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 هديچك
 سابقه و هدف 

ن يه ثابت شده کهه ا  .دهند يل ميخونساز را تشک يها از سلول ير گروهيز ،بند ناف +CD133 ياديبن يها سلول
چنهد   از خانواده ييجز  PAX6ژن. برخوردار هستند يعصب يها به سمت سلول يز خوبيتما ييها از توانا سلول
 يحسه  يهها تکامل چشم و انهدام  ياصل کنندهژن کنترل PAX6ژن . است يسيرونو يهااز فاکتورو  PAX يژن

دسهت  ه به   +CD133يها سلول يزيروند تما يبررسهدف از اين مطالعه، . باشد يم يو عصب يدرمياپ يهابافت
 .بودافته است يها انتقال  به آن PAX6(5a) ناف که ژن آمده از بند
 ها مواد و روش

 يها سپس سلول ،شدندجدا کول يله فايوسه خون بند ناف ب يا تک هسته يها ابتدا سلولدر يك مطالعه تجربي، 
CD133+  روش موجود در آن باMACS ط کشت يدر مح و                            جداStem Span  سپس به منظور  .شدندكشت داده
 HEK293T يهها  سهلول به ( pMD2G  ،psPAX2)يکمک يو وکتورها PAX6روس، وکتور ناقل ژن يساخت و

روس آلهوده  يه تر مطلهو  و يبا ت +CD133 يها سلول تر کردن آن،يو ت روسيظ ويپس از تغل. ندترانسفكت شد
 PAX6  ،Rhodopsin  ،Chx10  ،Thy1 يهها  نيوجود پروتئ، از نظر روس مورد نظريو يحاو يها سلول. شدند
 .شدند يابيارز يميتوشيمنوساياروش توسط  Nestinو 

 ها افتهي
ن يهم چن .شدند انيآلوده شده ب يها در سلول PAX6و  Thy-1  ،Chx10  ،Nestin يها نيپس از دو هفته پروتئ

 . کنترل مشاهده شد يها در سلول Nestinو  Rhodopsin يان مارکرهايب
 يريگ جهينت
شبه  يها و سلول يعصب يتوريپروژن يها به سلول +CD133 يها ز سلوليتما نگراين مطالعه بيج حاصل از اينتا
 .باشد يم يونيگانگل يها ه از جمله سلوليشبک يعصب

 ، خون بند ناف CD133ژن  ، آنتي PAX6پروتئين  :يديات كلكلم
 
 
 
 

 39/  2/ 6 :افت يخ دريتار
 3/22/39  :رش يخ پذيتار

 
انتقال خون تهران ـ تهران  يآموزش يا گاه منطقهيطب انتقال خون و پا يو پژوهش يآموزش يقات انتقال خون ـ مؤسسه عاليـ مركز تحق يشناس كارشناس ارشد خون -2
 رانيـ ا
ران ـ يطب انتقال خون ـ تهران ـ ا يو پژوهش يآموزش يقات انتقال خون ـ مؤسسه عاليار مركز تحقيـ دانش يحيو تشر ينيبال يشناس بيمتخصص آس :ولئمؤلف مس -2

 26661-2211: يصندوق پست
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 بيوشيمي ـ مربي مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانكارشناس ارشد  -6
 فوق تخصص شبكيه ـ استاد مركز تحقيقات چشم دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران  -1
 بهشتي ـ تهران ـ ايران  فوق تخصص شبكيه ـ دانشيار مركز تحقيقات چشم دانشگاه علوم پزشكي شهيد -6
1- PhD هماتولوژي و بانك خون ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران 
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  مقدمه 
 حاصل شده در علم چشم يهاشرفتيامروزه با وجود پ    

 ـاز تخر يناش ـ يهـا يماريهنوز ب ،يپزشک  يهـا ب سـلول ي
ن يبزرگتـر  ،ريناپـذ  برگشـت  يينايجاد نابيه به جهت ايشبک

ن ي ـان اي ـاز م. شـود يپزشـکان محسـوم م ـ   دغدغه چشـم 
 AMD  =Age)ب مـاوو  وابسـته بـه سـن    يها، تخريماريب

related macular degeneration )ــا ــه ش ــر عيو ــل يت ن عام
ت ينين رتيچن سال است و هم 66 يماران با يدر ب يينايناب
ــوزايپ ــا( RP  =Retinit pigmentoza) گمنت ــه ش ــرعيو ن يت
. توان نام بـرد  يرا م ،ه استيدر شبک يوراثت ويدژنرات يماريب

 Retinal يهـا  زم به ذور است وه در هر دو مـورد سـلول  

Pigment Epithelium (RPE) ،يهــــــافتورســــــ تور 
 يا اسـتوانه  فتورسـ تور  و( Cone photoreceptor)يمخروط ـ

(Rod photoreceptor) ــتخر ــي ــون يب م ــنانه . (2)دش متاس
را  يمـار يشـرفت ب ير پياند س ـتنها توانسته يونون يهادرمان

مراحـل   يها بـرا ن گونه درمانياست وه ا يهيبد ،وند ونند
ل امـروزه توجـه   ين دليبه هم .ندارد ييآوار يماريب شرفتهيپ

 يهـا سـلول  ينيگزيو جـا  يم ـيترم يهـا محققان به درمـان 
 يهاروش ،هان درمانيان ايدر م ،ه معطوف شده استيشبک

