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  :تقدیر و تشکر

 

سپاس و ستایش خداوند مهربان و عزوجل را که با لطف و رحمت بی دریغش انجام 

  .مراحل این پژوهش را برایم میسر ساخت

  

  با تشکر و قدردانی 

از استاد راهنما، جناب آقاي دکتر احمد آل یاسین که با راهنمایی هاي سودمند و دلسوزانه  

ده اند و من از ایشان درس تواضع و فروتنی در هاي شایانی را رسان کخود در انجام این پروژه کم

راهنمایی هاي به خاطر جناب آقاي دکتر مسعود سلیمانی از . نیز به خوبی آموخته امزندگی را 

در اینجا لازم می بینم که از جناب آقاي دکتر محمد معصومی و . کمال تشکر را دارمشان ارزشمند

، سهیلی که زحمت مشاوره اینجانب را در این پایان نامه عهده دار بودند سرکار خانم دکتر سهیلا

کلیه دوستان و هم گروهی هاي خود در آزمایشگاه ژنتیک پزشکی همچنین از . تشکر و قدر دانی کنم

دوست عزیزم الهام قاضی زاده و دیگر دوستان در پژوهشگاه ملی و مهندسی ژنتیک و زیست و 

  .کنمم پایان نامه یاري نمودند، صمیمانه تشکر و قدردانی میفناوري که مرا در انجا

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  چکیده فارسی

یک روش موثر براي درمان دیابت نوع اول که در اثر نقص سلولهاي بتاي جزایر 

ولیکن کمبود دهنده .لانگرهانس ایجاد می شود، انتقال بافت پانکراس سالم به افراد دیابتی می باشد

شده از  جدا) MSCs(مزانشیمی لذا سلولهاي بنیادي . اربرد آن را کاهش می دهدي بافت مناسب، ک

این تحقیق بررسی امکان در . مغز استخوان می تواند منبع مناسبی براي درمان دیابت نوع اول باشد

توسط لنتی ویروس   PDX1انتقال ژن با تمایز سلولهاي مزانشیمی به سلولهاي تولید کننده انسولین 

یک فاکتور رونویسی است که در تکوین   PDX1پروتئین . نجام گردیدهاي مزانشیمی ابه سلول

، در نمونه حیوانی رت به انجام رسید این مطالعه. دارد پانکراس و تنظیم بیان ژن انسولین نقش کلیدي

همچنین جهت . از رت جدا شده و هویتشان توسط فلوسیتومتري اثبات گردید  MSCsابتدا سلولهاي 

د پتانسیل چند توانی آنها، به وسیله ي محیط کشتهاي تمایزي به سمت آدیپوسیت و استئوسیت تائی

ساخته شده و به  293در سلولهاي  PDX1سپس وکتور لنتی ویروسی حاوي . تمایز داده شدند

توسط مارکر پرومایسین از سایر  -PDX1+  MSCسلولهاي .نسفکت گردیدنداتر MSCسلولهاي 

نشان و ایمنوفلورسانس  RT-PCRبه وسیله   PDX1 و پروتئین mRNAبیان . نددگردیسلولهاي جدا 

، محیط تمایزي نیز براي بهینه سازي تمایز  PDX1همچنین، علاوه بر افزایش دادن بیان . شدداده 

بیان مارکرهاي خاص . سلولهاي مزانشیمی به سلولهاي بتاي جزایر لانگرهانس استفاده گردید

کمی  RT-PCRبا  insulinو  glut2  ،ngn3 ,pdx1شامل رهانس پانکراسسلولهاي جزیره لانگ

کمی، بیان بالایی را براي ژنهاي مارکر جزایر لانگرهانس نشان   PCRنتایج حاصل از. سنجیده شد

مارکر سلولهاي  ،تیمار شده با مواد شیمیایی MSCو سلولهاي   -PDX1+  MSCسلولهاي .  دادند

سلولهاي  براین، نتایج بدست آمده نشان می دهند که بنا. را بیان نکردند ) p48(اگزوکرین پانکراس

میتوانند به عنوان یک منبع قابل دسترس براي درمان بیماري دیابت نوع یک موثر  بنیادي مزانشیمی

  . واقع شوند
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  مقدمه

میلیون  200دیابت شیرین یک مشکل جدي براي سلامت انسان است که در حال حاضر 

به بیش از  2030نفر در جهان را تحت تاثیر قرار داده است و انتظار می رود تعداد این بیماران تا سال 

تلا هستند و به طور عمده به وسیله ببه دیابت نوع یک ماز آنها % 10میلیون نفر برسد که حدود  350

