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  :تشكر و قدرداني
 

  ستايش و سپاس، خالق هستي را سزاست كه علم را مايه مباهات قرار داد و بر اين بنده كمترين، منت   
اكنون كه به لطف و ياري خداوند متعال، مراحل نگارش و . گذارده و همواره هادي و راهنمايم بوده است

 فراوان خويش را تقديم سروراني دانم مراتب امتنان و قدردانينامه به اتمام رسيده است لازم ميتدوين پايان
  . شائبه آنان بوده استهاي بينامه حاضر مرهون مساعدتنمايم كه ارائه پايان

   بدين وسيله از استاد عزيزم، جناب آقاي دكتر مولي كه بزرگوارانه و دلسوزانه با نظرات ارزشمند و 
  . ر و قدرداني را دارمگشاي انجام تحقيق شدند، كمال تشكدريغ خويش راههاي بيمساعدت

مند ساختند  كه به عنوان استاد مشاور، اينجانب را از نظرات ارزشمند خود بهرهدكتر فتحياز جناب آقاي 
  .تشكر فراوان دارم

 از اساتيد خوبم در .پيروي نيز به خاطر راهنمايي هاي ارزشمندشان تشكر مي كنمدكتر  از جناب آقاي   
 و دكتر سلطاني به خاطر زحماتي كه براي من كشيده اند، تشكر مي شر بهمنگروه، دكتر صادقي زاده، دكت

  .كنم

 كه در حد توانشان ياري و مساعدت هاي خود را از من دريغ و همكاران آزمايشگاهدوستان همه    از 
  .اند، تشكر  مي كنمننموده

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

  :چكيده
ا در دوران جنيني وجود دارد تا اينكه آساهارا و همكارانش براي  تصور بر اين بود كه واسكولوژنز تنه1998    تا سال   

سلولهاي پيش ساز اندوتليال يك جمعيت      . اولين بارسلولهاي پيش ساز اندوتليال را از خون محيطي جداسازي كردند          
ز مغـز  هتروژن از سلولهاي تك هسته اي موجود در مغز استخوان مي باشد كه در پاسخ به ايجاد يك اندام اسكميك ا   

اين سلولها نقش اساسي در بهبـود  . استخوان وارد خون شده و در اندام مورد نظر به سلولهاي اندوتليال تمايز مي يابد      
 .ژيك نظير رشد تومور و متاستاز دارندوزخم ها و شرايط پاتول

ز به يني و قابليت تما بعضي از خصوصيات سلولهاي بنيادي از قبيل توانايي ايجاد كلو    سلولهاي پيش ساز اندوتليال
يهـاي  گيكـي از ويژ   . لولهاي كارديوميوسيت، ماهيچه صاف و سلولهاي انـدوتليال را دارنـد          س از جمله    يچند رده سلول  

سلولهاي بنيادي توانايي خودتجديدي اين سلولها مي باشد كه به وسيله مكانيسم هـاي مختلفـي در انـواع سـلولهاي      
ولهاي پيش ساز اندوتليال يك ابزار مناسب براي سـلول درمـاني مـي باشـد،          در حالي كه سل   . بنيادي كنترل مي شود   

به عنوان مثال بيان ژنهاي خود تجديدي بطـور جـامع در            . بسياري از ويژگيهاي اين سلولها هنوز شناخته نشده است        
ب جداسازي و   در اين مطالعه سلولهاي پيش ساز اندوتليال از خون محيطي افراد داوطل           . اين سلولها برسي نشده است    

بطور مختصر سـلولهاي تـك هـسته اي از خـون محيطـي              . بيان ماركرهاي سلولهاي بنيادي مورد بررسي قرار گرفت       
ل بر اساس مرفولوژي و تين كشت داده شد و سلولهاي پيش ساز اندوتلياكجداسازي شد و در ظروف آغشته به فيبرون  

  .شان مشخص شدندخصوصيات رشد
-Tie و CD34, CD31, VCAM KDR :ركرهاي  سلولهاي پيش ساز اندوتليال شامل ژنهاي    در مرحله اول بيان ما

 CD34, CD31سپس با استفاده از ايمونو سيتو شيمي بيـان ژنهـاي   .  مورد بررسي قرار گرفتRT-PCR به وسيله 1
مرحلـه بعـد بيـان    در .  را داشـتند LDLعلاوه بر اين سلولهاي جدا شده توانايي اتصال به لكتين و جذب      . بررسي شد 

 و همچنـين  Oct4-A, Sox-2, Nanog, Nucleostemin, ZFXجملـه   بعـضي از مهمتـرين ژنهـاي خـود بازسـازي از      
Oct4-B و Oct4-B1بررسي شد .  

