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Abstract 
Objective: The objective of this study was to isolate and culture human dental pulp stem 
cells to study important stem cell markers in them.
Materials and Methods: Dental stem cells were isolated from human pulp and cultured 
in alpha-modified eagle’s medium (α-MEM) supplemented with 20% fetal bovine serum 
(FBS) in a 37°C incubator with 5% CO2 and photographed under inverted microscope. 
The expressions of the important stem cell markers were analyzed by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR)  and agarose gel electrophoresis in the cells at 
different passages.
Results: Cells isolated from dental pulp showed a high rate of proliferation and were 
cultured to more than 15 passages in vitro. The study of gene expression by RT-PCR 
showed that these cells expressed nucleostemin, cyclin D1, Oct-4 and nanog (major com-
ponents of the PluriNet) in different passages as well as under serum-free conditions.
Conclusion: Cells isolated from dental pulp are genuine pluripotent stem cells with high 
potential for self-renewal. The expression of the stem cell markers in human dental pulp 
stem cells indicate that they have a great potential for cell therapy and regenerative medi-
cine, even they were isolated from adult teeth.
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مقدمه
نيافته اى  تمايز  سلول  به  بنيادى  سلول  سنتى،  تعاريف  اساس  بر 
خودبازسازى  مكرّر  تقسيمات  ويژگى  دو  حداقل  كه  مى گردد  اطلاق 
(Self-Renewal) و توانايى تمايز به بيش از يك سلول را دارا باشد 
(1). به طور معمول براى شناسايى سلول بنيادى از معرفى يك يا چند 
مانند روش هايى  به  مشابه  ژن هاى  و   Oct-4 ،Nanog مانند  ماركر 

 ،Reverse Transcription Polymerase Chain reaction (RT-PCR)
اواخر  اين  در  مى شود.  استفاده  فلوسايتومترى  يا  و  ايمونوسيتوشيمى 
به  را  بنيادى  سلول  معرفى  و  شناسايى  نحوه  اين  محققين  برخى 
ماركر  يك  تنها  بيان  با  كه  است  اين  بر  آنان  نظر  كشيده اند.  چالش 
سلولى،  بلكه  است  شده  جداسازى  بنيادى  سلول  كه  گفت  نمى توان 
شبكه  يك  صورت  به  كه   - ژن هايى  از  مجموعه اى  كه  است  بنيادى 
شبكه  اين  كنند.  عمل  فعال  صورت  به  آن  در   - هستند  درگير  باهم 
پروتيينى به نام شبكه پرتوانى (Pluripotency Network) و به اختصار 
PluriNet نام گذارى شده است كه ويژگى مشترك تمام سلول هاى پرتوان 
(Pluripotent) است. به عبارت ديگر اگر سلولى بتواند ژن هاى درون اين 

شبكه را بيان كند، مى تواند در تعريف سلول بنيادى پرتوان بگنجد (2). 

بررسى بيان اجزاى اصلى شبكه پرتوانى در سلول هاى بنيادى 
جدا شده از دندان عقل انسان 
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چكيده 
* هدف: جداسازى و كشت سلول هاى بنيادى از دندان عقل انسان و بررسى بيان ماركرهاى مهم ژنى سلول بنيادى در آنها

Alpha-Modified Eagle’s Medium (α-MEM) مواد و روش ها: سلول هاى بنيادى از پالپ دندان عقل انسان بالغ جدا و در محيط *
زير  مشاهده  از  پس  و  داده  كشت   CO2 درصد   5 و  سانتي گراد  37درجه  دماى  با  انكوباتور  در  گاو  جنين  سرم  20درصد  با 
ميكروسكوپ معكوس عكس بردارى انجام شد. بيان ماركرهاى سلول بنيادى در پاساژهاى مختلف به روش RT-PCR و مشاهده 

