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 مقاله تحقيقي
 

  131-146 صفحات، 2، شماره 85 تابستانمجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، سال چهارم، 

١٣١

  

 ،داده شده  سلولهاي بنيادي ليمبال كشت درمقايسه فراساختار و تجلي ژني
   ليمبال و قرنيه نرمال،ملتحمه

  * .M.Sc، محمد معصومي ** .M.Scعباس پيريايي  ،* .Ph.Dحسين بهاروند  ،* .M.Scمرضيه ابراهيمي  1
  

   پژوهشكده رويانگروه سلولهاي بنيادي *
 لي و مولكولي  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيمركز تحقيقات بيولوژي سلو** 

  85 خردادماه، پذيرش 85 ماه فروردين: وصول

 چكيده
مطالعه ويژگيهاي فرا ساختار  و  تجلي ژنها در سلولهاي بنيادي ليمبال  كشت شده بر پرده آمنيون و مقايسه آن با بافتهاي  :هدف

  . سالمطبيعي ملتحمه، ليمبال و قرنيه 
 ايمنوسيتوشيمي و ايمنوبلات به منظور  ،RT-PCR (ReversTranscriptase Polymerase Chain Reaction)  روشهاي :امواد و روشه

هاي تازه تهيه شده ليمبال،  ، تمايز يا تكوين اپيتليوم قرنيه در نمونه)Stem ness(بررسي تجلي ژنهاي موثر در حفظ خصوصيات بنيادي 
روش . ليمبال كشت شده بر پرده آمنيوتيك، در زمانهاي متفاوت مورد استفاده قرار گرفتندقرنيه، ملتحمه انساني و سلولهاي 

  .ميكروسكوپ الكتروني  نيز براي بررسي فراساختار سلولهاي كشت شده و بافتهاي مربوط استفاده شد
) فاقد سلول( را بر پرده آمنيوتيك برهنه متر مربع  سانتي2×2اي به اندازه تقريبي   سلولهاي كشت شده صفحه  هفته،3-2 پس از :ها يافته

 و  K12بيان ژن . بودند+P63  و-Pax6+ , Oct4+ K3 ژن از نظر بيان سلولهاي كشت شده در تمام مراحل كشت. تشكيل دادند 
كاهش  با افزايش زمان P63 در حالي كه بيان ژن ، روز كشت ظاهر شد و با افزايش زمان كشت افزايش يافت14 پس از 43كانكسين 

و +Oct4+/PAX6+/ K3- /K12- /P63مقايسه سلولهاي كشت شده با نوع طبيعي آن نشان داد كه بافت ليمبال داراي ژنهاي . يافت
 /-Oct4+/PAX6+//K12+  K3و بافت ملتحمه نيز داراي ژنهاي Oct4+/PAX6+/ K3+/K12+/- P63  ژنداراي  بافت قرنيه

P63+بال كشت شده نشان دهنده شباهتهاي فراواني بين اين سلولها و اپيتليوم قرنيه طبيعي بودبررسي فراساختار سلولهاي ليم. بودند .  
نتايج نشان داد كه سلولهاي ليمبال كشت شده جمعيت هتروژني متشكل از سلولهاي بنيادي، سلولهاي  پيش ساز و   :گيري نتيجه

اجد ساختار و اندامكهاي نابالغ درون سلولي بودند اما از نظر همچنين هرچند كه سلولهاي كشت شده و. سلولهاي تمايز يافته هستند
  .ساختار و ويژگيهاي درون سلولي مشابه نمونه طبيعي بودند

   
  بنيادي ليمبال، قرنيه، فراساختار پرده آمنيوتيك انساني، سلولهاي :ها كليدواژه

  

__________________________ 
گـــروه ســـلولهاي بنيـــادي،            تهـــران پژوهـــشكده رويـــان،  :آدرس مكاتبـــه 

   E-mail:baharvand50@yahoo.com        19395-4644: صندوق پستي
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  مقدمه
دهـد،     مـي    را پوشـش     چـشم    جلـويي    سطح   كه   قرنيه  تليوم  اپي
قرار     پويا و متعادل    در سطحي بوده و همواره      ز اكتودرم شتق ا م

   اشـكي   حوضـچه   بـه   آن  سـطحي    سـلولهاي   كه   طوري  ، به دارد
  عمـل ،  شـوند   مـي     آن   جديد جايگزين    و سلولهاي   كرده  ريزش
   بنيادي  سلولهاي .]1[شود    مي تسهيل اين روند     سبب   زدن  پلك

منبعـي از   )   و قرنيـه     ملتحمـه    بـين   مرز (  ليمبال  مستقر در ناحيه  
اي براي باز سازي اپيتليوم قرنيـه هـستند ايـن             سلولهاي ذخيره 

 (self-renewal)نـوزايي   علت دارا بودن خاصيت خود       هبسلولها  
ه در  ي ـيم اپي تليوم قرن   م تر نيز و   ]3[ مسئول حفظ تماميت      ،]2[

  .]4 و 3[ هستندجراحات و حالات طبيعي 
  اوينـسون و (Davanger)  داوانگـر 1971   ل بـار در سـا   اولـين 

(Evensen) جـوش  و  قرنيـه  تليـال  اپـي زخمهـاي   با  در بيماران  
   پيگمانـه   تليالي   خط اپي   ، مهاجرت قرنيه هاي اطراف    خوردگي

  و بدين ترتيـب   كردند   گزارش  مركز قرنيه  به  ليمبال را از ناحيه 
   انـدام   عنوان را به (Palisades of voget)   ليمبال ساختار پاپيلاري

مطالعـات  ساير   .]5[نمودند     گزارش   قرنيه  تليال   اپي  توليدكننده
 بـا   يي سـلولها       حـاوي    ليمبال  قاعده اي   ناحيهداد كه     نشاننيز  

است در اين ناحيه تعـداد         بنيادي  سلولهايخصوصياتي مشابه   
لاوه  ع ـ  بـه ]. 1-8[وجـود دارد      تمـايز يافتـه   كمي از سـلولهاي     

   نسبتا تمايز نيافته  از تكثير سلولهاي  ناشيعمدتاًكه نئوپلاسمها 
   ].9 و 2-5[شوند  مشاهده مي   هستند، در اين ناحيه بيشتر

 LSC) (Limbal Stem Cells كه سـلولهاي بنيـادي ليمبـال    زماني
فاقد عملكرد باشند يا در عملكـرد صحيحـشان دچـار نقـص             

ه و از   محتي مشتق از بافت مل    ه توسط سلولها  ي سطح قرن  ،ندشو
ــكل  ــامي شـ ــلولهاي جـ ــه سـ ــي، پجملـ ــيده مـ ــ وشـ د وشـ

(ConjunctivaliZation)          ه ي ـ و نفوذ عروق خـوني بـه ناحيـه قرن
 10[ه  دش ـبا التهاب و زخم قرنيه همراه       اين امر    .يابد  شدت مي 

گيــري بيمــاري نقــصان ســلولهاي  اي از شــكل  نــشانهو] 11 و
وامل مـوثر در بـروز ايـن         ع .]11[است   )LSCD(بنيادي ليمبال 

 از جملـه  ،بيماريي عبارتنـد از عوامـل مـادرزادي يـا اكتـسابي        
ــندرم     ــايي، س ــدمات گرم ــيميايي و ص ــات ش -Stevenجراح

Johnson, ocular Cicatricalpemphigoid, Extensive Recurrent 
Petrygium ] 10-12.[  

براي بازسازي قرنيه در اين بيمـاران چنـدين راهكـار درمـاني             
توان بـه پيونـد پـرده آمنيوتيـك، پيونـد             ه شده است كه مي    اراي

اتوگرافــت يــا آلوگرافــت ناحيــه ليمبــال و در نهايــت پيونــد  
روش .  سلولهاي ليمبال كشت شده در آزمايشگاه اشاره نمـود        