ار مورد توجه قـرار گرفتـه   يبس ياديبن يهااستناده از سلول
 . (2، 9)است
نـاف در درمـان    استناده از خون بند ييآوه وار ياز زمان    
 بند يها جاد بانک خونياثبات شد، فکر ا يخون يهايماريب

ــت  ــکل گرف ــاف ش ــا ا. ن ــک يب ــاد تش ــراريج  يلات و برق
ــان ياســتانداردها ــام يجه ــه گ ــان ب ــا ، محقق ــدتر يه  يبلن

ر يسـا  يهـا  به سـلول  يها دسترس آن از يکيشند وه ياند يم
 .موجود در بند ناف است يها ز سلوليق تمايها از طر بافت

بـه جهـت   موجود در بند ناف  يها امروزه ثابت شده سلول
بـه دسـت آمـده از     ياديبن يها تر بودن نسبت به سلول هياول
ن ي ـدر ا. (6-6)دارنـد  يخـوب  يزيل دگر تمـا يپتانس ،نيبالغ

CD133 ياديبن يهامطالعه سلول
ناف  موجود در خون بند +

 يهـا سـلول انـوا   به  يابيجهت دست يبه عنوان منبع، انسان
 . گرفته است قرار يبررسمورد  هيشبک
 يبه تعادل حساس ـ ياديل بنز سلويتما با توجه به آن وه    
ن مطالعـه  ي ـدر ا ،از داردين يو خارج يداخل يهان فاوتوريب
 خـونساز يادـيبن ياـهدر سلول PAX6ان ژن ـيب ياـا القـب

CD133
ر ياثت ـ ،طيناف علاوه بر اثر محدست آمده از بنده ب +
 .شد يگذار بررساثر يک فاوتور داخليز به عنوان ين ژن نيا

از و  PAX ياز خـــانواده چنـــد ژنـــ ييـــجز PAX6ژن     
ن ي ـاحاصـل از   يهـا نيپـروتئ  .اسـت  يسيرونو يفاوتورها
شـدن   ياختصاص ـ يبـرا و ه جانوران يدر تکامل اول خانواده
 يهـا ان ژني ـاز م. هسـتند  يخاص ضرور يهابافت يبعض

تکامل  يوننده برابه عنوان ژن ونترل PAX6 ن خانواده ژنيا
خاص  يو عصب يدرمياپ يهابافت يحس يهاچشم و اندام

، 8)دشـو يمحسـوم م ـ  ،دارند يمنشاء اوتودرم يـه همگـو
1) .  

و در  بـوده ن چشـم  يوننده در تکـو ژن ونترل PAX6ژن     
، 26)دارد يه نقش اساسيه و قرنيه، شبکي، عنبيل عدسيتشک
 ــ يشــواهد. (3 ــه نشــان م در  PAX6دهــد يوجــود دارد و

ن ي ـام يشود تـا بـه تـرم   يان ميده چشم بيد بيآس يها بافت
ان يب يم مصنوعيده شده تنظين ديچن هم. ومک وند هابافت

PAX6 ده ي ـب ديبافت آس ـ يبازساز يتواند منجر به القايم
باشد وـه   يزوفرم ميدو ا يدارا PAX6 ژن. (1، 8)چشم شود

 .اسـتناده شـده اسـت    PAX6(5a) زوفرمين مطالعه از ايدر ا
زوفـرم  ينسبت به ا يد اضافينو اسيآم 26 يزوفرم داراين ايا
وـد   5aباشد وه توسـط اگـزون    يم PAX(5b) ن ژنيگر ايد
ن يدر تکـو  يثرترؤرسـد نقـش م ـ   ينظـر م ـ شـود و بـه    يم

 . (22)وند يم يچشم باز يها سلول
 يهـا بر سلول PAX6(5a) ژناثر  ين طرح بررسيهدف ا    
CD133ساز خون

نـاف انسـان    دست آمده از خون بنـد ه ب +
CD133 يهاسلول. بود

وـه در   ييل بـا  يبـه علـت پتانس ـ   +
 يهـا مختلف از جمله سـلول  يهابافت يهاز به سلوليتما
  .اندار مورد توجه قرار گرفتهيبس ،اندداشته يعصب
CD133 يهاده شده وه سلوليد ها هن در مطالعيچن هم    

+ 
ونند يومک م RPEر يبه تعم مغز استخواندست آمده از ه ب

نـاف   خـون بنـد   يبر رو 2661سال  دروه  ياو در مطالعه
 رده مننــي يهــاد وــه ســلوليــگرد مشــاهده ،انجــام شــد

(Negative Lineage )  نـاف در   موجـود در بنـدin vivo   بـه
ــلول ــا س ــبک يعصــب يه ــايش ــيه متم ــون يز م ژن . (22)دش

PAX6(5a) هـا  ن سلوليبه ا (روسيو يلنت)ووتور به واسطه
 يسلول مـورد بررس ـ  يزيتما ياـهريس مسـمنتقل شده س 

 . رديگ يقرار م
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  ها مواد و روش
CD133 يها سلول يجداساز

  :از خون بند ناف +

 تکهـاي   لسلو يزسااجد يابردر يك مطالعه تجربـي      
ــون  نمونه ،يا هسته  216د وحد حجمی وه فنا بندخـــــ
 با و قيـق ر هنکس بافر با يك بهيك  نسبت با داردليتر  ميلي
 بند نخو: يكــولفا)سه به يــك  تا دو به يــك ودحد نسبتی