در سلولهاي پيش ساز انـدوتليال بيـان نمـي    Nanog وOct4-A ، Sox-2     نتايج ما نشان داد كه هيچ يك از ژنهاي 
نتـايج مـا همچنـين      .  را در اين سلولها نشان داديم      Oct4-B1  و Oct4-Bولين بار بيان ژنهاي     همچنين ما براي ا   . شود

 در اين سلولها بيان مي شوند و بيانـشان از  ZFX وNucleostemin نشان داد كه دو ژن ماركر سلولهاي بنيادي يعني 
 بـسياري از ماركرهـاي    بيـان بـه دسـت آمـده   در مجمـوع سـلولهاي    .روز چهارم تا يازدهم يك روند كاهشي را دارد

از طـرف   بـالايي هـستند و    نسبتا سلولهاي اندوتليال را نشان مي دهند كه نشان مي دهد اين سلولها درحالت تمايزي             
  . پروفايل بياني ژنهاي خود تجديدي نشان مي دهد كه اين سلولها توانايي خودتجديدي محدودي دارندديگر

، سلولهاي بنيادييش ساز اندوتليال، خودتجديديواسكولوژنز، سلولهاي پ:  كليدي واژگان  
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 مقدمه
 

 

  



 

 2

  :مكانيسمهاي رگزايي  -1-1

 فرايند .2ولوژنزك واسو 1وژنزي آنژ دو مكانيسم مختلف توليد مي شوند كه عبارتند ازبه وسيلهرگهاي خوني     

طور طبيعي هم در دوران جنيني و هم در  بقبلي بوده ورگهاي  شامل جوانه زدن رگهاي جديد از نخست

 از سلولهاي مزانشيمي شامل ايجاد عروق خوني در حالي كه واسكولوژنز .)1( واند رخ دهدتدوران بلوغ مي 

وجود دارد در  فقط در دوران جنيني ك دهه قبل اعتقاد بر اين بود كه اين مكانيسمي تا .)2( نابالغ مي باشد

مطالعات اخير نشان داده كه خون محيطي بزگسالان حاوي رده هاي سلولي مشتق شده از مغز  حالي كه

اين سلولها قابليت تكثير و تمايز به .  جنيني استباشد كه ويژگي آنها مشابه آنژيوبلاست هاي استخوان مي

 .)4و3( شوند خوانده مي  )EPC( 3بالغ را دارند و سلولهاي پيش ساز اندوتليال سلولهاي اندوتليال

  

  : آنژيوژنز - 1-1- 1

رگزايي در حالات مختلف . زايي به معني تشكيل مويرگهاي جديد از عروق اوليه استوژنز يا رگيآنژ    

 فيزيولوژيك مانند رشد از، آرتريت روماتوئيد و همچنين در فرايند هاياز قبيل رشد تومور، متاستپاتولوژيك 

  .)1( ل دخيل مي باشد، ترميم زخم و توليد مثو نمو اندام

 القاكننده و ياكتورهافولوژي طبيعي است و در صورتي كه تعادل بين ك فرايند لازم در فيزييآنژيوژنز     

  .)1( بوجود مي آيد، شرايط براي ايجاد برخي بيماريها  هم بخوردوژنز برمهاركننده آنژي

اين مراحل مي ، كه يك يا چند مرحله از گرفته مي شود مرحله متوالي در نظر 10براي فرايند رگزايي     

ها  كه هنگاميكه بافتجزئيات اين مراحل به اين صورت است. باشدل محرك بازدارنده رگزايي امتواند هدف عو

 سنتز و رهاسازيمي شوند، اين بافتهاي آسيب ديده اقدام به ) كمبود اكسيژن  ( 4دچار هيپوكسي

                                                           
1- Angiogenesis  
2- Vasculogenesis  
3  - Endothelial progenitor cell 
4 - Hypoxia 
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واقع بر سطح مذكور با اتصال به گيرنده هاي خود فاكتورهاي ، سپس )1( فاكتورهاي آنژيوژنيك مي كنند

سلولها رها شده تئازها از اين ودر مرحله بعد پر. )6و5( عال شدن آنها مي شوندسلولهاي اندوتليال منجر به ف

كثير مي ، سلولهاي اندوتليال مهاجرت و ت كه با حل شدن غشاي پايه)7( تا غشاي پايه را حل كنند