اخير واجد مزاياي بسياري ازجملـه اسـتفاده از بافـت ليمبـال             
در . ]13-15 و   1[خود بيمار و حذف احتمال رد پيوند اسـت          

 ـ  يستفاده از پرده آمن   حقيقت ا  عنـوان يـك سوبـستراي       هوتيـك ب
 سلولهاي بنيادي ليمبال بـه منظـور         با مناسب در پيوند همزمان   

. ]16-19[بـوده اسـت     درمان بيماران بـا نقـص جزئـي مـؤثر           
همچنين موفقيتهـاي چـشمگيري در بازسـازي اپيتليـوم قرنيـه         

پرده آمنيـون   بدنبال پيوند سلولهاي كشت شده ليمبال بر روي         
  ].21 و 20، 15، 14[دست آمده است  به

از آنجا كه شناخت بيولوژي سـلولهاي بنيـادي حـائز اهميـت             
تواند اطلاعات مفيـدي      فراوان بوده، و بويژه در روند تمايز مي       

را در خصوص نحوه، مكانيسم و زمان انجام تمـايز سـلولهاي            
ر و تمـايز    بنيادي بيان دارد، با طراحي مطالعه حاضر نحوه تكثي        

سلولهاي بنيادي ليمبال به اپيتليوم قرنيه در محـيط آزمايـشگاه            
  .از نظر فراساختار و بيان ژنها مورد مطالعه قرار گرفت

  
  مواد و روشها

 محلولها و مواد شيميايي
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham’s محيط  كـشت  

F12  (DMEM/F12, 16141-079) ،   هنكـز    محلول بـافر نمكـي
(HBSS: Hancs Buffer Salt Solution, 14185-045) ،  ديـسپاز II 

 ,FBS) و سرم جنين گاوB (A9528) آمفوتريسين , (17105-041)

ــركت (21331-20  Gibco (Grand Island, NY, USA) از شـ
-H0888) هيـدروكورتيزون  ،(G1387)جنتامايسين. خريداري شد 

اكتور رشــد  فــ, (DMSO D2650) دي متيــل سولفوكــسيد ،(56
  ،hEGF, E9644)(   اپيـــــــــــدرمال انـــــــــــساني
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 (B2261) هوخـست ،(ITS, 55261)سـلينيوم  /ترانسفرين/انسولين
   ,Sigma(St Louis, MOاز شـركت (P4170)و يديـد پروميـديوم  

USA) و كلراتوكسين زيرواحد  A G115)  (  از شركت بيومـول
),Japan  Biomol  ( تهيه شـد .DNaseI) (EN0521،    كيـت سـنتز

cDNA (K1622) ،  آنـزيم Taq DNA polymerase  (EP0403) از 
ــاز    RNA IIو كيــت  ) (Fermentas , Germanyشــركت فرمنت

   . تهيه شدMacherey Nagle (Germany) از شركت (740955)
  

  وتيك برهنه ي آمن يكشت قطعه اي ليمبال بر غشا
 سال از بانـك چـشم   50-20م از اجساد ــهاي كامل چش    رهـك

ــران  ــران(اي ــه  (¯HIV¯-HBV¯-HCV)) ته ــه ) n=5(تهي و ناحي
 حـاوي آنتـي     DMEM/F12 و در محـيط      شدجدا  ليمبوس آنها   

 µg/ml (Bو آمفوتريـسين    ) µg/ml 50(بيوتيكهاي جنتامايـسين  
آنـدوتليوم    بافتهاي اضافه شامل عنبيه،   . شد شستشو داده    )25/1
پــس از باقيـــــمانده بـافتي  ه جـدا و  مــحته و مليبله، ص ـي ـقرن
 حاوي آنتي بيوتيـك بـه ظـرف         DMEM/F12تشو با محيط    شس

عاري از   (HBSS در) II ) U/ml2 /1 زيم ديسپانــــــزحاوي آ
Ca+2   و (Mg+2  37 دقيقه در دمـاي      15-10 به مدت     و   منتقل 
از  پـس   بافتهـا  .شـد  انكوبـه   درصـد CO2 5،  گراد  سانتي  درجه

 بـه   درصدES FBS 10 حاوي DMEM/F12محيط شستشو  در 
 ينيـس و آمفوتر )  µg/ml50(راه آنتي بيوتيكهاي جنتامايسين     هم
B)µg/ml  25/1( ــط اســكالپل در قط  mmعات ـــــــ  و توس
  .]23 و 22[ند  برش داده شد1×1×1/0

 آمينوتيـك انـساني در زمـان سـزارين از مـادران سـالم               يغشا
(HBV¯-HIV¯)    پـس از جداسـازي     ، و    به صورت استريل تهيه

ــه ركو ــون و لاي ــر  ي ــاي زي ــط بافرينه ــ توس ــي ف        سفات نمك
(PBS: Phosphat Buffer Saline) سيلين حاوي پنيU/ml) 1000( 

ــ ــسوزين )µg/ml50 (ينساسترپتومايـ ــد3/0( و افلاكـ ، )درصـ
ابعـاد  در  ده و   انييتروسـلولز گـستر   نبـر   شـد و سـپس      شستشو  

cm3×3  برش داده شد و در محـيط DMSO M) 5/1 (  در فريـز
حاوي آنتي   PBS غشاء با    ، استفاده در زمان . شد نگهداري   -80

 دقيقـه در محلـول      15بيوتيك شستشو داده شـد و بـه مـدت           

EDTA) 1/0شـد نكوبه  ا گراد   درجه سانتي  37در دماي   )درصد. 
ر محـيط حـاوي كلريـد آمونيـوم         ي د سپس سلولهاي اپي تليال   

 ء،ن از برهنه بـودن غـشا      از اطمينا پس  . جدا شدند ) درصد10(
اي بــه گونــه اي   خانــه6هــاي كــشت  در پليتپــرده آمنيوتيــك

. بـه بـالا قـرار گيـرد        گسترانيده شد كه سطح اپي تليال آن رو       
وتيـك قـرار   ي آمن يسپس يك قطعـه از ليمبـال در مركـز غـشا           

-ES) درصد10( حاوي DMEM/F12حضور  گرفت و كشت در     

FCS  ،DMSO )5/0درصد(،  EGF ng/ml) 27( ,  انسولينµg/ml) 
  ،)5(μg/ml يملن، ســـــــ)5(μg/ml رينفسنـــــــترا  )5

ــدروكورتيزون ــسين  ،)μg/ml)5/0هي  ,)A   ng/ml)30كلراتوك
 ـ  و ال) 25/1 (B μg/ml آمفوتريـسين   ,)μg/ml) 50جنتامايسين
  و تحت شرايط   گراد  درجه سانتي 37 در دماي    mM 4 گلوتامين

پـس از   .  صـورت گرفـت    اكسيژن درصد95 و   CO2) درصد5(
 كـشت برداشـته    روز از كشت، قطعه بـافتي از    13-15گذشت  

محيط .  روز در غياب قطعه ادامه يافت      7شد و كشت به مدت      
 ميـزان مهـاجرت سـلولي توسـط       .شـد  روز تعـويض     3-2هر  

  ]7-19 و 1[ شدميكروسكوپ فازكنتراست مورد بررسي 
  

    نوري  با ميكروسكوپ بررسي
   كـشت   مدت در طول (Invert)   معكوس  نوري از ميكروسكوپ

ي كشت شـده  و مورفولـوژي   رايط سلولها ش  منظور بررسي   به
   .شد   استفادهآنها

  
بــه منظــور بررســي حــضور ايمنوسيتوشــيمي 

  Oct4و  P63، 43 كانكسين، 3كراتينژنهاي 
به منظور تاييد سـلولهاي     روش ايمنوسيتوشيمي غيرمستقيم    از  

 ، 43كانكـسين ،  K)3 (3 ژنهاي كـراتين   براي مطالعه كشت شده   
P63  و Oct4 درصد4 هيد پارافرمالددرسلولها بتدا ا. شداستفاده 