ــولفا يرو( فنا ــنابر. شد دهبر يكــ  لمحلو از روا ي ايــ
 . شد دهستناا 2/611 دانسيته با فايكول

ــايكول مقــدار       ــدين ترتيــب كــه از محلــول ف ــا  9ب  6ت
ليتري ريختـه، سـ س    ميلي 21ليتر در يك لوله فالكون  ميلي

سوس انسيون سلولي را آرام به آن اضافه نموده و بـه مـدت   
بعد از ايـن كـه    .شود سانترينوژ مي g 666 دقيقه با دور 66

 6محتويـات لولـه فـالكون بـه      ،نترينوژ پايان يافتزمان سا
شـود كـه از پـايين بـه بـا        قسمت مجزا از هم تقسيم مـي 

ــد از ــول -2: عبارتن ــز  گلب ــاي قرم ــايكول  -2ه ــه  -9ف  ي
پلاســما بــا برداشــت  يــه  -6اي  هــاي تــك هســته ســلول
ها به حالت سوس انسيون در  سلول .اي هاي تك هسته سلول

در مرحلـه   .نه خون بند ناف جدا شدندآورده شده و از نمو
 1 ،ها اضافه شد  ندا محلول بلوكه كننده به سلول 266بعد 

CD133 ندا  266دقيقه بعد 
+
 microbead Ab  به لوله اضافه

گراد قرار داده  درجه سانتي 6شد و به مدت يك ساعت در 
ــه ســتون  .شــد =  MACS)ســ س سوس انســيون ســلولي ب

Magnetic activated cell sorting )  در مرحلـه   .منتقـل شـد
بعد ستون از دستگاه جدا شده و محتويات آن به يك لولـه  
فالكون منتقل شـد سـ س لولـه فـالكون سـانترينوژ شـد و       

و  Stem Spanهــاي حاصــل در محــيط مخصــوص  ســلول
كشـت   ng SCF 16  +ng FLT3 16  +ng TPO 66 حـاوي 

ــدند ــوص  . داده ش ــه خل ــابي درج ــت ارزي ــت جه  در نهاي
CD133هاي  سلول

فلوسايتومتري بـا اسـتناده از    ،جدا شده +
 . انجام شد CD133و آنتي  CD34هاي آنتي  بادي آنتي

 
كدكننـده   يو پلاسميدها -PAX6انتقال سازه نوتركيب لنتي 

هـاي   هاي پوششي و ساختاري ويـروس بـه سـلول    پروتئين
239 T : 

 ،(Transfection)سازي ساعت پيش از آلوده 26تقريباً حدود 
   ا به تراكمـد تـه داده شدنـت شبانـكش T 239اي ـه ولـسل

زمان پلاسميد نوتركيب  سازي هم آلوده. برسند% 16سطحي 
هـاي   كـد كننـده پـروتئين   ) PMD2، پلاسميد  -PAX6لنتي 

ــميد ( پوششــي ــروتئين ) PAX2و پلاس ــده پ ــد كنن ــاي  ك ه
توسط روش كلسـيم فسـنات انجـام    ( polو  gagساختاري 

 . ساعت تعويض شد 22محيط كشت پس از . شد
 

 :تغليظ ذرات ويروسي و تعيين تيتر ويروسي
آوري محـيط كشـت، محـيط     ساعت از جمع 12پس از     

هـاي توليـد شـده اسـت،      ها كه حاوي ويروس رويي سلول
هـاي   آوري و سوس انسيون ويروسـي حاصـل از دوره   جمع

 Peg 6666حلـه بعـد   ردر م .مختلف كار با هم مخلوط شد
(Polyethylene glycol ) بــه محلــول % 8بــا غلظــت نهــايي

 6ساعت در دماي  1/2به مدت س س محلول را . اضافه شد
گراد قرار داده و بعد از اين مدت محلول بـراي   درجه سانتي

در نهايـت بـه ميـزان    . سانترينوژ شـد  g 1666 دقيقه در 21
درجـــه  -16اضـــافه و در  X 2 PBSحجـــم اوليـــه  62/6

هـاي   به منظور تعيـين تيتـر ويـروس   . ذخيره شدگراد  سانتي
هاي مختلف  با رقت T 239هاي  توليد و تغليظ شده، سلول

ســاعت  68آلــوده و پــس از ( 6636/2تــا  2/2از )ويــروس
 GFP (green fluorescentميـزان بيـان پـروتئين گزارشـگر     

protein )توسط ميكروسكوپ فلورسنت بررسي شد . 
 