 رفتن جلو و دنيكش به زين) αvβ5و α3βvتگرينناز قبيل اي(وه بر اين مولكولهاي اتصالي  علا.)8(يابند

 تجزبه جهت 1كسيماتر يتئازهاومتالوپر ادامه در. )9( كنند يم كمك زدن جوانه حال در يخون يرگها

– نپوئيتيويآنژ كنشم بره سپس ،)10( گردند يم ديتول آن مجدد يبازساز آغاز و يلوسل خارج كسيماتر

Tie2و سيستم )11(  موجب تعديل تشكيل لوله مي شود EphB-ephrinB حلقه را بر  نيز تنظيم تشكيل

ماهيچه صاف براي پايدار كردن رگهاي خوني تازه  در نهايت پريسيتها و سلولهاي )12( مي گيرندعهده 

  .)13( شده به اين ساختار اضافه مي شوندتشكيل 

  

  :واسكولوژنز - 1-2- 1

، واسكولوژنز فقط در دوره كوتاهي از مراحل  آنژيوژنز كه در تمام مراحل زندگي انسان وجود داردبرخلاف    

 كه با سلولهاي ه ايجاد رگهاي خوني در افراد بالغ واژه واسكولوژنز بوزهر امهتالب. )2(جنيني ديده مي شود

   . )3( طلاق مي شودپيش ساز اندوتليال در ارتباط است هم ا

 3 و هم در قسمت هاي خارج جنيني2 در دوران جنيني هم در قسمت هاي داخل جنينيزواسكولوژن    

 در قسمت هاي خارج جنيني قبل واسكولوژنز.  مكانيسم هاي تقريبا متفاوتي هستندديده مي شود كه داراي

 زرده ظهور جزاير خوني در لايه مزودرم كيسه و در پستانداران با شود  داخل جنيني انجام مي قسمت هاياز

پس از مدتي سلولهاي  .سلولهاي آنژيوبلاست مي باشدجزاير خوني در واقع محل تجمع . )14( آغاز مي شود

ماتوپويتيك جنيني تبديل لولهاي ه و سلولهاي داخلي به توده اي از سبيروني جزاير خوني به آنژيوبلاست
                                                           

Matrix metalloproteinasese - 1   
Extraembryoni  - 2   

 Intraembryonic-3  
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لهاي لهاي هماتوپويتيك انواع سلووسلولهاي آنژيوبلاست در نهايت به سلولهاي اندوتليال و سل. مي شوند

  .)15( مي شوندشبكه عروق به يكديگر متصل جزاير خوني براي تشكيل . خوني را ايجاد مي كنند

ژيوبلاست ج جنيني مي تواند با تمايز مستقيم آنواسكولوژنز در قسمت هاي خارمطالعات اخير نشان داده كه 

  .)14( شودها از مزودرم و مستقل از جزاير خوني نيز انجام 

اندوكارديوم اولين ساختار  شود و به نظر مي رسد يواسكولوژنز در قسمت هاي داخل جنيني هم انجام م    

 presomitic( كه از ناحيه با مهاجرت سلولهاي آنژيوبلاست . اندوتليالي است كه در جنين تشكيل مي شود

cranial mesoderm  (با تشكيل ميوكارديوم، يك  ناحيه همزمان  پريكارديال، اينمنشا مي گيرند به ناحيه

اين شبكه پس از مدتي دچار باز آرايي شده و لوله اندوكارديال را . )14(شبكه رگي را نيز ايجاد مي كند

آنژيوبلاست بيشتري به اين براي توسعه اين شبكه . ، كه اولين ساختار رگي در جنين مي باشدايجاد مي كند

 .)16(  اندوتليال تبديل مي شوندو به سلولناحيه مهاجرت كرده 

  

  : در افراد بالغواسكولوژنز - 1-3- 1

كه  پيش ساز اندوتليال به سلولهاي اندوتليالسلولهاي ك دهه قبل اعتقاد بر اين بود كه تمايز يتا         

مطالعات اخير نشان داده كه خون محيطي . )2(نام دارد، فقط در دوران جنيني وجود دارد واسكولوژنز

باشد كه ويژگي آنها مشابه آنژيوبلاست  گسالان حاوي رده هاي سلولي مشتق شده از مغز استخوان ميربز

بالغ را دارند و سلولهاي  اين سلولها قابليت تكثير و تمايز به سلولهاي اندوتليال. )17( هاي جنيني است

 .فراد بالغ نيز وجود دارد در اواسكولوژنزشد كه مشخص ن يبنابرا. خوانده مي شوند پيش ساز اندوتليال