دیابت نوع یک وابسته به انسولین است و در ). ,.Suheir et al 2009(تزریق انسولین درمان می شوند 

) wajeeh et al., 2008(مد بودن سلولهاي بتاي تولید کننده انسولین ایجاد میشود آاثر نقص و ناکار

ي عملکردي که به میزان کافی انسولین بسازند قابل ا جایگزینی سلولهاي بتابنابراین دیابت نوع یک ب

  ). (Ryan et al., 2002; wajeeh et al., 2008بران و درمان استج

امروزه تحقیقاتی براي درمان دیابت نوع یک انجام شده است که در آنها از بازسازي ویا 

 ,.Shimon et al( تخریب شده استفاده شده استبراي جایگزینی سلولهاي بتاي  سانتقال بافت پانکرا

یکی تولید میزان مناسب سلولهاي بتا است که که هر چند که این روشها با دو مشکل اساسی  ).2007

انسولین را نیز به میزان کافی بسازند و در پاسخ به سیگنالهاي فیزیولوژیکی آنرا آزاد کنند و دیگري 

این تکنیکها به  البته . مواجه می باشد ,است یمنی بدن بیمارمحفوظ ماندن این سلولها از پاسخ ا

  .صورت کلینیکی قابل استفاده نیستند

 مد تر از انتقال بافت استآکارو وش مطمئن ر می رسد سلول درمانی رظدلیل به نبه همین 

)Shimon et al., 2007 .(اي سلولهاي بنیادي جنینی و بالغ می توانند در اثر بیان بعضی فاکتوره

به    in vivoو    in vitroرونویسی خاص یا در حضور فاکتورها و شرایط  خاص محیط کشت در 

بنیادي بالغ که یک تکوین ابتدایی  سلولهاي  et al., 2004)  .(Dor سمت بافتهاي خاصی تمایز یابند

دي را بیان در اثر مکانیسمهاي نا مشخصی می توانند دوباره برنامه ریزي شوند و ژنهاي جدی ،دارند

 ,در سالهاي اخیر ). Shimon et al., 2007(کنند که سبب تمایز آنها به سمت بافت دیگري شوند

. رند بسیار مورد توجه قرار گرفته انداسلولهاي بنیادي مزانشیمی به خاطر پتانسیل تمایزي بالایی که د

مغز  ،)dipose  )Timper et al., 2006تحقیقات نشان می دهند که سلولهاي مزانشیمی مشتق شده از 

میتوانند به سمت بیان ) Seeberger et al., 2006( و پانکراس) Moriscot et al., 2005( استخوان

براي تمایز به سلولهاي نیز   MSCs علاوه بر این توانایی  ،پانکراتیک متمایز شوند فنوتیپ اندوکرین

  ).Yanhua et al., 2007( تولید کننده انسولین نشان داده شده است
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آبشاري از فاکتورهاي رونویسی که مسئول تکوین سلولهاي در تحقیقات انجام شده 

ي رونویسی می توانند بخشی بعضی از این فاکتورها. هستند نیز توصیف شده اند  isletپانکراتیک و 

  ).Shimon et al., 2007( امه تکوینی سلولهاي بتا را در سلولهاي غیر پانکراتیک راه اندازي کننداز برن

براي . امروزه تغییر ژنتیکی در سلولهایی که براي درمان استفاده می شوند بسیار رواج دارد

وکتورهاي ویروسی مشتق . انتقال ژنهاي خارجی به درون سلول باید از یک روش موثر استفاده شود

راي انتقال و ب lentivirusesو  adenoviruses, adeno-associated viruses, retrovirusesشده از 

القاي تمایز در سلولها استفاده می شوند که تا کنون کاربردهاي موثر و موفقیت آمیزي از وکتورهاي 

براي   VEGFبراي مثال از وکتور لنتی ویروسی براي انتقال ژن . است گردیدهلنتی ویروس ارائه 

  ).Jazwa et al., 2007( القاي رگزایی استفاده شده است

یک فاکتور  ,نیز شناخته می شود STF-1و  IDX-1, IPX-1 با نامهاي که  PDX1 فاکتور

رونویسی می باشد که تنظیم کننده اصلی تکوین سلولهاي پانکراتیک و همچنین عملکرد سلولهاي 

islet است Jun et al., 2009)( .PDX1  در تنظیم بیان ژن انسولین و چندین ژن مربوط به سلولهاي

islet نقش اساسی داردet al., 2005)  Tamar.(   

فاکتوري است که موجب القاي تمایز سلولهاي  PDX1مطالعات اخیر نشان می دهند 

ه علاو. می شود و سلولهاي بنیادي جنینی به سمت سلولهاي تولید کننده انسولین intestinalبنیادي 