ــوده CD133هــاي  ســازي ســلول آل
هــاي  جهــت بررســي +

 :مورفولوژيكي
 2ميكروليتر از تيتـر مـورد نظـر ويـروس در      666ميزان     
+  Stem Span  +ng SCF 16ط كشـت  ـاوي محي ــال حـوي

ng Flt3 16  +ng TPO 66  سلول بـه   166666تهيه و تعداد
آن اضافه شد، پس از يك ساعت انكوباسيون در انكوبـاتور  

CO2  ،اي منتقـل شـده و    خانـه  6ها به پليت  محتويات ويال
 . ها اضافه شد به چاهك Stem Spanميكروليتر محيط  2666

و  1/6ل اميكروليتر از تيتر مورد نظـر در وي ـ  266ميزان  -2
 Stem Span  +ng SCF 16  +ng Flt3 16در محـيط كشـت   

ng TPO 66  سلول به آن اضافه شـد  266666تهيه و تعداد. 
ــس از  ــاتور    پ ــيون در انكوب ــاعت انكوباس ــك س ،  CO2ي

اي منتقـل   خانـه  26هاي پليـت   ها به چاهك محتويات ويال
 ها  كـاهـه چـب Stem Spanط ـر محيـميكروليت 866شده و 
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 . اضافه شد
 

 : بيوتيك پرومايسين هاي ترانسداكت شده با آنتي تيمار سلول
هاي ترانسداكت نشده، بعد از گذشت  براي حذف سلول    
ها تعويض شـد   روز از ترانسداكشن يك بار محيط سلول 9
هـاي ترانسـداكت    سـلول ( روز چهارم)روز بعد(. روز سوم)

بيوتيـك پرومايسـين    روز در مجاورت آنتي 6شده به مدت 
 . قرار گرفتند µg/mL 6/6با غلظت 

 
 : آزمايش ايمنوسيتوشيمي

اي انجام شـد   خانه 26هاي پليت  اين آزمايش در چاهك    
 :به اين ترتيب كه

روز بعـد  . سلول در هر چاهك ريخته شد 16666تعداد     
 166ها تخليـه شـده و هـر چاهـك بـا       محيط رويي چاهك

 . شستشو داده شد PBSميكروليتر 
 1هاي موجود در هر چاهك با متـانول بـه مـدت     سلول    

% 2)ولميكروليتـر از محل ـ  166ميـزان   .دقيقه تثبيت شـدند 
PBS – blocking TritonX100/BSA )   به هر چاهـك اضـافه

بعـد از تخليـه   . دقيقه در دماي اتـاق انكوبـه شـد    26شد و 
ــادي اوليــه آنتــي blockingمحلــول  ــر عليــه ماركرهــاي )ب ب

 Rabbit AntiThy1 IgG  ،Rabbit: اختصاصي سلولي از قبيل

AntiRhodopsin IgG  ،Rabbit AntiCHX10 IgG  ،Gout 

Anti Pax6 IgG  ،Rabbit AntiNestin IgG )   به هـر چاهـك
 6يـك شـب در     كنترل اضـافه شـد و پليـت     به جز چاهك
 . گراد قرار داده شد درجه سانتي

بادي اوليه تخليه و هر چاهك سه بار و هر  روز بعد آنتي    
بـادي   آنتـي . شستشـو داده شـد   PBSدقيقه با  9بار به مدت 

 Gout Anti: بـادي اوليـه از قبيـل    آنتـي  Fcبـر عليـه   )ثانويه

Rabbit antibody  ،Donkey Anti gout Antibody ) ــه ك
 ،باشـد  مـي FITC (Fluorescein Isothiocyanat )كونژوگه به 

ها از جمله چاهك كنترل اضافه و بـه مـدت    به همه چاهك
  .ه شددقيقه در دماي اتاق انكوب 61
در  FITCشـدن   نكته آن كـه بـراي جلـوگيري از خنثـي        

بعـد از ايـن زمـان    . پليت در فويل پيچيـده شـد   ،مقابل نور
بادي ثانويه تخليه و هر چاهك سـه بـار و هـر بـار بـه       آنتي

 DAPIدر اين زمان . شستشو داده شد PBSدقيقه با  2مدت 

(4', 6-diamidino-2-phenylindole) و mounting media 
هـا بـا    دقيقـه چاهـك   1اضافه شـد و بعـد از   ( رنگ زمينه)

فلورسانس از نظر بيان مورد بررسي قرار داده  پميكروسكو
 . ندشد

 
 ها يافته

CD133بررسـي خصوصــيات مورفولــوژيکي رده ســلولي  
+ 

 :توسط مشاهدات ميکروسکوپي با ميکروسکوپ معکوس
ــس از جداســاز     CD133 يهــا و وشــت ســلول يپ

در  +
هـا از نظـر    ن سلوليا،  Stem Spanيوشت اختصاصط يمح

از  يمشـخص شـد وـه تعـداد    . شـدند  يبررس يمورفولوژ
CD133 يها سلول

 يهـا  ط وشت به صورت سلوليدر مح +
مـه  ين زوائـد ووچـک و   يدارا ير چسبنده و تعـداد يگرد غ

مـه  ين يها ن سلوليچسبنده هستند وه به مرور زمان تعداد ا
 (. 2شکل )ابدي يش ميافزا دار چسبنده زائده

 
هـاي   تاييد حضـور مارورهـاي سـطحي اختصاصـي سـلول     

ــادي  CD133بني
ــا اســتناده از آنتــي + ــادي اختصاصــي و  ب ب

 :دستگاه فلوسايتومتري

هـا از نظـر    ن سـلول ي ـ، ايکروسکوپيپس از مشاهدات م    
CD133 ان ماروريب

CD34 و +
 .قـرار گرفـت   يمورد بررس ـ +

دوننده ييتا CD34مارور % 31 و CD133مارور % 36 حضور
CD133 يها سلول

 .باشد يم +
 

بـا اسـتناده از سـلول     GFPتعيين تيتر لنتي ويروس حاوي 
HEK293T : 

