند   يم

 ديباعث تول  AMEED  ما مشخص کرد که قطره     يج قبل ينتا .رار دهد ق

 .۲۲و۲۳شـود  يم ـ يدرون بافت  طيمبال تحت شرا  ي ل يها سلول ريو تکث 

 AMEED  در آمنيوتيک ي غشا يکيولوژي اثرات ب  يهمه موارد لازم برا   

، هـا  رنـده يگ، هـا  نينترلـوک يا، هـا  نينـوتروف ، رشدعوامل (  دارد وجود

ه شـده از   ي ـعـصاره ته   .۲۴)مختلـف کـلاژن    يهـا  مدل ن و يبرونکتيف

 MHC و CD80، CD86 اني ـباعث کـاهش ب    )AME( آمنيوتيک يغشا

 AMEله  ي کـه اپوپتـوز بـه وس ـ       يزمـان . شـود   مي ها ژن يانت IIکلاس  

ن ي ـبـر ا . شـود   مـي  مهـار  ي و مانـدگار   يرشد سلول ،  .ابدي  مي شيافزا

  و کاهش IL6و  TNF-a لي از قب  ي التهاب يفاکتورها شياساس ترشح پ  

ج ين نتا يدر مجموع ا   .۲۴ابدي  مي شيافزا IL10 ين ضد التهاب  يتوکيس

ــپ ــيشنهادي ــه   م ــد ک ــشا  AME کن ــشابه غ ــوتيک يم  ي دارايآمني

همـه   .باشـد  ي کشت سلول م   ي و مناسب برا   ي ضدالتهاب يها تيفعال

 ي موضع يش احتمال مصرف قطره چشم    يات باعث افزا  ين خصوص يا

 ـ آ باعث رايز، شود  مييسه با روش جراح  يدر مقا  تـر   شيزاد کـردن ب

ده ي ـب د يس ـآه  ي ـ بـه قرن   يتـر  ي در مدت طولان   يکي تحر يفاکتورها

 سـطح   ي متفاوت شامل بازساز   ينيط بال ين روش در شرا   يا .شود يم

 يادي ـ بن يهـا   سـلول  ينقـص نـسب   ،  هيدار قرن ي پا يها چشم در زخم  

 مـورد   يا هي ـ قرن يا هي صـلب  يهـا   زخـم  ، بولـوس  يکراتوپات،  مبوسيل

  .۶و۷رديگ مي ده قراراستفا

مبـال  ي ل يادي بن يها  اتولوگوس وکشت سلول   CLETهر دو روش       

از بـه   ي ـطرفه باعث عدم ن    کي يري در درگ  ،يدرون بافت ط  يتحت شرا 
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 يوپـس ي برداشتن ب  ،نيعلاوه بر ا   .شود ي م يمني ضدا يمصرف داروها 