شستشو با بافرفسفات     دقيقه ثابت شدند و پس از      30به مدت   
 PBST: Phosphat Buffer Saline(درصد 5/0نمكي حاوي توئين 

Twein(  توسط محلول PBS   100 تريتون   درصد2/0 حاويX  به
  سـپس بـه منظـور حـذف     . شـدند  دقيقه نفـوذ پـذير    10ت  دم
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 سرم  درصد10  حاوي PBSسلولها در   ،  اتصالات غيراختصاصي 
پـس از   . در دماي اتـاق تيمـار شـدند         و   ساعت   1بز به مدت    
  سلولها با آنتي باديهاي مونوكلونـال موشـي بـه    PBSTشستشو با  

مشخـصات و رقـت     . شدند ساعت در دماي اتاق انكوبه       1مدت  
  .  نشان داده شده است1آنتي باديهاي مورد استفاده در جدول 

ه منظور آشكارسـاختن مكـان اتـصال آنتـي باديهـاي          بدر انتها   
 در رقـت  FITC كونژوگـه بـا   Anti –IgG1آنتي بـادي  از اوليه، 

ــتفاد ا200/1 ــه ه س ــنت  و نتيج ــكوپ فلورس ــط ميكروس توس
)Nikon, Japan (هـاي كنتـرل     نمونـه .مورد بررسي قرار گرفت

.  موشـي تيمـار شـدند      IgGمنفي به جاي آنتي بـادي اوليـه در          
بـه   )g/mlµ10 (33342و يا هوخـست   1 (PI) يدايدپروميديوم

  . شدستفاده ارنگ آميزي هسته سلولها منظور 

  
  ايمنوبلات

. بافتهاي ملتحمه، قرنيه و ليمبال از بانك چشم ايران تهيه شـد           
دسـت آمـد و        چرخه فريز و ذوب عصاره سلولي بـه        5توسط  

پس از سـنجش غلظـت پروتئينـي بـه روش برادفـورد ميـزان               
g/mlµ20      پلي اكريل آميد تزريق شد و      % 5/7از هركدام به ژل

ــذ     ــه كاغ ــي ب ــدهاي پروتئين ــورز، بان ــام الكتروف ــس از انج پ
از .  بلاك شـد   صددر BSA 3قل و غشاء توسط     تنيتروسلولز من 

  و آنتي بادي ثانويه    ) 1جدول   (K3,P63,Oct4آنتي باديهاي ضد    
  

ــد  ــت    IgGض ــسيداز در رق ــا پرواك ــه ب ــه 200/1 كونژوگ  ب
بررسي محتواي پروتئيني هر باند استفاده شـد و سـپس           منظور

  . آشكار شدندDABمكان باندها توسط 
  

واكنش نـسخه     توسط ني  تجزيه و تحليل بيان ژ    
  (RT-PCR)برداري معكوس 

و ) 3K و12K( اپــي تليــال قرينــه هي ويــژهــابيــان ژنبررســي 
هاي   نمونهدر   Oct4 و   Pax6و نيز   ) 63P(سلولهاي بنيادي ليمبال  

ــا ــيل ليمب ـــده   (Invivo Limbal, L)طبيع ــشت شــــــ و ك
(Limbal Culture Epitelium, LCE ) ،اپي تليال قرنيه طبيعي (In 

vivo Cornea, K)  ــي ــه طبيع ــال ملتحم ــي تلي  In vivo) و اپ

Conjunctiva, C)   توسط واكنش نسخه بـرداري معكـوس (RT-

PCR)  موجـودي   بـدين منظـور     . ت صورت گرفRNA  ها  سـلول
ـــتوس ــتخراج RNX-PLUS TM طــــ ــتفاده از  و  اس ــا اس  ب

 Revert nid TM H minus و كيتRandom Hexamerپرايمرهاي 

First Strand CDNA Synthesis رشته مكمل cDNA ساخته شد .
 نـشان داده    2مشخصات پرايمرهاي مورد اسـتفاده در جـدول         

 بـر روي   PCRپـس از انجـام واكـنش    محصولات . شده است
از يكــديگر جــدا و پــس از رنــگ   (Fermentas) 5/1%آگــارز 
  UVلومينوتـور نس تراتوسط دستگاه  دبا اتيديوم برومايآميزي 

(Uvido , UK)  آشكار شدند.  

  
   مشخصات آنتي باديهاي مورد استفاده در ايمنوسيتوشيمي1جدول 

  نام Host/Isotype  شركت  شماره كاتالوگ  ضريب رقت

100/1  MAB4135  Chemicon  Ms IgG2a  Anti P63  
100/1  CBL-218  Chemicon  Ms IgG1  Anti K3/K12 (AE5)  

50/1  C8093  Sigma  Ms IgG  Anti Connexin 43(Clone 
CXN-6) 

50/1  MAB1759  R&D.  MsIgG  Anti Oct4 
  
  

  
1. Promidium Iodide  
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  نيمه كميRT-PCR مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در 2جدول 

Gene bank 
accession 
number  

Annealing 
Temperature 

(°C)  
Size(bp)  Primer sequences (5´-3´)  Genes  

NM_057088 58 428 F: GAG CGG  AGC AGG TGG CTTT 
R: GGT CAG TCT CCA CTT TGA G Cytokeratin K3  

NM_000223 64 378 F: TGC GAG CTC TAG AAG AGG CTA 
R: CCT CGT GGT TCT TCT TCA TGT A Cytokeratin K12 

NM_003722 62 415 F:  CGG ACC TGA GTG ACC CCA T 
R:  TCC GTG ACG TCG TGA GCT T P63 

NM_002701 67 187 F: CTT GCT GCA GAA GTG GGT GGA GGA A 
R: CTG CAG TGT GGG TTT CGG GCA OCT4 

NM_001604 62 337 F: TCC ATC AGT TCC AAC GGA GAA G 
R: GTG GAA TTG GTT GGT AGA CAC TG Pax6 

NM_001101 60 213 F: TGC GTG ACA TTA AGG AGA AG 
R: TGA AGG TAG TTT CGT GGA TG β-actin 

  
  نگاره    الكتروني ها با ميكروسكوپ  نمونه مطالعه

(SEM) 
 2   مـدت   بـه درصد5/2تارآلدئيد  گلو  توسط محلول    اوليه  ثبوت
 درصد1   تتراكسيداسميوم   توسط محلول   ثانويه، و ثبوت     ساعت

از   آبگيـري سـپس جهـت     .  ساعت انجام گرفـت    5/1   مدت  به
  اسـتفاده شـد، و عمـل         يابنـده    افـزايش    الكلها با غلظـت    سري
   شب  يك  مدت به و (Air drying)در هوا ها   نمونه كردن خشك

ــد ــام ش ــس از . انج ــسباندنپ ــه چ ــا روي  نمون ــاstub   ه   يه
پوشش طـلا   Sputter coater  دستگاهها توسط   نمونه ،آلومينيومي

 Zeiss DSM) نگـاره    الكتروني  ميكروسكوپ داده شده و توسط

940A) بررسي و ميكروگرافهاي الكتروني تهيه شد . 