CD133 يهــا بعــد از مجــاورت ســلول    
 يهــا بــا رقــت +

 ـا ،ح داده شـد يروس طبـق آن چـه وـه توض ـ   يمختلف و ن ي
در  GFPان ي ـروز بعـد از ترانسداوشـن از نظـر ب    9ها  سلول
قرار گرفتند و مشاهده شـد   يابيمختلف مورد ارز يها رقت

روس يو ير غلظت با يها تحت تاث سلول،  2/2وه در رقت 
 يهـا تـا حـدود    ز سـلول ين 6/2در رقت  .ده بودنديب ديآس
روس و ي ـو آيين وـار يبهتـر  8/2رقـت  . ده بودنـد يب ديآس

 يهـا  چـه در رقـت   ب را به همراه داشـت گـر  ين آسيومتر
 ـ GFPان يب 66/2تا  26/2با تر  ن يبـا تر  يوجود داشت ول
 (. 2شکل )مشاهده شد 8/2در رقت  آييوار
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. باشد يچسبنده ممه ير چسبنده و نيغ يها از سلول يتيدهنده جمع نشان يروز بعد از جداساز 1جدا شده از بند ناف  +CD133ي ها سلول :2شکل 
 (X944  يينما بزرگ)

 
 
 
 
 
 
 
 

 يب سلولين آسيو کمتر GFPان يزان بين ميدهنده بالاتر  روس نشانيو 8/2روز بعد از مجاور شدن با رقت  HEK293T 3 يها سلول :1شکل 
 (X144  ييبزرگ نما)باشد يم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ب در اثر دوزيآس و GFPان يدهنده ب نشان GFP يروس حاويو يلنت 9/2روز بعد از مجاورت با رقت  CD133+ 3ي ها سلول :Aر يتصو: 3شکل 
زان ين ميدهنده بالاتر نشان GFPيروس حاويو يلنت 8/2روز بعد از مجاورت با رقت  CD133+ 3 يها سلول :Bر يباشد تصو يروس ميو يبالا

 (X 144 ييبزرگ نما)باشد يم يب سلولين آسيو کمترGFP ان يب

A 

B 
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بـا اسـتناده از سـلول     GFPتعيين تيتر لنتي ويروس حاوي 
HEK293T : 

CD133 يهــا بعــد از مجــاورت ســلول    
 يهــا بــا رقــت +

 ـا ،ح داده شـد يروس طبـق آن چـه وـه توض ـ   يمختلف و ن ي
در  GFPان ي ـبعـد از ترانسداوشـن از نظـر ب    روز 9ها  سلول
قرار گرفتند و مشاهده شـد   يابيمختلف مورد ارز يها رقت

روس يو ير غلظت با يها تحت تاث سلول،  2/2وه در رقت 
 يهـا تـا حـدود    ز سـلول ين 6/2در رقت  .ده بودنديب ديآس
روس و ي ـو ييآن وـار يبهتـر  8/2رقـت   .ده بودنـد يب ديآس

 يهـا  چـه در رقـت   همراه داشـت گـر  ب را به ين آسيومتر
ــا تر ــا  26/2 از ب ــب 66/2ت  ــ GFPان ي ــود داشــت ول  يوج
 (. 2شکل )مشاهده شد 8/2در رقت  ييآن واريبا تر

 
هـاي   با اسـتناده از سـلول   دار GFPتاييد تيتر لنتي ويروس 

 :هدف
 دار با GFPروس يتر مطلوم ويدست آوردن ته بعد از ب    

 ـا ييآاثبـات وـار   يبرا HEK293T يها استناده از سلول ن ي
هـا بـا رقـت مطلـوم      ن سلوليا ،هدف يها رقت بر سلول

 تــر از آن نييو دو رقــت بــا  و پــا (8/2)دار GFPروس يــو
دهنـده   ج نشـان ينتا. قرار گرفتند يابيمورد ارز (6/2،  26/2)

ــار ــت   ييآو ــوم در رق ــود 8/2مطل ــه در   .ب ــمن آن و ض
در  يشد ول يمشاهده م GFPان يز بين 6/2و  26/2 يها رقت
روس ي ـر ويتحـت تـاث   يادي ـز هـا تـا حـد    سلول 6/2رقت 

ان ـيف بيار ضعيبس 26/2در رقت  GFPده بودند و يد بيآس
 (.9شکل )ده بودـش
 

رفولـــوژيکي بعـــد از ترانســـداوت وبررســـي تغييـــرات م
CD133اي ـهــ ســلول

ويــروس حــاوي ژن  8/2بــا رقــت  +
PAX6 : 
CD133 هاي سلول    

+
 ويـروس  نظر مورد تيتر مجاورت در 

 سـاعت  26 هـر  آن از بعـد  .شـد  داده قرار PAX6 ژن حاوي

 ايجـاد  دهنـده  نشـان  نتـايج  .گرديـد  ثبـت  و بررسي تغييرات

 .سازي بـود  آلوده از بعد ساعت 68 از رفولوژيكيوم تغييرات
CD133 هاي سلول ،سازي آلوده از پس روز 2