  .)18( دادجزئيات اين فرايند را نشان مطالعات بعدي 
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 حالت ايجادسبب آسيب ديدگي يا مسدود شدن عروق كاهش جريان خون در يك ناحيه از بدن به علت     

 به اين حالت افزايش توليد و ترشح فاكتورهاييپاسخ طبيعي بافت . در آن ناحيه از بدن مي شودهيپوكسي 

 .)19( تحريك مي كندالتهاب و واسكولوژنز را براي كاهش حالت هيپوكسي است كه 

1HIF-1    مي شود و از دو زير واحد در اكثر سلولها بيان a  وb در مقدار طبيعي . )20( شده است  تشكيل

كسي شود  اما زماني كه بافت دچار هيپو، و از بين مي روده شدهزيتئازها تجو توسط پرaاكسيژن زير واحد 

 چندين فاكتور آنژيوژنيك را فعال مي كند كه شامل رونويسي از HIF-1  .)21( پايدار مي شودaزير واحد 

اين فاكتورها .  مي باشد)26( و اريتروپويتين )23( 3SDF1, )24( 4MCP1,)25(,2VEGF )22(آنژيوپويتين 

ن شده و آنها را به ناحيه اي از مغز استخوان به خو CD14+EPC و CD34+EPCسلولهاي سبب آزاد شدن 

  .كه دچار كمبود اكسيژن شده هدايت مي كند

از  VEGF. )27( را در آن ناحيه افزايش مي دهد نفوذپذيري ديواره عروق MCP1 و VEGFفاكتور هاي     

-VEتئين وفوريلاسيون پرباعث فس در سطح سلولهاي اندوتليال VEGFR2طريق اتصال به رسپتور 

Cadherineهمچنين . )28( يه آن مي شود و تجزMCP-1  از طريق مسيرMCP1-CCR2  در سلولهاي

  شودكه در اتصالات محكم نقش دارند ميOccludins و Claudinsتئين وپر سبب فسفوريلاسيوناندوتليال 

كرده و در بين سلولهاي  به آن نفوذ CD14+EPCسلولهاي  با افزايش نفوذپذيري ديواره عروق .)29(

  .)30( رار مي گيرنداندوتليال ق

 يهاالاستازمتالوو  كسيماتر يمتالوپرتئازهابه ترشح  شروع CD14+EPCدر مرحله بعد سلولهاي     

 با .)31( ماتريكس خارج سلولي را تجزيه مي كنند كه غشاي پايه سلولهاي اندوتليال و مي كنند5كسيماتر

هيپوكسي شبكه اي از تونلها در آن  به سوي ناحيه CD14+EPCتجزيه غشاي پايه و مهاجرت سلولهاي 

                                                           
1- hypoxia inducible transcription factor 

  Vascular Endothelial Growth factor -2  
3- Stromal cell-derived factor-1  
4- monocyte chemoattractant protein-1 
5- matrix metalloellastases 
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 ا بعد از مهاجرت سلوله .)31(  كه به عنوان الگو براي ايجاد عروق استفاده مي شودناحيه ايجاد مي شود

CD14+EPC 1كينين ها از قبيل به اين ناحيه، اين سلولها با ترشح انواع سيتوIL8 هدايت سلولهاي  سبب

CD34+EPC32(  به اين ناحيه مي شوند(.  

 توسط اين سلولها و باعث افزايش ترشح فاكتورهاي آنژيوژنيك +CD14 و +CD34هم كنش سلولهاي بر    

 كه سبب تكثير و مهاجرت سلولهاي )33( در آن ناحيه مي شوددر نهايت ايجاد يك نيچ آنژيوژنيك 

 .)34( عروق بالغ تبديل مي كنداطراف به داخل شبكه تونلي شده و آنها را به اندوتليال 

  
كاهش اكسيژن سبب پايدار شدن . لسلولهاي پيش ساز اندوتليامكانيسم عروق زايي به وسيله  -1- 1شكل 

 EPC  سلولهاي محل مورد نظر مي شود كه سبب ترشح فاكتورهاي آنژيوژنيك مي شود كه HIF-1فاكتور 

 ها با ترشح EPC. ودها را به ناحيه مورد نظر كشيده و باعث نفوذ آنها در بين سلولهاي اندوتليال مي ش

  .)35( پروتئازها ماتريكس را تجزيه كرده و باعث ايجاد عروق جديد مي شود

                                                           
1- Interleukin8 
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   سلولهاي بنيادي -1-2