محصولات روى الكتروفورز ژل آگارز بررسى شد.
* يافته ها: نتايج كشت نشان داد كه سلول هاى جدا شده از پالپ، قدرت تكثير زيادى داشته و تا بيش از 15 پاساژ كشت داده 
شدند. بررسى بيان ژن ها به روش Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) نشان داد كه اين 
سلول ها ماركرهاى مهم سلول هاى بنيادى مورد نظر شامل Nucleostemin ،Cyclin D1 ،Oct-4 و Nanog (كه از اجزاى اصلى 
Fetal Bovine Serum (FBS) شبكه پرتوانى هستند) را بيان مى كنند و در طى پاساژهاى متوالى و هم چنين كشت بدون سرم

بيان آنها تغيير نمى كند.
* نتيجه گيري: اين نتايج بر بنيادى بودن سلول هاى جدا شده از پالپ دندان انسان و پتانسيل بالاى خودبازسازى آنها دلالت 
مى كند. به علاوه ويژگى هاى ژن هاى بررسى شده كه به طورعمده در سلول هاى بنيادى رويانى بيان مى شوند، پتانسيل بالقوه اين 

سلول ها را بر خلاف اينكه از بافت بزرگسال جدا شده اند براى سلول درمانى و پزشكى ترميمى نشان مى دهد.

* كليدواژگان: پرتوانى، نشانگر سلول بنيادى، بيان ژن، پالپ دندان

مقاله اصيل

به  تمايز  قدرت  منشا،  نظر  از  بزرگسال  و  رويانى  بنيادى  سلول هاى 
متفاوت  خودبازسازى  توانايى  حفظ  زمان  مدت  و  مختلف  سلول هاى 
چنين  مسؤول  ژن هاى  متفاوت  بيان  از  ناشى  خود،   ، اين  و  هستند 
ويژگى هايى در اين سلول هاست (3). سلول هاى بنيادى پالپ دندان انسان

(Dental Pulp Stem Cell; DPSC) براى اولين بار در سال 2000 توسط 
گرونتوس و همكاران معرفى شدند (4). تاكنون گروه هاى مختلفى در سراسر 
دنيا از جمله در داخل كشور (5) اين سلول ها را جداسازى كرده و مطالعات 
مختلفى روى آنها انجام داده اند. اين سلول ها ماركر سلول بنيادى مزانشيمى 
Stro-1 (4)، و نيز ماركر سلول بنيادى رويانى Sox2 را بيان مى كنند (6). 
اما تاكنون گزارشى از بيان ژن هاى مهم شبكه ژنى ويژه سلول هاى بنيادى

و   Oct-4 ،Nanog ،Nucleostemin (NS) ،Jmjd1a ،Jmjd2c
Slain1 در اين سلول ها گزارش نشده است. بنابراين هويت اين سلول ها در 
سطح ژنتيكى و مولكولى به ويژه از نظر ماركرهاى مهمى كه در بنيادى بودن 

سلول نقش كليدى دارند، شناسايى نشده است. 
در  را  خودبازسازي  تقسيمات  كه  است  پروتئيني   Nanog محصول
سلول هاي بنيادى رويانى حفظ مي كند و از دست دادن آن منجر به از دست 
دادن خصوصيت پرتواني و تمايز به سلول هاي اندودرم خارج جنيني مى شود 

350 350          فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 3، پاييز 89

فصلنامه پزشكى ياخته، سال دوازدهم، شماره 3، پاييز 89، صفحات: 349-356



Oct-4 .(7) يك فاكتور رونويسى بسيار مهم و كليدى در شبكه ژنى درگير 
در ايجاد و حفظ حالت پرتوانى سلول هاى بنيادى رويانى مى باشد كه با 
Nanog همكارى دارد NS .(8) نيز ژنى است كه در سلول هاى بنيادى 
و سرطانى با مكانيسم به ظاهر مستقل از Nanog و Oct-4 فعال است (9، 
10) كاهش بيان هر كدام از اين ژن ها منجر به كاهش پتانسيل خودبازسازى 
سلول و ورود به فرايند تمايز مى گردد، به طورى كه با القاى تمايز در شرايط 