+
 مـويي  زوائد 

 روز .آوردند در شد مي كشيده سلول قطب يك از كه شكلي

 ايـن  چهـارم  روز از و شـده  محيط تعويض هاي سلول سوم

 طور  همان .شدند داده قرار پرومايسين مجاورت در ها سلول

 پرومايسـين  با مجاورت روز سه از پس ،شود مي مشاهده كه

 نشـده  آلـوده  هاي سلول از افتراق قابل شده آلوده هاي سلول

 (.6شکل )هستند (مرگ درحال)
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (A,B)نيسيک پرومايوتيبيروز پس از مجاورت با آنت 7و  PAX6ژن  يروس حاويبا و يساز روز پس از آلوده CD133+ 29 يها سلول :9شکل 
 (C)نيسيوتک پرومايب يروز پس از مجاورت با آنت 7کنترل 
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  ،(A:FITC)،(B:DAPI)کنند يان ميب (irregular)يا را به صورت هسته Chx10ن يپروتئ PAX6ژن  يروس حاويآلوده شده با و يها سلول :5شکل
 (X144 يينما بزرگ)(C,D)کنترل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (C,D)کنترل  ،(B:DAPI) (A:FITC)کنند يان ميب يا را به صورت هسته  PAX6نيپروتئ PAX6 ژن يروس حاويآلوده شده با و يها سلول :6 شکل
 (X 144 ييبزرگ نما)
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ــان پــروتئين   ــابي بي ،  Chx10  ،Thy-1  ،Nestin هــاي ارزي
Rhodopsin  ،PAX6 هاي آلوده شـده بـا ويـروس     در سلول
 ايمنوسيتوشــيمي آزمـايش بـا اســتناده از   PAX6حـاوي ژن  

(ICC:) 
ــجهــت ارز     ــب يابي ــروتئي ،  Chx10  ،Thy-1 يهــا نيان پ

Nestin  ،Rhodopsin  ،PAX6 آلوده شـده بـا    يها سلول در
 ـا،  PAX6ژن  يروس حـاو يو روز پـس از   6هـا   ن سـلول ي

 آزمـايش شده و با استناده از تثبيت  نيسيمجاورت با پروما
ICC ان ي ـدهنـده ب  ج نشـان ينتـا . قـرار گرفتنـد   يابيمورد ارز
در گــروه آزمــون و  Ty-1و  Chx10  ،PAX6 يهــا نيپــروتئ

هم در گروه آزمون  Nestinو  Rhodopsin يها نيان پروتئيب
 .(6 و 1 هاي شکل)و هم در گروه شاهد بود

  
 بحث
ل ياز قب ييها يماريب ،همان طور وه در مقدمه عنوان شد    

 ـني، رت(AMD)وابسـته بـه جـنس    يمـاوو   گمنتــوزا و يت پي
علـل   ،وننـد  ير م ـي ـه چشم را درگيشبک يگلوووما وه همگ

ن ي ـمربـوط بـه ا   يهـا  ا هستند و درمانيدر دن يينايع نابيشا
 ـاز ا. وند يها را وند م آن ير صعوديها تنها س يماريب ن رو ي

 ـا يامروزه جهت درمـان قطع ـ  هـا محققـان بـه     يمـار ين بي
ن هدف در يرو ايپ. اند متوسل شده يسلول درمان يها روش

CD133 يها ق سلولين تحقيا
به دست آمده از بنـد نـاف    +

انتخام  يعصب يها ز به سلوليتما يت با  برايل ظرفيبه دل
ن يونتـرل وننـده تکـو    يوه ژن اصـل PAX6(5a)  شده و ژن
 يهـا بـا اسـتناده از ووتـور لنت ـ     ن سلوليباشد به ا يچشم م

 . روس منتقل شديو
بـه   PAX6ژن  يج مطالعه حاضر نشـان داد وـه القـا   ينتا    

CD133 ياديبن يها سلول
باعث  ،دست آمده از بند نافه ب +

 .شود يه ميشبک يشبه عصب يها ز به سمت سلوليتما يالقا
 Thy-1ر يه نظيشبک يها سلول ياختصاص يان مارورهايب    
 Chx10، (يونيگـانگل  يها سلول يبه عنوان مارور اختصاص)
 ــ) ــارور اختصاص ــوان م ــه عن ــلول يب ــا س ــ يه و  يدو قطب

 بـه عنـوان  ) Rhodopsinو ( هيشـبک  يتـور يپروژن يها سلول
 ـب ،(يفتورسـ تور  يها سلول يمارور اختصاص انگر وجـود  ي

، 26)باشـد  يه م ـيشبک يعصب يها هتروژن از سلول يتيجمع
ر ي ـنظ يعصـب  يتـور يپروژن يان مارورهـا ين بيهم چن. (29

Chx10  وNestin  وPAX6 ــ ــد ب يمـ ــتوانـ ــود يـ انگر وجـ
بـا توجـه بـه    . ز باشـد ي ـن يعصـب  يتوريپروژن يها تيجمع
در  يتـور يپروژن يهـا  ن نـو  سـلول  ي ـشتر اير بيت تکثيقابل
بروبلاسـت وـه در   ير في ـک نظيسـومات  يها سه با سلوليمقا

 يز به عصب مـورد بررس ـ يگر از نظر دگر تمايد هاي همطالع
ت مهـم بـه حسـام    ي ـک مزي ـن موضـو   يا ،اند قرار گرفته