 چـشم سـالم     ي برا يمتر از چشم سالم خطر جد      يليم ۱×۲ کوچک

 يبـافت   درون روش يهشگاي ـزماآه بـا روش     سي ـدر مقا  . نـدارد  يدر پ 

کـشت  تر بـراي    راحتي، سرعت و ايمني بيش    ل  ي از قب  يياي مزا يدارا

سه با دو   ي در مقا  يک مرحله جراح  يز  يمبال و ن  ي ل يادي بن يها سلول

قـادر  مار  ين ب يچن هم .باشد ي م يشگاهيازمآ در روش    يمرحله جراح 

از بـه   ي ـدم ن ن امـر باعـث ع ـ     ي و هم ـ  باشد   مي AMEEDبه استفاده از    

ز از دسـت رفـتن      ي ـشـود و ن    يمـت م ـ  يق  گران يشگاهيزماآاقدامات  

 يراح ـ ج يهـا   روش ي اوقات ط ـ  يمبوس که گاه  ي بافت ل  يرعمديغ

در  .دهـد   روي نمـي   ي در روش درون بـافت     ،دي ـآ  يم سخت به وجود  

 ين روش را بـه روش معمـول       ي ـوان ا ت ـ يم ـصورت احتمال شکـست     

CLAU  و اثـرات    رده بـه کـارب    بـا توج ـ   .ل کرد ي تبد ي بعد يدر جراح

مبـال  ي ل يادي بن يها  کشت سلول  يبرا AMEED سودمند استفاده از  

 ـ يچن ـ  هـم  .ن روش ممکـن اسـت     يا يبافت درون طيتحت شرا   يران ب

 مـورد   يالي ـتل يراپ ـيغ يادي ـا بن ي ـ ياليتل ي اپ يها گر سلول يکشت د 

در به ويـژه     COMET موارد درتواند    مي شن رو يا .ردياستفاده قرار گ  

   .رديگ مورد استفاده قراريادي بنيها فه سلولنقص دوطر

از ،  ۲۵و همکـاران   Sangwan رش منتشرشده توسـط   ک گزا يدر       

 يها  سلولطرفه نقص    کي درمان   يمبال برا ي کوچک بافت ل   يها تکه

از  متـر  يل ـيم ۲×۲ک قطعه   ي .دشطرفه استفاده    کيمبال  ي ل ياديبن

مـده و بـه     آدست  مبال دهنده از چشم سالم طرف مقابل به         يبافت ل 

 سـطح چـشم     يساز مادهآاز  پس   .م شد يقطعه کوچک تقس   ۱۰تا   ۸

 يمبال به طور مـساو    ي کوچک ل  يها  بافت ،يله جراح يرنده به وس  يگ

هفتـه   ۶بعـد از     .ع شـدند  يه توز ي قرن ي بر رو  آمنيوتيک ي غشا يرو

 يها همه چشم  زه در ياليتل ياپ بدون عروق و   ه باثبات يک سطح قرن  ي

ها نسبت به روش متداول اتوگرفت از مقدار         نآ .درنده مشاهده ش  يگ

 يشگاه اختـصاص  ياز به ازما  ين ن يچن هم.  استفاده کردند  يتر بافت کم 

 ي پرورش سلول يبرا AMEED ها از  نآهر حال     به .ها نبود  ول سل يبرا

 ـ ي ـعلاوه بر ا   . سطح چشم استفاده نکردند    يرو  وردن و آدسـت   ه  ن ب

 سطح چشم   يمبال بر رو  ي کوچک از بافت ل    يها کس کردن قطعه  يف

 ۱-۲ قطعـه    يکس کردن رو  يوردن و ف  آدست  ه  تر از ب   ار مشکل يبس

  .باشد يمبال ميل

ق ي ـنـسبت دق   .اند  پاسخ مانده   بي يدي از سوالات کل   يهنوز بعض      

ال ي ـتل ي اپ ـ يهـا   سلول موجود در کشت صفحات      يادي بن يها  سلول

 .دشـو  تعيين بايدست و   يمشخص ن  يبافت درون طيمبال تحت شرا  يل

تليـوم ليمبـال      ساز اپـي    هاي پيش   رفتارهاي باليني سلول  لازم است   

 يهـا  يريگ يو پ  تر شي ب يها با مطالعات و تعداد نمونه    ،  ونديبعد از پ  

 بدسـت اوردن    ياز بـرا  يحداقل اندازه مورد ن    . شود يتر بررس  يطولان

دوز و مقـدار   AMEED ن فرمـول يبهتر. ال نامشخص است  مبيقطعه ل 

 ،يشگاهيــزماآ هماننــد گــسترش . مــشخص شــودديــبامــصرف ان 

 يادي ـ بن يهـا   سـلول اسـقرار مجـدد       بـر  ين درمان مبتن  يت ا يموفق

ن نقش اسـتفاده    يبنابرا .شم است مبال کشت شده داخل سطح چ     يل

  .ن شودييد تعين باآلزوم  دارنده و ک نگهي به عنوان AMاز 

  

  گيري نتيجه
مار ي از چشم سالم ب    مباليمقدار کم بافت ل    از    در اين چند نمونه،     

 بـه   AM ن از يچن ـ هـم و  مبال  ي ل يادي بن يها  سلول کشت درجا    يبرا

 ي به جـا ين جهت گسترش سلولآاز عصاره   دارنده و  ک نگه يعنوان  

 .شداست استفاده    تر ارزان سانتر و آده که   يچي پ يشگاهيزماآامکانات  

 CLAU  از يب به چشم دهنده ناش ـ    يسخطر آ ن روش   ياستفاده از ا   با

ل ي از قب  يمنيبه درمان ضدا   ازين روش ن  ين ا يچن هم. شود يمحذف  

ج ينتاروش  ن  يرسد ا  يم به نظر . مبال الوگرفت ندارد  ي ل يوند سلول يپ

د يــ مــشابه بــا توليينــاي بيگهــآ شيپــ  ويکينــاتومآدوارکننــده يام

ن حـال   ي ـبـا ا   .را دارد  يبـافت  درون طيمبوس تحت شرا  ي ل يها  سلول

 يري ـگ ي با پ  ينگر بعد  ندهيآ مطالعات   د در ين با آمدت   يج طولان ينتا

  .مورد بررسي قرار گيردتر  يطولان
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