  
   الكترونــي هــا بــا ميكروســكوپ  نمونــه مطالعــه

 (TEM) گذاره
در بـافر  درصـد  5/2  گلوتارآلدئيـد   محلول، توسطها  نمونهداابت

 ثابت شدند، و بعـد   ساعت2   مدت به 0.1M (pH=7.4)  فسفات
ــشو ــه از شست ــدت  ب ــاعت5/1   م ــول  س ــد1   در محل   درص

   رو بـه  از غلظتهاي  آبگيريبراي .  قرار گرفتند كسيداسميوماتتر
انجـام     اپوكسي  ين رز  گيري در  قالب. شد   استفاه   استن  افزايش
ــد ــازك  فــوق  برشــهاي .گردي   توســط دســتگاه (Ultra-thin)   ن

 70   بـا ضـخامت    ، المـاس    از تيـغ     و با اسـتفاده     اولتراميكروتوم

 . گرديد منتقل  اي  خانه200  گريدهاي  و بر روي  شد نانومتر زده
 ، و  يورانيل   استات درصد5  محلولبرشها نيز توسط      آميزي  رنگ

تهيـه    جهـت .  انجـام شـد     سـرب     سـيترات   درصـد 5/0 محلول
  ميكروسـكوپ   منفـرد توسـط     ، برشـهاي    الكترون ميكروگرافها 

 KV   پتانسيل  اختلاف و تحت  (Zeiss EM 900)   گذاره الكتروني

  .عكسبرداري شدنظر مناطق  قرار گرفتند و  مورد بررسي 80
  

  ها  يافته
   شده  كشت  سلولهاي مورفولوژي
ثير سلولها طي روزهاي اوليه به كندي صـورت         مهاجرت و تك  

 هفته يـك    3-2كه طي     طوري  گرفت و سپس افزايش يافت  به      
متـشكل از    يــفـضاي  cm2-1 حـدود  در   تليـالي  صفحه اپـي 

   سـطح   برقراري و ارتبـاط بـا     .  ادد     ا پوشش سلولهاي همسان ر  
 .سلولي است  و تكثير      مهاجرت   اين   كننده   تأمين  آمنيوتيكپرده  

نمايـان  )A1شـكل   (سلولهاي مهاجر ابتدا بـه صـورت دوكـي          
در ابتـدا  . يافتنـد ) B 1شـكل (شدند و سپس ظـاهري مكعبـي   

اما در كشتهاي   ) B1شكل  (  بود 1:1نسبت هسته به سيتوپلاسم     
طولاني مدت در اندازه، شكل و نسبت هـسته بـه سيتوپلاسـم             

 ائـوزين   -رنگ آميزي هماتوكـسيلين   . سلول تغيير مشاهده شد   
ر كشتهاي طولاني مدت حضور  چندين لايه سلولي را نشان           د

  .داد
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 in و in Vivoمقايسه بيان شاخصهاي سلولي در 

Vitro    
  و K ،3 K 12(هي ـاختـصاصي قرن شاخصهاي براي بررسي بيان 

و ژنهـاي   ) P63(، شاخصهاي پيـشنهادي ليمبـال       )43 كانكسين
Pax6   و OCT4    آنتـي    با اسـتفاده از    -ايمنوسيتوشيمي   از روش

 نيمـه   RT-PCR و   -)1جـدول (باديهاي منوكلونـال اختـصاصي    
 استفاده -)2جدول ( با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي   –كمي  
 بافتهـاي طبيعـي شـامل       - آزمايشها در دو گـروه الـف       .گرديد

ــال و ملتحمــه و ب ــه، ليمب  ســلولهاي كــشت شــده در -قرني
  .   صورت گرفت21 و 14, 7زمانهاي متفاوت  شامل روز 

 نيمـه  RT-PCRعنوان كنترل داخلـي،   به  اكتين،-βبا استفاده از 
كمــي انجــام گرفــت و الگوهــاي بيــاني متفــاوتي در ژنهــاي  

) In Vivo(هاي بـافتي   پيشنهادي و ماركرهاي تمايزي در نمونه
 شكل 3جدول(دست آمد  به) In Vitro(و سلولهاي كشت شده 

A-C2 .(ايي بيان پروتئين هستهP63  يتليـال ليمبـال،    در بافـت اپ
  در .مـشاهده شـد   و نيز تمام مراحل كـشت سـلولي    ملتحمه

تليال قرنيه بيان ضعيفي داشـت يـا         حالي كه  در سلولهاي اپي     

 شــاخص A-C2 .(mRNA شــكل 3جــدول(اصــلا بيــان نــشد 
 به فراوانـي در اپـي تليـال قرنيـه           3Kتمايزي اختصاصي قرنيه    

 سـلولهاي كـشت     مشاهده شد و در ناحيه ليمبال، ملتحمه و يا        
اين در حالي بود كه     ). A-C2 شكل   3جدول( شد  شده بيان نمي  

 در بافت   K12شاخص ديگر؛ سلولهاي تمايز يافته قرنيه  يعني         
ملتحمه و كـشتهاي طـولاني مـدت سـلولهاي ليمبوسـي بيـان              

گرديد و بياني از آن در بافت ليمبوسي مشاهده نگرديد و يا       مي
). A-C2 شـكل    3جـدول ( بـود    از بيان بسيار پاييني برخـوردار     

 K12مقايسه بافتهاي طبيعي و سلولهاي كشت شده از نظر بيان 

ــشان داد   P63 و   ــروه ن ــن دو گ ــين اي ــي داري ب ــاوت معن         تف
افـزايش يافتـه ايـي از ايـن دو مـاركر در              كـه بيـان     طـوري ه  ب

از سـوي  . سلولهاي كشت شده نسبت به نوع طبيعي ديده شـد    
افــزايش مــدت زمــان كــشت افــزايش  بــا  K12ديگـر؛  بيــان  

)P<0.01 ( وP63كـــاهش يافـــت )P<0.05 .( هرچنـــد كـــه در
 12 كــراتين mRNA روز، 7سـلولهاي كــشت شـده بــه مـدت    

)K12 (قابل تشخيص نبود)شكل  و 3جدول A-C2.(  

  
  هاي بافتي مختلف و زمانهاي متفاوت كشت سلولهاي ليمبوسي  نيمه كمي در نمونهRT-PCR نتايج . 3 جدول

  

Oct4  Pax6  P63  K12 K3             Genes 

0.85±0.22  0.35±0.07  0.92±0.18  1.4±0.04  0.00  Conjunctiva   

0.93±0.18  0.74±0.17  1.23±0.20  0.00 0.00  Limbus  Fresh Tissue 

0.87±0.21  0.67±0.12  0.00  1.75±0.06  0.54±0.02  Cornea   

0.98±0.12  1.23±0.21  1.47±0.09  0.00  0.00  7th d  

0.94±0.17  1.03±0.24  1.18±0.15  0.35±0.09  0.00  14th d  

1.04±0.26  1.67±0.34  1.03±0.26  1.86±0.25  0.00  21st d  

Cultured 
Limbal 
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پـرده  روي بـر  قطعـه ليمبـال كـشت شـده        فتـوميكروگراف  .1شكل  
شـكل در    كـروي  ييسـلولها پس از كشت     دو روز    .(A,B) كيوتيآمن

كه شروع به مهـاجرت     هانبرخي از آ   ند و  ظاهر شد  اين قطعه اطراف  
سـلولها   روز   21بـا گذشـت   . (A)دارنـد   شكل  كرده اند حالتي دوكي     

 2*2ي در حــدود ســطححــالتي سنگفرشــي و مطبــق پيــدا كــرده و 
 اسكنينگ الكتـرون ميكروگـراف      .(B)اند  ده  ان پوش رامتر مربع   يسانت
 كشت، سلولهاي چند وجهي سنگفرشي و داراي ميكروويلي   14روز  

  .دهد  فلش مرز سلولها را نشان مي(C)دهد  را نشان مي

Pax6             از جمله فاكتورهاي نسخه برداري اسـت كـه در تكامـل 
اي اپيتليالي موثر است ايـن ژن       چشم و تنظيم مورفوژنز سلوله    

در ناحيه ليمبال و قرنيـه از بيـان بـالاتري نـسبت بـه ملتحمـه          
 و بيـان آن در سـلولهاي كـشت شـده     ( P<0.05)برخوردار بود

ــشان   ــزايش معنــي داري ن ــه بافتهــاي طبيعــي اف ــسبت ب  داد ن
كه  نيز از جمله ژنهايي است       A-C2 .(OCT4شكل  و   3جدول(

ني و برخـي از سـلولهاي سـرطاني بيـان           در سلولهاي بنيادي جني   
تليالهـاي متفـاوت يـا سـلولهاي         در اين مطالعه بين اپـي     . شود  مي