 1 قابليت خود بازسازي-1: سلولهاي بنيادي توسط دو خصوصيت از سلولهاي عادي قابل تشخيص هستند    

  )36 (2توانائي توليد حداقل يك نوع سلول تمايز يافته- 2

حداقل يكي از سلولهاي دختري ناشي از آنها . لولهاي بنيادي پس از تقسيم، دو راه در پيش مي گيرندس    

بصورت سلولهاي بنيادي جديد با همان خصوصيات سلول والد باقي مي مانند، و يك سلول دختري بنام 

د، كه اين امر بوجود آورده كه پيش از تمايز مجددا چند بار وارد تقسيم سلولي مي شون3سلول پيشساز

به همين علت به اين سلولها سلولهاي موقتاً تكثير . موجب افزايش تعداد سلولهاي تمايز يافته خواهد شد

  .)36( شونده نيز گفته مي شود

اين سلولها از لحاظ محدوديت در پتانسيل تمايز و تعداد تقسيمات سلولي با سلول بنيادي والد خود      

  .)37( به اين سلولها، سلولهاي اجدادي نيز اطلاق مي شودگاهي اوقات . تفاوت دارند

  

  انواع سلولهاي بنيادي از لحاظ پتانسيل ايجاد سلولهاي تمايز يافته - 1- 2- 1

Totipotent : اين سلولها توانائي تقسيم و ايجاد تمامي سلولهاي تمايز يافته يك ارگانيسم كامل را دارند  .

  .)38( سلولي مورولا به چشم مي خورد 8اين توانائي در زيگوت تا مرحله 

Pluripotent:  اكتودرم، ( اين نوع سلولهاي بنيادي توانائي تقسيم و تمايز به هريك از سه لايه جنيني

سلولهاي بنيادي جنيني جدا شده از . را دارند ولي قادر به تشكيل جفت نمي باشند) مزودرم و اندودرم

  .)38( بالغ داراي اين پتانسيل مي باشندبلاستوسيست و برخي از سلولهاي بنيادي 

                                                           
1- Self-renewal  
2- Pluripotency 
3- Precursor  
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 Multipotent: اين سلولها كه در بافتهاي بالغ وجود دارند ظرفيت تقسيم و تمايز به دو يا تعداد محدودي 

در اين مورد سلولهاي حاصل عمدتا مربوط به همان لايه جنيني منشا سلول . از سلولها تمايز يافته را دارند

به عنوان مثال سلولهاي بنيادي خونساز مغز استخوان توانائي ايجاد انواع سلولهاي . بنيادين مادري مي باشد

  ).38( خوني را دارند، اما نمي توانند سلولهاي مغزي را ايجاد كنند

Unipotent : اين سلولها نيز در بافتهاي بالغ وجود داشته و توانائي تمايز به يك نوع سلول را دارا مي باشند .

به وفور ) به شكل سلولهاي اسپرماتوگوني( به عنوان مثال در پوست و در غدد تناسلي مردان اين نوع سلولها

تنها ويژگي كه اين نوع سلولها را از سلولهاي غير بنيادي متمايز مي كند خاصيت خود . يافت مي شوند

  .)36( تكثيري آنهاست

  

  :پروژنيتور سلولهاي  - 2- 2- 1
ميزان اين قابليت بستگي به نوع . يز به يك يا چند رده سلولي را دارندقابليت تماسلولهاي پروژنيتور     

 در آن  به نيچي كه سلولهاي پروژنيتورو نيز دارد ، سلولهاي پروژنيتور از آن منشا گرفته اندسلول بنيادي كه

مسير تمايزي ، اما مقداري از از اين نظر اين سلولها شبيه سلولهاي بنيادي مي باشند .بستگي دارد دنقرار دار

  و سلولهاي تمايز يافته قرار دارند1 بين سلولهاي بنيادي از اين لحاظ و در واقع اين سلولهارا طي كرده اند

)39(.  

 هم دارند اما بر خلاف سلولهاي بنيادي كه اين سلولها شبيه سلولهاي بنيادي قابليت ايجاد كلني را    

  .)40(  اين سلولها توانايي تقسيم محدودي دارند،دمحدود را دارنتوانايي همانند سازي وتقسيم نا

 اكثرا بصورت غيرفعال باقي مي مانند و  كه در قسمت هاي مختلف بدن وجود دارنديسلولهاي پروژنيتور    

 سلولهاي زماني كه قسمتي از بافت بدن دچار آسيب يا مرگ سلولي مي شود. سرعت رشد كمي دارند

                                                           
1- stem cell 