بـا   يعصب يها ز به سلوليتمات ين قابليهم چن. (21)ديآ يم
سه بـا  يدر مقا يونترل وننده عصب يها از ژن يکيتنها  يالقا
 يهـا  ز سـلول يتمـا  ين فاوتور بـرا يچند يريوارگه از به بين

ت يـــانگر قابليـــب ،يعصـــب يهـــا ک بـــه ســـلوليســـومات
ســه بــا يدر مقا ياديــبن يهــا شــتر ســلوليب يريپــذ انعطـاف 
  .(26)باشد يک مطالعه شده ميسومات يها سلول
ه يشـبک  Optic Cupيها سلول تمام در PAX6اگر چه ژن     
 ـ ،شـود  يان م ـيب  ـا داري ـان پاي ـب يول  يهـا  ن ژن در سـلول ي

ن يهـم چن ـ  .(21)شـود  ين مشـاهده م ـ يو آماورا يونيگانگل
 يهـا  بـا وـاهش سـلول    PAX6 انيمشاهده شده وه واهش ب

 يا اسـتوانه  يفتورسـ تور  يهـا  ش سـلول يو افزا يونيگانگل
در  Thy-1ان واضـح  ين موارد به همراه بيا. (22)همراه است

 ،ونتـرل  يهـا  ان آن در نمونـه ي ـو عـدم ب  آزمايش يها نمونه
 يونيشـبه گـانگل   يهـا  ز به سمت سـلول يانگر تمايب احتماً 

 يتـور يپروژن يهـا  در سـلول   Nestinاني ـگرچـه ب . باشد يم
قابل مشاهده است  يونيگانگل يها ن سلوليه و هم چنيشبک
ان ي ـب يباشد ول يج حاصل نميوننده نتا ب نقضين ترتيو بد

ت آن يانگر عدم اختصاص ـيونترل ب يها ن مارور در سلوليا
CD133 يها ل سلوليدوننده پتانسييشتر تايو ب

ز بـه  يبه تما +
، 23)باشد يم يعصب يتوريپروژنت يبا ماه يها سمت سلول

 يهـا  سلول ين به عنوان مارور اختصاصيان رودوپسيب. (28
 يهـا  ونتـرل و هـم سـلول    يهـا  هم در سلول يفتورس تور

 ـيافته ممکـن اسـت نشـان گـر تمـا     يز يتما  يخـود  هز خودب
CD133 يهـا  سلول

 يهـا  آلـوده نشـده بـه سـمت سـلول      +
بـا   PAX6ان ي ـرا مشخص شـده وـه ب  يباشد ز يفتورس تور
 .(22)همـراه اسـت   يفتورس تور يها ز به سلوليواهش تما

PAX6  به موازاتChx10 يعصب يتوريپروژن يها در سلول 
اثـر  PAX6  شـود و مشـخص شـده وـه ژن     يان م ـيه بيشبک
ــيتنظ ــر ب يم ــب ــان اي ــد  . (21)ن ژن داردي ــر چن  Chx10ه

ن جـا  يدر ا يباشد ول يز مين يدو قطب يها سلول ياختصاص
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ــب احتمــاً  ــه مــوازات  Chx10ان ي ــه PAX6ب  يهــا در نمون
دوننـده  ييونتـرل تا  يهـا  ان آن در نمونـه ي ـو عدم ب آزمايش

 ـبـه ا  ،استه يشبک يعصب يتوريپروژن يها وجود سلول ن ي
همـان طـور وـه ذوـر شـد بـا        PAX6دار ي ـان پايعلت وه ب

ن و وـاهش  يو آماورا يونيگانگل يها ز به سلوليش تمايافزا
همـراه   فتورسـ توري و  يقطب دو يها ز به سمت سلوليتما

  .(22)است
مطالعه صورت گرفته در  يستاج مطالعه حاضر در راينتا    
و همکارانش انجام گرفـت   جيورگتي وه توسط 2622 سال
 SOX-2 يوـه القـا   ندها نشان داد ن مطالعه آنيباشد در ا يم

 ـبن يهـا  به سـلول  CD133 يادي
 ـبـا از دسـت دادن ماه   + ت ي

همــراه  يشــبه عصــب يهــا ل بــه ســلوليو تبــد يخونســاز
نشان دادند  يا ز در مطالعهيو همکارانش نژانگ . (26)است
CD133 يها مار سلوليوه ت

د منجـر بـه   يک اس ـي ـنوئيبا رت +
، يشـبه عصـب   يهـا  هـا بـه سـمت سـلول     ن سـلول يز ايتما

در . (22)شـود  يم دندروسيتگويو ال يتيآستروس يها سلول
سـال   و همکـارانش در  يه ـيگر وـه توسـط فق  يد يا مطالعه
CD133 يها مار سلوليوه تانجام شد، مشخص شد  2668

+ 
 يهـا  هـا بـه سـلول    ز آنيباعث تما staurosporine (STS)با 

و  اسلووينســكا .(6)شــوديت مــيو آستروســ يشــبه عصــب
ــهمکــارانش ن ــا مجــاورت ســلول يا ز در مطالعــهي  يهــا ب

CD133
CD133 و +

 يدست آمده از بند ناف با فاوتورهاه ب -
ن وـردن آن بـا   يگزيو سـ س جـا   EGF, bFGFر ينظ يرشد
FBS يهـا  ت سلولين دو جمعينشان دادند وه ب CD133