 تفـاوتي   OCT4كشت شـده در زمانهـاي متفـاوت از نظـر بيـان              
ايمنو بـلات بـا اسـتفاده از         ).A-C2 شكل   3جدول(مشاهده نشد   

 بـر عـصاره سـلولي قرنيـه،      Oct4 و K3, P63آنتي باديهاي ضـد  
و نيز ايمنوسيتوشيمي بـا اسـتفاده از        ) D2شكل( ملتحمه   ليمبال و 

ــد     ــصاصي ض ــاي اخت ــي باديه ــر CX43 و Oct4 ،P63 ،k3آنت  ب
ــاي    و 4جــدول (21 و 14 ، 7ســلولهاي كــشت شــده در زمانه

ــكل ــايج  ) 3ش ــد RT-PCRدرســتي نت نتــايج .  را تاييــد نمودن
ايمنوسيتوشيمي نشان داد كه در سلولهاي كشت شـده كانكـسين           

43)CX43 (   در .  پس از كشت  قابـل تـشخيص نيـست          7در روز
 كشت درصد بسيار كمي از سلولها به بيان اين شـاخص            14روز  
پردازند و افزايش زمان كشت سبب افزايش تعـداد سـلولهاي             مي

  ).3شكل (شود   مي43مثبت از نظر كانكسين 
  

فراساختار سلولهاي كشت شـده توسـط       بررسي  
 گـذاره    و (SEM)نگـاره   كروسكوپ الكترونـي    يم

(TEM) 
بـا  )  روزه 14(سلولهاي كشت شده    ) آزاد(بررسي سطح بالايي    

اي از      ميكروسكوپ الكتروني اسـكنينگ حـضور لايـه پيوسـته         
، انـدازه   )C1شـكل   (سلولهاي سطحي سنگفرشي را نـشان داد      

اين سلولها  .  ميكرومتر محاسبه گرديد   30-20سلولها در حدود    
ه و سطحشان توسـط     داراي مرز كاملا مشخص با يكديگر بود      

شـكل  (ميكروويليهاي كوتاه و انگشتي شكل پوشيده شده بود         
C1 .(          سلولهاي سطحي از نظر مورفولـوژي همتـاي سـلولهاي

اپي تليالي قرنيـه طبيعـي انـساني بودنـد بـا ايـن تفـاوت كـه                  
ميكروويليها در اين سلولها كوتـاهتر و پهـن تـر از نـوع طبيعـي                

  . بودند
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  هاي بافتي و زمانهاي متفاوت كشت سلولهاي ليمبوسي وشيمي و ايمنوبلات در نمونه نتايج ايمنوسيت.4جدول 

نمونه ها  Immunoblot   Immunocytochemistry   

بافت ها  K3/K12 P63 Oct4  Cultured Cells K3/K12 Cx43 P63 Oct4 
 7th d N/D N/D N/D N/D + + + ملتحمه
ليمبوس - + + 14th d 17.60±6.63 7.43±4.28 78.41±7.24 60.27±0.90 

قرنيه + +/- + 21st d  34.85±8.00 30.20±8.23 64.80±3.83 65.84±0.53 

  
  

 
 

        

                      
 cDNAتصوير الكتروفـورز  ) A.( ليمبال و قرنيه نرمال,هاي ملتحمه  در نمونه Pax6 و OCT4 ، ليمبال ، نتايج بيان ژنهاي اختصاصي قرنيه 2شكل 

 نمونه بافـت طبيعـي و   4 را در OCT4و )K3, K12, P63, PAX6( را براي ژنهاي متعلق  به چشم mRNAنهاي مربوطه حضور و يا عدم حضور ژ
در سلولهاي ليمبوسـي  ) C( در بافتهاي طبيعي و K3, K12, P63, PAX6, OCT4نهاي ژ نيمه كمي RT-PCRنتايج ) B.(دهد كشت شده را نشان مي

: LCE ,ملتحمـه نرمـال  : C ,ليمبال نرمـال : L ,بافت قرنيه نرمال: P<0.05, **: P<0.01)..(K :*. (ايج ايمنوبلات در بافتهاي طبيعينت) D. (كشت شده
  .سلولهاي بنيادي جنيني: hESC ,سلولهاي كشت شده ليمبالي
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 در سلولهاي ليمبوسي كشت شده بر K3/K12و ) CX43(43 كانكسين ، P63 ،OCT4  نتايج رنگ آميزي ايمنو فلورسنت براي شاخصهاي  .3شكل 
   μm200 :بار.  رنگ آميزي شده اند33342هسته سلولها با هوخست .  پس از كشت21 و 14پرده آمنيوتيك در روزهاي 
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لولهاي در حـال تمـايز را در   ، كـه فراسـاختار س ـ  كي ـوتيپـرده آمن  ترانسميشن الكترون ميكروگراف سلولهاي ليمبال كشت شـده بـر روي             4 شكل
: BM ,پـرده آمنيوتيـك      : AM. نـشان ميدهـد   ) H(طبيعـي   و قرنيـه    ) G (طبيعـي  ، ليمبال     روز پس از كشت    14 (C,D)  ،21 (E,F)،  (A,B) 7روزهاي  

: M ,پنجـه در پنجـه    د سـلولي    يزوا: ID ,همي دسموزوم : HD ,دستگاه گلژي : G ,دسموزوم: D ,هاي كلاژن   رشته: Co ,سيتوكراتين: C , پايه يغشا
سـلولهاي  : SBC ، سلولهاي قاعده ايـي : Bc ،ملانين: Me ،هستك: N   ،شبكه آندوپلاسميك خشن: RER    ،هسته: N ،ميكروويلي: MV ,ميتوكندري

   SC sg,gihd sxpd: ، اي مجاور قاعده
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 توسـط ميكروسـكوپ     مطالعه فراساختار سلولهاي كشت شده    
 لايـه سـلول متـشكل از        7-2 الكتروني ترانسميشن نيزحضور    

هاي سلولي در  تعداد لايه. اپيتليوم سنگفرشي مطبق را نشان داد   
 بـه   كنواخت نبـود  يدر كل كشت    ه كم و     روز 14 و 7كشتهاي  

 ه و در نـواحي    يك لا يتنها  گاه  در برخي نواحي    اين ترتيب كه    
 سـلولهاي اپيتليـال ليمبـال       .ندديرس  ه سلول مي  يلا به سه ديگر  

كاملا به هـم متـصل شـده و اتـصالات بـين سـلولي در بـين                  
در كشتهاي كوتاه   ). A-D4شكل  (سلولهاي مجاور مشاهده شد     

 دسـموزومها بـه مقـدار كـم          و نيتوكراتيتوكندري، س ي م مدت  
همچنـين  . داشـتند كروي  ظاهري  وجود داشته و هسته سلولها      

هـاي     و اسـتطاله   اشـت وسـيعي وجـود د    ن سـلولي    يفضاهاي ب 
ايـن در حـالي     . بودنـد ار كم   يا بس يل نشده   يتوپلاسمي تشك يس

 بودنـد ل  يليها در سطح فوقاني در حال تـشك       يكروويماست كه   
ش ي روز سـبب افـزا     21 بهش مدت كشت    يافزا. )A,D4شكل(

 ـتعداد لا   ه سـطحي  ي ـدر ناح . شـد  لايـه  7هـاي سـلولي بـه         هي
و اي پايين تر بوده     ه  و سنگفرشي بيش از لايه     هديكشسلولهاي  

ــا  آزادســطح در  ــاي متراكميكرووي مآنه ــر ليه ــري منظم  وت  ت
 بـه   سـلولهاي سـطحي     در  هسته دوكي شكل     .شد  مشاهده مي 

 ـامـا سـلولهاي لا    شد    ندرت ديده مي   ن تـر داراي    ييهـاي پـا     هي
فواصل  .بودندن با هستك مشخص     يوكروماتيي  يضهاي ب   هسته