طبيعى يا در شرايط آزمايشگاه نيز بيان آنها افت پيدا مى كند (8، 9). 
 Jumonji Histone Demethylases;) جومانجى هيستون دمتيلازها
يون  از  استفاده  با  را  دمتيلاسيون  اكسيداتيوى  واكنش هاى   (JHDMS
آهن و آلفاكتوگلوتارات به عنوان كوفاكتور كاتاليز مى كنند. Jmjd1a و 
Jmjd2c دو هيستون دمتيلاز هستند كه به ترتيب سطوح كلى دى متيلاسيون 
و ترى متيلاسيون ليزين 9 هيستون H3 را تنظيم مى كنند. هردوى اين ژن ها 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  خودبازسازى  حفظ  براى  اپى ژنتيكى  كنترل  با 

ضرورى هستند (11). 
خود  فرودست  دمتيلازهاى  هيستون  بيان  افزايش  موجب   Oct-4
پروموتر  در   H3 هيستون   9 ليزين  متيلاسيون  كاهش  با  كه  مى شود 
حالت  جنينى،  بنيادى  سلول هاى  خودبازسازى  براى  لازم  ژن هاى 

اپى ژنتيكى هيستون را حفظ مى كند (11).
Slain1 به عنوان يك ژن موثر در بنيادى بودن سلول هاى بنيادى 
رويانى موش و انسان شناخته شده است كه در سلول هاى بنيادى رويانى 
و در اپى بلاست، سيستم عصبى، جوانه دم و سوميت هاى رويان در حال 

تكوين موش بيان مى شود (12).
از آنجا كه مكانيسم هاى كنترل كننده خودبازسازى در سلول هاى 
مسؤول  ژن هاى  بيان  بررسى  باشد،  متفاوت  مى تواند  مختلف  بنيادى 
خودبازسازى در سلول هاى مختلف و روابط بين آنها بسيار مهم است. 
از طرف ديگر عوامل ذكر شده و ساير عوامل احتمالى ديگر به صورت 
يك شبكه پيچيده با هم همكارى دارند. به عنوان مثل بيش از 40درصد 
 Oct-4 از ژن هاى موش در پروموتر خود داراى جايگاه اتصال براى هم
بيان كاهش  باعث   RNAi با   Oct-4 مهار   .(8) هستند   Nanog هم  و 

Jmjd1a و Jmjd2c مى شود و حذف هر كدام از اين دو ژن اخير به 
 .(11) مى شود  منجر   Oct-4 و   Nanog ،Sox2 ژن هاى  بيان  كاهش 
بنابراين سيگنال هاى تركيبى از همه اين ژن ها براى حفظ فنوتيپ چندتوانى 
در سلول هاى بنيادى ضرورى است. هرچه قدر شبكه هاى ژنى مسؤول 
سلول هاى  در  رويانى  بنيادى  سلول هاى  خودبازسازى  و  پرتوانى  حفظ 
بنيادى بزرگسال نيز فعال باشند، آن سلول ها به اندازه سلول هاى بنيادى 
رويانى پرتوان بوده و مى توانند به انواع متعددى از سلول هاى تخصصى 
تمايز يابند. هم چنين با شناخت بهتر اجزاى اين شبكه و مكانيسم پرتوانى 
و مسير تمايزى سلول هاى بنيادى، تمايز آنها به سلول هاى مورد نظر نيز به 
صورت كاملا كنترل شده صورت خواهد گرفت. از طرف ديگر، هدف 
نهايى بهره بردارى كاربردى از سلول هاى بنيادى در زمينه پزشكى ترميمى 
و درمان بيمارى ها نيز موفق تر خواهد بود. هدف اين طرح، جداسازى 
ژن هاى  بيان  بررسى  و  بزرگسال  افراد  عقل  دندان  از  بنيادى  سلول هاى 

اصلى درگير در شبكه پرتوانى در آنها بوده است.