و همکارانش نشان می دهد که وکتورهاي آدنو ویروسی   Yanhua بر این تحقیقات انجام شده توسط

 ,.Yanhua L., et al(تولید انسولین را در سلولهاي بنیادي مزانشیمی القا کرده اند  PDX1حاوي 

ي  پاسخ التهابی و بیان القا هر چند استفاده از وکتورهاي آدنو ویروسی محدودیتهایی مانند). 2007

استفاده از مواد  ،علاوه بر این ).Jazwa et al., 2007(موقت ژن وارد شده را دارا می باشند 

سلولهاي بتاي پاتکراس موثر  بیوشیمیایی نیز می تواند در القاي تمایز سلولهاي بنیادي مزانشیمی به

  .) Li-Bo et al., 2004( باشد

ساخته و سلولهاي بنیادي  PDX1ب لنتی ویروسی داراي ژن وکتور نوترکی ,در این مطالعه

. نددنسفکت شاتر )LV-PDX-1(مزانشیمی جدا شده از مغز استخوان با این وکتور نوترکیب 

و سایر PDX1 سپس بیان ژن  . اینفکت شده با محیط کشت تمایزي نیز مجاوز شدند MSCسلولهاي 

و کت شده داین در سلولهاي بنیادي مزانشیمی ترنسکرهاي سلولهاي بتاي پانکراس از جمله انسولمار
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از همچنین تولید انسولین  .گردیدکمی بررسی   RT-PCRتوسط تیمار شده با مواد بیوشیمیایی، 

  .نیز اثبات گردید ECLایمنو فلورسانس و  سلولهاي تمایز یافته توسط
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بنیادي سلولهاي -1  

زشکی شناسایی و جدا کردن نوع جدیدي از سلولها در یکی از یافته هاي جدید علم پ

به نام سلولهاي بنیادي است که به دلیل داشتن پتانسیل هاي بالا درزمینه تقسیم  داخل بدن پستانداران،

 (Maurizaioتمایز به سلول هاي تخصصی بدن بسیار مورد توجه دانشمندان قرار گرفته است شدن و

et al., 2006(.  مجله علمی  2000مربوط به سال  290درشماره درمقاله اي کهScience   به چاپ

 ، جدا سازي سلول هاي بنیادي انسان عنوان شد 1999رسید بزرگترین پیشرفت غیر منتظره سال 

)(Mezey et al., 2000 .گی هاي خاصی که دارند قادر هستند انواع مختلف ژاین سلول ها به دلیل وی

مطالعه بر روي سلولهاي بنیادي حوزه . وهشگران هستندژیار مورد توجه پلذا بس .سلولها را تولید کنند

همچنین چگونگی  اي از دانش است که به مطالعه چگونگی ایجاد یک موجود کامل از یک سلول،

راه هاي زیادي براي . تعویض سلول هاي آسیب دیده با سلول هاي سالم در موجود بالغ می پردازد

با این حال از نظر تکنیکی سختی هاي . دي در تحقیقات بالینی وجود دارداستفاده از سلول هاي بنیا

زیادي بین تئوري هاي امید بخش در درمان بیماري ها ورسیدن به یک روش عملیاتی مناسب 

دردرمان آن ها وجود دارد که پرکردن این فاصله تنها با انجام آزمایشات وتحقیقات بیشتر وبیشتر 

گی هاي به منبع آن ها ، داراي شماري ویژ لول هاي بنیادي بدون توجهتمام س. امکان پذیر است

عدم تخصصی بودن براي  ،عمومی هستند که مهم ترین آن ها قدرت تقسیم و خود نوزایی مشترك و

 .می باشدقدرت تبدیل شدن به سلول هاي تخصصی بافتی، 

 :ند سلول هاي بنیادي براساس توان تمایز به سه صورت تقسیم بندي می شو

این سلول ها می توانند همه سلول ها اعم از سلول هاي فرد وسلول هاي برون :  1همه توان -

ي یک جنین دو سلولی که هر سلول آن می تواند یک را بسازند مانند بلاستومرها) جفت(جنینی 

  .فرد کامل را بسازد

مثلاً سلول . ا بسازندسلول هایی هستند که می توانند غالب یا همه سلول هاي یک فرد ر:  2پرتوان -

هاي بنیادي جنینی تحت شرایط خاص می توانند یک فرد را بسازند ولی قادر به ایجاد سلول 

 .نیستند) جفت(هاي برون جنینی 

                                                             
1 . Totipotent 
2.  Pluripotent 
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این دسته از سلول هاي بنیادي تعداد محدودتري از انواع سلولی را می توانند ایجاد :  1چند توان -