و به  بود   سطحيه  يز ناح ش ا ي ب قاعده ايي ه  ين سلولي در ناح   يب
. ه فوقـاني فـشرده تـر باشـند     ي ـ كه سلولها در ناح    يدرس  نظر مي 

 ـ        يزوا ن سـلولي بـه     يد انگشتي شكل سلولها كه در فـضاهاي ب
گر يكـد يبرخي نواحي با     در ده شده بودند  يگر كش يكديسمت  

ــه   ــه در پنج ــده  (Interdigit)پنج ــدش ــط   .بودن ــلولها توس س
 ـتعـداد ا   متـصل شـده و    گر  يكديدسموزومها ي فراواني به      ن ي

 در  .بـود هاي تحتاني     هيش از لا  يهاي فوقاني ب    هياتصالات در لا  
كشتهاي طولاني مدت سلولهاي بـازال بـه سـنتز غـشاي پايـه              

ون ي ـمنآتوسط اتصالات همي دسـموزوم بـه پـرده          پرداخته و   
اي اغلــب  توپلاســم سـلولهاي قاعـده  يدر سشـدند  متـصل مـي  

ك يشبكه اندوپلاسم، ه گلژياز جمله دستگا  ،  ارگانلهاي سلولي 
 ـخـشن و تعـداد ز    ـلـه اي شـكل د  يهاي ميتوكنـدر يادي مي ده ي

 شـت ن وجـود دا   يتوكراتير متنابهي از سا   ين مقاد يهمچن. شد  مي
ش از سـلولهاي قاعـده اي   ين در سلولهاي سطحي ب   آكه مقدار   

بررسي فراساختار سـلولهاي كـشت شـده        ).  E,F 4شكل(بود  
ا و  قرنيـه و ليمبـال طبيعـي          شباهتهاي زيادي بين ايـن سـلوله      

 با ايـن وجـود تفاوتهـايي نيـز وجـود            ،)G,H 4شكل(نشان داد 
فواصل بين سلولي درسـلولهاي كـشت شـده         : داشت از جمله  

و همچنين فراوانـي زوايـد انگـشت        .  بيش از انواع طبيعي بود    
. مانند بين سلولهاي مجاور در سلولهاي كشت شده بيشتر بـود          

شتهاي طـولاني مـدت   افـزايش       تعداد دسـموزومها نيـز درك ـ     
در .  بودIn Vivoهاي  يافت اما همچنان بسيار كمتر از نمونه مي

  سـلولهاي قاعـده اي برپـرده    ، سلولهاي كـشت شـده ليمبـال      
آمنيون حالتي كشيده وسنگفرشي داشتنددرصورتيكه در ليمبال       
طبيعــي ســلولهاي قــسمت قاعــده ايــي مكعبــي شـــكل       

  ).G,H 4شكل(بودند
  

   بحث
 سـلولهايي بـا قـدرت تكثيـر         (LSC)اي بنيـادي ليمبـال      سلوله

نامحدود بوده و منـشاء تـامين اپيتليـوم سـالم قرنيـه و عامـل                
جلوگيري از حركت سلولهاي اپيتليال و عـروق ملتحمـه روي           

بـديهي اسـت آسـيب بـه ايـن سـلولها            . باشـند   سطح قرنيه مي  
). 24(توانــد موجــب ناپايــداري اپــي تليــوم قرنيــه شــود   مــي

هاي متنوعي جهت ترميم قرنيه ارائـه گرديـده كـه هـر             راهكار
در موارديكه سلولهاي   . كدام مزايا و معايب خود را دارا هستند       

بنيادي ليمبال دچار كاهش قابل توجه شده و يا كـاملا از بـين              
رفته باشند و سطح قرنيه توسط بافت ملتحمه جـايگزين شـده       

  . اشدب باشد تنها راه ممكن پيوند سلولهاي بنيادي مي
 ,P63, K3/12در اين مطالعه به بررسي الگوهـاي بيـان ژنهـاي    

Oct4       در دو سطح پروتئين و mRNA   و Pax6    در سطح mRNA 
هاي بـافتي      در نمونه  ،در سطح پروتئين  ) CX43(43و كانكسين   

 ليمبال و ملتحمه پرداخته شـد  ، قرنيه)  in Vivo(تازه تهيه شده
بر ) in Vitro(اي ليمبال و نتايج با نتايج حاصل از كشت سلوله

  . مقايسه گرديد21 و 14 ، 7 روزهايپرده آمنيوتيك در 
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اي كـه از    اوليـه   سـلولهاي   داد كـه  نـشان    مورفولوژي مطالعات
 تكثير سلولهاي قطعه ليمبـال كـشت شـده بدسـت آمـده انـد              

در حـين مهـاجرت       و   و كوچـك     كـروي   اشكالداراي  درابتدا  
زايش زمان كشت سلولها به تـدريج  با اف . باشند  دوكي شكل مي  

 را حفـظ      تكثيـر خـويش     قـدرت به صورت مكعبي در آمده و       
و  M.Grueterich  توسـط   كـه  اي مطالعـه  در). 1  شكل(نمايند مي

   ســلولهاي گرديــد كــه  گرفــت مــشخص همكــارانش صــورت
پـرده     بـر روي     شـده    كـشت   ليمبـال قاعده اي      ناحيه  تليالي  اپي

  سيتوپلاسـم  بـه     هـسته   نـسبت   بـا    متـراكم    ساختاري  آمنيوتيك
   تـدريج    و بـه     كم   اول  سلولها در هفته  اين   رشد   مساوي دارند، 

 .]9[يابد   مي افزايش

ــيتوكراتينهاي  ــصاصي   K3/K12س ــصهاي اخت ــه شاخ  از جمل
سلولهاي اپيتليال قرنيه و نه سلولهاي ليمبال و ملتحمه ايـي در            

 كمـي بـا نظريـه فـوق         نتايج مـا  ). 28-26(شوند  نظر گرفته مي  
 in Vivoهـاي    در نمونـه RT-PCRمتفاوت بود بطوريكه نتـايج  

ــشان داد ــال ,ن ــه , -K3-/K12  بافــت ليمب   و -+K3+/K12  قرني
) LCE(در سلولهاي كشت شده . باشند   مي +K3-/K12ملتحمه 

ايـن در حـالي   .  روز كشت مشاهده نگرديـد 21طي    K3بيان 
شت نمايـان گرديـد و بطـور         ك ـ 14 از روز    K12بود كـه بيـان      

در ايـن مطالعـه از آنتـي        .  افزايش يافـت   21شاخصي در  روز     
 نيز واكنش ضعيفي K12بوده و با K3  كه اختصاصي AE5بادي 
بدين ترتيب حضور سلولهاي مثبت در      . دهد استفاده گرديد    مي

 روز كـشت و يـا حـضور         21 و يا    14ايمنوسيتوشيمي پس از    
است ناشي از حضور سلولهاي     باند ضعيف در ملتحمه ممكن      

K12در حقيقـت .  مثبت باشدK12     شـاخص تمـايز سـلولهاي 
همـراه بـا افـزايش     ). 30-29(باشـد   ليمبال به اپيتليال قرنيه مـي     

افزايشي نيـز در بيـان      ،   در سلولهاي كشت شده    K3/K12نسبي  
 از جملـه پروتئينهـاي      CX43. شد  ديده مي )CX43(43كانكسين  

مي باشـد و  )Gap Junctions(نه دارتشكيل دهنده اتصالات روز
رسد   بنظر مي .  روزه در مقادير كم ظاهر گرديد      21در كشتهاي   

) Stemness( در حفظ خاصـيت بنيـادي        CX43كه عدم حضور    
يكي از شاخصهاي پيشنهادي    ). 31(سلولهاي ليمبال موثر باشد   

 فاكتور  ،گردد  كه در سلولهاي بنيادي اپيتليالي و ليمبالي بيان مي        
ــ  اســت كــه وظيفــه مهمــي در P63رداري هــسته اي نــسخه ب

مـا  ). 34-32(مورفوژنز و ترميم اپي تليوم قرنيه به عهـده دارد         
هـاي بـافتي توسـط وسـترن          حضور اين پروتئين را در عصاره     