مواد و روش ها 
جداسازى و كشت سلول

مطب  به  كه  ساله   25 تا   18 افراد  از  پوسيدگى  بدون  عقل  دندان 
دندانپزشك جراح مراجعه نموده بودند با جراحى خارج شده و با اطلاع و 
رضايت بيمار براى پژوهش مورد استفاده قرار گرفت. اين طرح مصوب 

شوراى پژوهشى و كميته هاى ذيربط در دانشگاه علوم پزشكى كرمان بوده 
است. دندان ها در بافر نمكى فسفات و روى يخ به آزمايشگاه منتقل شدند. 
پس از ضدعفونى شدن در محلول يدين، دندان به طور راسى قاعده اى 
قطعات  شد.  قطعه  قطعه  استريل  تيغ  با  و  استخراج  پالپ  بافت  و  شكسته 
پالپ به مدت 30 دقيقه در محلول 1 ميلى گرم بر ميلى ليتر كلاژناز- ديسپاز 
(شركت Roche) قرار گرفته و پس از آن سانتريفيوژ گرديد. به منظور 
مقايسه تاثير هضم آنزيمى روى جداسازى سلول ها از پالپ، روى برخى 
آنزيمى  هضم  بدون  پالپ  قطعات  و  نشده  انجام  آنزيمى  هضم  نمونه ها 
كشت داده شدند. رسوب حاصل، شامل قطعات پالپ و سلول هاى جدا 
 Alpha-Modified Eagle’s Medium (α-MEM) شده در محيط كشت
 (Fetal Bovine Serum; FBS) غنى شده با20 درصد سرم جنين گاو
(Invitrogen) كشت داده و در انكوباتور مرطوب 37 درجه سانتي گراد 
با 5 درصد CO2 نگهدارى شد (4). در برخى نمونه ها نيز قطعات بزرگ 
پالپ و قطعات كوچك آزاد شده در زمان تيمار آنزيمى با كمك صافى 
سلول با اندازه منافذ 70 ميكرون از هم جدا شده و در ظروف جداگانه 
كشت داده شدند. محيط كشت فلاسك هر 3 روز يك بار تعويض و به 
طور متوسط هر پنج روز يك بار با محلول تريپسين -EDTA پاساژ 1:5 
انجام مى شد. در هر پاساژ حدود300-200 هزار سلول زنده براى كشت در 
 Trypan فلاسك ريخته مى شد. شمارش سلول هاى زنده با رنگ آميزى
Blue 0/4درصد روى لام هماسيتومتر انجام مى شد. براى انجماد سلول ها 
از همان محيط كشت با 30درصد FBS و 5درصد DMSO استفاده شده 
و سلول ها پس از كاهش تدريجى دما به فريزر 80- و سپس به تانك ازت 
مايع منتقل شدند. براى كشت سلول هاى منجمد سلول ها از نيتروژن مايع 
خارج شده و پس از ذوب سريع در دماى 37 درجه سانتي گراد، در همان 

شرايط كشت داده شدند (4).

 Hoechst رنگ آميزى سلول ها با رنگ
بافر  با  شست وشو  از  پس  لامل  روى  شده  داده  كشت  سلول هاى 
ثابت  دقيقه   2 مدت  به   (1:1) استن  متانول-  محلول  در  فسفات  نمكى 
محلول  در  فسفات،  نمكى  بافر  با  شست وشو  مرتبه  دو  از  پس  شدند. 
به  ميلى ليتر  بر  ميكروگرم   0/3 غلظت  با   Hoechst (Sigma) رنگ 
آب  با  سپس  شدند (13).  نگهدارى  تاريك  فضاى  در  دقيقه  مدت 30 
مطلق  اتانول  در  آب گيرى  از  بعد  و  شده  شسته  مرتبه  دو  استريل  مقطر 
 5 شماره  فيلتر  با   Axioplan 2 (Zeiss) فلورسانس  ميكروسكوپ  با 
(طول موج 490-450 نانومتر) مشاهده شدند و به وسيله دوربين ديجيتال 

Canon Powershot A260 از آنها عكس بردارى شد.