و  -
CD133

 يدارااخـتلاف معن ـ  يعصب يان مارورهاياز نظر ب +
 يهــا شــتر ســلوليل بيدهنــده پتانســ وجــود دارد وــه نشــان

CD133
ــه ســمت تمــا + ــه ســلوليب  يشــبه عصــب يهــا ز ب
بـه   يا مطالعـه ز در ي ـو همکاران ن زانگياكومي .(22)باشد يم

CD34ت يثر جمعؤنقش م
 يهـا  ز سـلول يبند ناف بـر تمـا   -

CD133
 ـ .(29)بردند يپ يشبه عصب يها به سمت سلول + ا ب

 ديي ـز تايج مطالعه حاضر نيذور شده نتا هاي هتوجه به مطالع
CD133 يها ل سلوليوننده پتانس

ز بـه سـمت   يجهت تمـا  +
 . باشد يم يو شبه عصب يعصب يتوريپروژن يها سلول

صورت گرفته وه اثر  هاي هن با مطالعين مطالعه هم چنيا    
ــر ســلول PAX6ژن  ــمختلــف ارز يهــا را ب ــد  يمــ يابي ونن
ر يتوان به موارد ز يم ها هن مطالعياز جمله ا .دارد يخوان هم

 :اشاره ورد
و همکـارانش در سـال    نوريوكي آزوما وه يا در مطالعه    

بـه    PAX6انجام دادند مشخص شد وه با انتقـال ژن   2661
 ـا ،(RPE)هيگمانتـه شـبک  يوم پيتلياپ يها سلول هـا   سـلول ن ي

 يعصـب  يهـا  ات سـلول يشده و خصوص يزيدچار دگر تما
 . (26)آورند يه را به دست ميشبک
همکـارانش نشـان    و تيا كـارتير   تي گريد يا در مطالعه    

 يروس حاويو يبا لنت Hela يها سلول يساز دادند وه آلوده
جـه  يو در نت ين عصبيتوبول 9 ان آلنايمنجر به ب،  PAX6ژن 
ن مطالعـه از نظـر   يا .شود يم يعصب يکيرفولوژورات مييتغ
بـا   PAX6اعمـال شـده توسـط ژن     يکيرفولـوژ ورات مييتغ

 .(21)سه استيمطالعه حاضر قابل مقا
 

 يريگ جهينت
 يهـا  ز سـلول يانگر تمـا ي ـن مطالعـه ب ي ـج حاصل از اينتا    

CD133
هـا بـه    ن سـلول يبه ا PAX6ح ژن يبا استناده از تلق +

 ـبا در نظر گرفتن ب يعصب يتوريپروژن يها سمت سلول ان ي
و  PAX6و  Chx10  ،Nestin لياز قب يتوريپروژن يمارورها

 بـا در  يونيشـبه گـانگل   يها ز به سمت سلولين تمايچن هم
ــنظــر گــرفتن تغ ــوژورات ميي ــو ب يکيرفول ــاي  يان ماروره

جهت . باشدي م PAX6و  Thy-1ر يون نظيگانگل ياختصاص
 هاي هن مارورها بهتر است وه در مطالعيان ايتر ب يد قطعييتا

ز ي ـن يمذوور به صـورت مولکـول   ين مارورهايان ايب يبعد
 .شود يبررس

 
 يتشكر و قدردان

نامـه كارشناسـي ارشـد مصـوم      اين مقاله حاصل پايـان     
مؤسسـه عـالي آموزشــي و   مركـز تحقيقـات انتقـال خـون،     
كـه بـا حمايـت مركـز      باشـد  پژوهشي طب انتقال خون مي

تحقيقات چشم دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشـتي انجـام   
 . شده است
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Abstract 
Background and Objectives 

Cord blood CD133
+
 stem cells are highly proliferative primitive hematopoietic progenitors. 

These cells can also differentiate to other cells especially neural cells. The PAX6 gene belongs 

to a family of genes that play a critical role in the formation of tissues and organs during 

embryonic development. The PAX6 protein is thought to activate genes involved in the 

formation of the eyes, brain and spinal cord (central nervous system), and the pancreas. The 

purpose of this study was to assess  PAX6 (5a) gene transfer in cord blood CD133
+
 stem cells 

and evaluate its effect on differentiation. 
 

Materials and Methods 

In this experimental study, cord blood stem cells were collected and mononuclear cells isolated 

by ficoll; then, CD133
+
 cells were obtained using the CD133 MicroBead Kit in combination 

with the autoMACS Separator. These cells were cultured in Stem Span media. Next, 

HEK293T packaging cells were co-transfected with PLEX-MCS, PsPAX2, and pMD2G by 

calcium phosphate method. Lentiviral vectors were collected and concentrated. The 

appropriate amount of viruses was used to infect CD133
+
 cells. The successful transduced cells 

were selected by puromycin resistance. After two weeks, the expression of Rhodopsin, 

CHX10, Thy1, Nestin, and PAX6 proteins was assessed by immunocytochemisrty method. 
 

Results 

Two weeks after infection, the expression of Rhodopsin, CHX10, Thy1, Nestin, and PAX6 

proteins were detected in treatment cells and the expression of Rhodopsin and Nestin in control 

cells. 
 

Conclusions   

The results showed CD133
+
 cells differentiated into progenitor neural like cells and retinal 

neural like cells including ganglion like cells. 
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