بلات پيگيري كرديم و حـضور آن تنهـا در ملتحمـه و ليمبـال            
اين در حالي بود كه بيان اين پروتئين در تمام          . مشاهده گرديد 

مراحل كشت توسـط ايمنوسيتوشـيمي مـشاهده گرديـد و در            
 كـاهش معنـي داري      +P63كشتهاي طولاني مـدت  سـلولهاي        

  .باشد يافتند كه دليلي بر تمايز آنها مي مي
 فعاليـت صـحيح     ،  يكي ديگر از عوامل موثر در تكوين قرنيـه        

سلولهاي بنيادي ليمبال، مهاجرت سلولهاي اپيتليال قرنيه، توليد   
 اسـت   Pax6 فاكتور نسخه بـرداري      ,نيه در افراد بالغ   و حفظ قر  

 نشان داد كه اين پـروتئين در قرنيـه،       RT-PCRنتايج  ]. 35-36[
شود هرچند كـه بيـان آن در ملتحمـه           ليمبال و ملتحمه بيان مي    

 در سـلولهاي كـشت      Pax6بيـان   . كمتر از دو بافت ديگر است     
. بــود  Invivoهــاي  شــده بطــور معنــي داري بــالاتر از نمونــه

. يافـت   همچنين بيان آن در كشتهاي طولاني مدت افزايش مـي         
رسد كه افزايش بيان در سلولهاي كشت شده يـا در             به نظر مي  

دهنـده از نقـش ويـژه ايـن ژن در      كشتهاي طولاني مدت نشان 
صحت تمايز و يا حفظ خصوصيات سلولهاي اپيتليالي كـشت          

شـهاي  در يك مطالعـه نـشان داده شـد كـه در مو            . شده باشد   
 ميـزان  +/+Pax6 در مقايسه با نوع وحشي آن  -/+Pax6هتروژن 

 كمتر بوده و در تشكيل اپي تليوم قرنيه         LSCتشكيل كلونيهاي   
 نيز از جمله ژنهايي است كه       oct4].  36[شوند    دچار نقص مي  

همچنـين بيـان    . شـود   بيان مي ] 37[در سلولهاي بنيادي جنيني     
ز جملـه كارسـينوماي     اين ژن در برخـي سـلولهاي سـرطاني ا         

نتـايج مـا نيـز     ]. 38[سلولهاي اپيتليالي نيز گزارش شده اسـت        
نشان داد كه ايـن ژن در تمـام بافتهـاي مـورد آزمـايش و نيـز        

گرديد و در تمـام مراحـل هـيچ           سلولهاي كشت شده  بيان مي     
رسد كه بيان اين      نظر مي   به. ها ديده نشد    تفاوت بياني بين نمونه   
ر تمام بافتهاي چشمي وجود داشته باشد       ژن در يك حد پايه د     

  .هرچند كه مطالعه بيشتري در اين زمينه مورد نياز است
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در مطالعه حاضر فراساختار سلولهاي كشت شـده روي پـرده            
آمنيوتيك نشان داد كـه سـلولهاي قاعـده اي كوچـك بـوده و               

ايـن اتـصالات بـه تـدريج بـا          . اتصالات دسموزوم كمي دارند   
هـاي   يابد، و تعداد آنها در لايـه      زايش مي افزايش زمان كشت اف   

اتصالات همي دسـموزوم    . هاي پاييني است    بالايي بيش از لايه   
كه در محل اتصال سلولها به پرده آمنيوتيـك در اوايـل كـشت        

يابـد،    شـود بـا افـزايش زمـان افـزايش مـي             به ندرت ديده مي   
همچنين مقـدار سـيتوكراتين، ميتوكنـدريها و دسـموزومها بـا            

در اوايـل كـشت فواصـل       . شود   مدت كشت بيشتر مي    افزايش
سـلولها در   . يابـد   بين سلولي زياد بوده كه به تدريج كاهش مي        

هاي سيتوپلاسـمي فـراوان تـشكيل         حين رشد و تكثير استطاله    
دهند كه پنجه در پنجه هم قرار گرفته و دو سلول را به هم                مي

فتـه و بـا     ها به تدريج افـزايش يا       اين استطاله . سازند  مرتبط مي 
كاهش فواصل سلولي خصوصا در سـلولهاي سـطحي كـاهش         

هـاي سـطحي سـلول        ميكروويليها از جملـه اسـتطاله     . يابند  مي
اين زوايد . شوند هستند كه سبب افزايش سطح تبادل سلول مي 

. يابنـد   سلولي در ابتداي كشت كم بوده و به تدريج افزايش مي          
ننـده حـضور   تصاوير ميكروسكوپ الكتروني اسكنينگ تأييد ك  

ميكرويليها و مقادير زياد دسموزومها در سلولهاي كشت شـده          
  .باشد مي

ــه  ــتوبير ادر مطالع ــدهاي  (Stoiber)س ــه از پيون ــاران ك  و همك
اتوگرافت و آلوگرافت سلولهاي بنيـادي ليمبـال كـشت شـده            
روي پرده آمنيون براي ترميم قرنيه بيماران استفاده كرده بودند          

 روز سطح قرنيه توسط     28 تا   14حدود  مشاهده شد كه بعد از      
سلولهاي مشتق از ليمبال پوشيده شده و پرده آمنيون نيز كه در            

بين اين سلولها و استروماي قرنيه وجود داشت به مرور شفاف        
كه پس از گذشت چند ماه ديگـر قابـل           تر شده است به طوري    

همچنين مطالعات فراسـاختاري نـشان داد كـه         . تشخيص نبود 
راتوسيت كاملا از نظر ترشحي فعال بوده و نيـز در           سلولهاي ك 

اي هرچنـد ناپيوسـته تـشكيل         زير سلولهاي اپيتليال غشاي پايه    
  ].24[شده اند 

دهـد كـشت سـلولهاي بنيـادي      بنابر نتايج اين مطالعه نشان مي    
شــود ايــن ســلولها  ليمبــال روي پــرده آمنيوتيــك باعــث مــي

رسـد   نظر مـي   به. داشته باشندIn vivoخصوصياتي شبيه حالت 
تواند اولين قدم در راه مهندسـي بافتهـاي           اين روش كشت مي   

ويژه اپيتليوم قرنيـه باشـد كـه منجـر بـه طراحـي                اپيتليالي و به  
  .  روشهاي درماني نوين شود

  
   و تشكررتقدي

اين پـروژه بـا حمايـت مـالي پژوهـشكده رويـان و سـازمان                
  رسيده است  به انجام ) بيدكو(گسترش صنايع و نوسازي ايران      

 بدينوسـيله از جنـاب آقـاي دكتـر عبدالحـسين شـاهوردي           كه
معاون محترم پژوهشي و آقاي دكتر احمد وثوق معاون محترم          
پشتيباني و خدمات تخصصي پژوهشكده رويان بابت حمايت        

از آقاي علي فرخي     . شود  مياز طرح مذكور  تشكر و قدرداني        
 تقي   احسان  آقاي بابت انجام بخشي از آزمايشهاي  مولكولي و       

آبادي كارشناس بخش پيوند پژوهشكده رويـان سپاسـگزاري         
  .گردد مي

  
References 

1. Boulton M, Albon J. Stem cells in the eye. 

Int J Biochem Cell Biol 2004; 36: 643-57. 

2. Pellegrini G, Golisana O, Paterna P. 

Location and Clonal analysis of stem cells and 

their differentiation progeny in the human 

ocular surface . J Cell Biol. 1999; 145(4): 76-

82. 

3. Dua HS, Azuara-Blanco A. Limbal stem 

cells of the corneal epithelium. Surv 

Ophthalmol 2000; 4495: 415-25.  

4. Sang wan V S. Limbal stem cells in health 

and disease, Biosicence Reports 2001; 121(4): 

www.SID.ir  



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  و همكارانبراهيمي ا

 2مجله علوم تشريح ايران، سال چهارم،  شماره 

144

385-405. 