 Hans et al., 2007; Sinsicalco et(بافت هاي بزرگسالان مانند سلول هاي بنیادي واقع در  ،کنند

al., 2008 .(  

  انواع سلول هاي بنیادي

بزرگسالان هستند وهر دوي این  به طور کلی سلول هاي بنیادي داراي دو منشأ جنینی و

سلول ها در مطالعات زیست شناسی تکوینی، طب پیوند، توسعه دارو سازي، ناهنجاري شناسی 

  .اهمیت دارندهاي ترانس ژن وتولید موش 

سلول بنیادي جنینی سلولی است مشتق از جنین با توان تقسیم زیاد که می تواند تقریباً به 

. این سلول ها از مرحله بلاستوسیست جنین به دست می آیند. تمام سلول هاي بدن تمایز یابد

روز بعد  5یا  4که معمولاً بلاستوسیست مرحله اي از تکوین درپستانداران پیش از لانه گزینی است 

سلول دارد که همه از نظر ژنتیکی یکسان  200تا 100دراین مرحله جنین . از لقاح ایجاد می شود

این سلول ها آغاز کننده تکوین جنین هستند پتانسیل تبدیل شدن به تمام بخش هاي بدن را . هستند

  . )(Thamson et al., 1998دارند

هاي تمایز نیافته اي هستند که بین سلول هاي تمایز یافته  سلول هاي بنیادي بالغ، سلول

یک بافت یا اندام وجود دارند وقادرند خود را تجدید کرده ونیز به سلول هاي تمایز یافته بافت 

تاریخچه کشف سلول . بافتی است که درآن یافت می شوند لذا، کار آنها بقاء و تعمیر. تبدیل شوند

میلادي، پژوهشگران متوجه شدند  1960درسال . سال پیش برمی گردد 40 هاي بنیادي بالغ به بیش از

ست، سلول هاي بنیادي خون ساز که ا که مغز استخوان داراي دو نوع جمعیت سلول هاي بنیادي

انواع سلول هاي خونی را می سازد و سلول هاي بنیادي استرومال که جمعیت سلولی مخلوطی 

سلول هاي بنیادي بالغ به تعداد بسیار . افت همبند را می سازندهستند و استخوان، غضروف، چربی وب

براي سال هاي باقی  "بدون تقسیم  "اندك در بافت هاي بالغ وجود دارند ودر هر بافتی به صورت

بافت هاي بالغی که داراي . مانده تا زمانی که توسط یک بیماري ویا آسیب بافتی دوباره فعال شوند

مغز، مغز استخوان، خون محیطی، رگ هاي خونی، عضلات اسکلتی، : امل سلول هاي بنیادي اند ش

امروزه پژوهشگران زیادي سعی بر استخراج وکشت این سلول ها براي تولید . پوست وکبد هستند

                                                             
1 . Multipotent 
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کشت این سلول ها در محیط . رده هاي خاص سلولی براي درمان بیماري هاي مختلف دارند

را بیان کرده  Oct4مارکر . نداشته وتراتوما تشکیل نمی دهند آزمایشگاه نیاز به لایه تغذیه کننده

سلول هاي بنیادي بالغ در عین حال که فعالیت . در چرخه سلولی اند " 1G1کنترل مرحله  "وفاقد

  .) (Baksh et al., 2004تلومرازي بالایی دارند اما تعداد تقسیمات آن ها محدود و قابل کنترل است

  :بالغ عبارتند از بنیادي جنینی ومزایا ومعایب سلول هاي 

این موضوع از نظر اخلاقی . شاء سلول هاي بنیادي جنینی، جنین وبافت هاي جنینی استنم: الف

قابل بحث است درحالی که سلول هاي بنیادي بالغ را می توان از خود بیمار گرفت ودر محیط کشت 

  .رشد داد وسپس دوباره به بیمار برگرداند

 اده ومزیت سلول هاي بنیادي بالغ اینست که این سلول ها متعلق به بافت بدن بیمارمهمترین استف: ب

ست، درنتیجه توسط سیستم ایمنی دفع نمیشود اما سلول هاي بنیادي جنینی احتمال دفع توسط ا

  .سیستم ایمنی میزبان را دارند

ایی که از سه لایه جنینی سلول هاي بنیادي جنینی از نظر قدرت تمایز قادر به تشکیل کلیه سلول ه: ج

منشاءمی گیرند هستند درحالی که سلول هاي بنیادي بالغ قادرند به طیف محدودي از رده هاي 

  .سلولی ویا تنها به سلول هاي بافتی که از آن منشاء گرفته اند تمایز یابند

ال باتوجه به محدودیت هاي کاربرد سلول هاي بنیادي جنینی نظیر ایجاد تومور پس از انتق

به موجود زنده، مسائل مربوط به رد پیوند ومحدودیت درمنبع ومسائل اخلاقی، بررسی امکان استفاده 

از سلول هاي بنیادي در بافت بالغ، عدم تکثیر سریع آن ها درمقایسه با سلول هاي بنیادي جنینی 

بنابراین . استوقدرت تمایزي پایین آن ها از مشکلات درحال بررسی استفاده بالینی از این سلول ه

  . سوالات زیادي درمورد قدرت وچگونگی تمایز سلول هاي بنیادي بالغ باقی مانده است

، ژورنال 1999درخصوص قابلیت انعطاف پذیري سلول هاي بنیادي بالغ، ابتدا درسال 

Science  مقاله اي تحت عنوان"Turning Brain into Blood" منتشر کردBjornson et al., 1999)( .

چاپ  "Turning Blood into Brain "، همین ژورنال مقاله دیگري تحت عنوان 2000درسال  سپس

  .)(Mezey et al., 2000 نمود

                                                             
1 . G1 Control point 
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به تدریج بعد از آن مقالاتی دیگر حاکی از قابلیت تبدیل وتمایز سلول هاي بنیادي بالغ به 

عوامل متعددي که درخصوص . ) (Phinney et al., 2005سلول هاي بافت هاي دیگر به چاپ رسید

بر روي رفتار سلول هاي بنیادي اثر گذارند، عوامل رشد وسیتوکین ها هستند که درهر بافتی متفاوت 

هر بافت تحت تأثیر عوامل متعددي درهمان بافت به سلول هاي اختصاصی  سلول هاي بنیادي در. اند

شگاه می توانند موجب تغییر تغییر فاکتورها وعوامل محیطی درمحیط آزمای. آن بافت تبدیل می شوند

 Transdifferentiationیا  1سرنوشت این سلول ها شود، خصوصیتی که آن را پلاستیسیته

واقع خصوصیات سلول هاي بنیادي به دلیل بیان یک  در .) (Wislet-Gendebien et al., 2005گویند

. سلول می شودسري ژن هاي خاص درآن هاست وتغییر دربیان این ژن ها موجب تغییر رفتار 

درك  با. سیتوکین ها وعوامل رشد از طریق گیرنده هاي سلولی روي بیان ژن ها اثر می گذارند

در محیط  آنها را چگونگی اثراین مولکولها ومواد برروي فعالیت سلول هاي بنیادي می توان رفتار

هاي بنیادي  سلول. کشت کنترل کرد و آنها را در به سمت تمایز به سوي یک رده خاص سوق داد

متفاوت  ربالغ درتمام بافت هاي حیوانات دیده شده اند وبا توجه به مکانی که به آن تعلق دارند، بسیا

توده داخلی ( هستند وبرخلاف سلول هاي بنیادي جنینی که با توجه به منشاء مشخص می شوند

داد بافت هاي بالغی که ، این سلول ها مشخصه قطعی بدین معنی ندارند ودائماً بر شناسایی تع)جنینی

لیستی از بافت هایی که دربدن داراي سلول هاي بنیادي . داراي سلول هاي بنیادي اند افزوده می گردد

مغز استخوان، گردش خون محیطی، مغز،طناب نخاعی،پالپ دندان، عروق : بالغ هستند به این قرارست

مطالعه  امروزه ).(Sakaguchi et al., 2005 ...پانکراس و کبد، قرنیه، پوست، خونی، عضلات اسکلتی،

  .استفاده از سلول هاي بنیادي مغز استخوان توجه بسیاري از محققین را به خود جلب کرده است و

  سلول هاي بنیادي مرانشیمی - 1-1

مهم ترین منبع سلول هاي بنیادي مزانشیم درسال هاي اخیر مغز استخوان است که سلول 

این سلول . )et al., 1976)  Friedensteinوکشت داده می شوند هاي مورد نظر به راحتی از آن جدا

ها در ترمیم بافت هایی بامنشاء مزانشیمی مثل استخوان، غضروف، ماهیچه، تاندون و چربی شرکت 

می کنند والبته این سلول ها به عنوان سلول هاي حمایت کننده براي سلول هاي هماتوپوئتیک درمغز 

سلول هاي مزانشیم را از منابع فرعی دیگري هم مثل . ) (Caplan et al.,2005استخوان نیز هستند

                                                             
1 . Plastisity 