5. Davanger M, Evensen A. Role of the 

pericorneal papillary structure in renewal of 

corneal epithelium. Nature. 1971 19; 

229(5286): 560-1. 

6. Virender S. Limbal stem cells in health and 

diasease. Biosci Report 2001; 21 

7. Daniels JT, Dart JK, Tuft SJ, Khaw PT. 

Corneal stem cells in review. Wound Repair 

Regen 2001; 9: 483-494 

8. Wolosin JM, Budak MT, Akinci MA. 

Ocular surface epithelial and stem cell 

development. Int J Dev Biol 2004; 48: 981-91 

9. Grueterich M, Tseng SC. Human limbal 

progenitor cells expanded on intact amniotic 

membrane ex vivo. Arch Ophthalmol 2002 

783-90. 

10. Puangsricharern V Tseng SCG. Cytologic 

Evidence of corneal disease with limbal stem 

cell deficiency. opthalmology 1995; 102: 

1476-85. 

11. Ramaesh K, Dhillon B. Ex vivo expansion of 

corneal limbal epithelial/stem cells for corneal 

surface reconstruction. Europej opthelmol 

2003; 13: 515-24. 

12. Chen J.J.Y, Tseng SCG. Abnormal Corneal 

epithelial wound healing in partial thickness 

removal of epithelium . In vest opthalmol vis 

sci 1991; 22: 19-33. 

13. Espana EM, Prabhasawat P, Grueterich M, 

Solomon A, Tseng SC. Amniotic membrane 

transplantation for reconstruction after 

excision of large ocular surface neoplasias. Br 

J Ophthalmol 2002; 86: 640-5. 

14. Kozomi N, Inatomi T, Quantock AJ. 

Amniotic membrane as a substrate for 

cultivating limbal corneal epithelial cells for 

autologous transplantation in rabbit. Cornea 

2000; 19: L65-71. 

15. Grueterich M, Tseng SC. Human limbal 

progenitor cells expanded on intact amniotic 

membrane ex vivo. Arch Ophthalmol 

2002120(6):783-90. 

16. Kim JC, Tseng SCG. Transplantation of 

preserved human amniotic membrane for 

surface reconstruction in severly damaged 

rabbit Corneas, Cornea 1995; 14: 473-84. 

17. Tsubota K, Satake Y, Ohyama M. Surgical 

reconstruction of ocular surface in advanced 

ocular Cicatricial pemphigoid and Stevens – 

Johnson syndrome. AM J Ophthalmol 1996; 

122: 38-52. 

18. Shimazaki J. Yang H-y, Tsubota K, 

Amniotic membrane transplantation for ocular 

surface reconstruction in patients with 

chemical and thermal burns. Ophthalmol 

1997; 104: 2068-76. 

19. Tseng SCG, Prabhasaeat P, Bartan K. 

Amniotic membrane transplantation without 

limbal allografts for corneal surface 

reconstruction in patients with limbal  stem 

cell deficiency . Arch Ophthalmol 1998; 116: 

431-10. 

20. Li DQ, Chen Z, Song XJ, De Paiva CS, Kim 

HS, Pflugfelder SC. Partial enrichment of a 

population of human limbal epithelial cells 

with putative stem cell properties based on 

collagen type IV adhesiveness. Exp Eye Res 

www.SID.ir  



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ليمبال فراساختار و تجلي ژني سلولهاي بنيادي

  2مجله علوم تشريح ايران، سال چهارم،  شماره 

145

2005; 80: 581-90 

21. Kubo M, Sonoda Y, Muramatsu R, Usui M. 

Immunogenicity of human amniotic 

membrane in experimental 

xenotransplantation. Invest Ophthalmol Vis 

Sci 2001; 42: 539-46. 

22.  Meller D, Pires RT, Tseng SC. Ex vivo 

preservation and expansion of human limbal 

epithelial stem cells on amniotic membrane 

cultures.Br J Ophthalmol 2002; 463-71. 

23. Grueterich M., Espana E.M , Tseng S.C.G. 

Modulation of keratin and connexin 

expression in limbal epthelial expandedon 

denuded Amniotic membrane with and 

Without 3T3 Fibroblast feeder layer. Invest 

opthalmol  Res SG.2003; 44: 4230-360. 

24. Dogru M, Tsubota K. Current concepts in 

ocular surface reconstruction. Semin 

Ophthalmol 2005; 20: 75-93. 

25. Du Y, Chen J, Funderburgh JL, Zhu X, Li 

L. Functional reconstruction of rabbit corneal 

epithelium by human limbal cells cultured on 

amniotic membrane. Mol Vis 2003; 635-43 

26. Barnard Z, Apel J, Harkin D. Phenotypic 

analyses of limbal epithelial cell cultures 

derived from donor corneoscleral rims. Clin 

Experiment Ophthalmol 2001;29:138-42. 

27. Kinoshita S, Adachi W, Sotozono C, 

Nishida K, Yokoi N, Quantock AJ, et al. 

Characteristics of the human ocular surface 

epithelium. Prog Retin Eye Res 2001;  

20: 639-73. 

28. Harkin DG, Barnard Z, Gillies P, 

Ainscough SL, Apel AJ. Analysis of p63 and 

cytokeratin expression in a cultivated limbal 

autograft used in the treatment of limbal stem 

cell deficiency. Br J Ophthalmol 2004; 

88:1154-8.  

29. Liu CY, Zhu G, Westerhausen-Larson A, 

Converse R, Kao CW, Sun TT, et al. 

Cornea-specific expression of K12 keratin 

during mouse development. Curr Eye Res. 

1993; 12: 963-74 

30. Shiraishi A, Converse RL, Liu CY, Zhou F, 

Kao CW, Kao WW. Identification of the 

cornea-specific keratin 12 promoter by in vivo 

particle-mediated gene transfer.Invest 

Ophthalmol Vis Sci 1998; 39:2554-61. 

31. Matic M, Petrov IN, Chen S, Wang C, 

Dimitrijevich SD, Wolosin JM. Stem cells of 

the corneal epithelium lack connexins and 

metabolite transfer capacity. Differentiation 

1997; 61:251-260. 

32.  Chee KY, Kicic A, Wiffen SJ. Limbal stem 

cells: the search for a marker. Clin Experiment 

Ophthalmol. 2006; 34:64-73. 

33.  Schlotzer-Schrehardt U, Kruse FE. 

Identification and characterization of limbal 

stem cells. Exp Eye Res 2005; 81:247-64. 

34. Pellegrini G, Dellambra E, Golisano O, et 

al. p63 identifies keratinocyte stem cells. Proc 

Natl Acad Sci USA 2001; 98:3156-61. 

35. Davis J, Duncan MK, Robison WG Jr, 

Piatigorsky J. Requirement for Pax6 in 

corneal morphogenesis: a role in adhesion. J 

Cell Sci 2003; 116:2157-67. 

36. Collinson JM, Chanas SA, Hill RE, West 

JD. Corneal development, limbal stem cell 

www.SID.ir  



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  و همكارانبراهيمي ا

 2مجله علوم تشريح ايران، سال چهارم،  شماره 

146

function, and corneal epithelial cell migration 

in the Pax6 (+/-) mouse. Invest Ophthalmol 

Vis Sci 2004; 45:1101-8. 

37. Baharvand H, Ashtiani SK, Taee A, Massumi 

M, Valojerdi MR, Eftekhari P, et al. 

Generation of new human embryonic stem 

cell lines with diploid and triploid karyotypes. 

Dev Growth Differ 2006; 48:117-28. 

38. Tai MH, Chang CC, Kiupel M, Webster 

JD, Olson LK, Trosko JE. Oct4 expression 

in adult human stem cells: evidence in support 

of the stem cell theory of carcinogenesis. 

Carcinogenesis 2005; 26:495-502. 

  
  
  

www.SID.ir  