استخراج RNA و ساخت DNA مكمل
RNA كل سلول هاى بنيادى پالپ دندان در پاساژهاى 2 الى 15 به كمك 
كيت RNeasy  (شركت Qiagen) بر اساس دستورالعمل كيت استخراج شد. 
 DNase I ابتدا به مدت 30 دقيقه تحت تيمار با آنزيم RNA 0/5 ميكروگرم از
عارى از RNase (Fermentas) قرار گرفته و سپس به همراه 0/2 ميكروگرم از 
پرايمر شش تايى تصادفى در دماى 70 درجه سانتي گراد واسرشت شده و سپس 
با 1 ميلى مولار مخلوط dNTP، بيست واحد مهاركننده ريبونوكلياز و دويست 
واحد آنزيم M-MuLV RT (همگى بر طبق دستورالعمل شركت سازنده

Fermentas) در حجم نهايى 20 ميكروليتر براى ساخت DNA مكمل در 
دماى 42 درجه سانتي گراد به مدت 60 دقيقه به كار رفت. دو كنترل منفى 
واكنش  هر  همراه  به   M-MuLV RT آنزيم  بدون  و   RNA الگوى  بدون 

گذاشته مى شد.
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واكنش زنجيره اى پليمراز و الكتروفورز ژل آگارز
به  قبل  مرحله  در  شده  ساخته  مكمل   DNA از  ميكروليتر  يك 
عنوان الگو براى تكثير در واكنش زنجيره اى پليمراز با 1/5 ميلى مولار 
هر  از  ميكرومولار   0/4  ،dNTP مخلوط  ميكرومولار   200 منيزيوم، 
پرايمر تخصصى و 1/25 واحد از آنزيم Taq پليمراز (سيناژن) در حجم 
 Mastercycler (شركت 

25 ميكروليتر به كار رفت. تكثير در دستگاه ®
Eppendorf) و با شرايط ذيل انجام شد: 

واسرشت  دقيقه)،   5) سانتي گراد  درجه  اوليه 94  سازى  واسرشت 
سازى هر چرخه 94 درجه سانتي گراد (30 ثانيه)، اتصال پرايمر به توالى 
هدف در هر چرخه 55 درجه سانتي گراد (30 ثانيه)، تطويل محصول 
بار  چرخه ها 35  تعداد  ثانيه).  سانتي گراد (30  درجه  چرخه 72  هر  در 
دقيقه   5 مدت  به  سانتي گراد  درجه   72 دماى  در  نهايى  تطويل  و  بود 
تكرارپذيرى  حداقل سه مرتبه تكرار شد تا از  آزمايش  انجام شد. هر 
توسط  ژن  هر  براى  تخصصى  پرايمرهاى  شود.  حاصل  اطمينان  نتايج 
نرم افزار Primer3 طراحى و توسط شركت Isogen ساخته شد. از ژن 

β-actin به عنوان كنترل داخلى استفاده گرديد (جدول 1). 
باز  جفت   100  DNA اندازه  نشانگر  همراه  به   PCR محصول 

(Fermentas)، روى الكتروفورز ژل آگارز 1/5 درصد جدا شده و پس 
از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد با دستگاه G BOX HR عكس بردارى 

انجام شده و در برنامه Gene Tools (شركت Syngene) بررسى شد.

يافته ها 
جداسازى  بازدهى  روى  آنزيمى  هضم  تاثير  بررسى  منظور  به 
سلول ها، در برخى نمونه ها هضم آنزيمى انجام نشد. نتايج نشان داد در 
روش هضم قطعات بافت پالپ و كشت آنها بعد از گذشت 3-2 روز 
اولين سلول هاى خارج شده از بافت با ظاهر دوكى شكل قابل مشاهده 
بودند (شكل 1A). در سمت راست شكل قطعه پالپ مشاهده مى شود 
از  پالپ  قطعات  كه  زمانى  اما  زده اند.  بيرون  آن  زير  از  سلول ها  كه 
همان دندان تحت تيمار آنزيمى قرار نمي گرفتند سلول هاى پالپ پس 
هضم  ديگر  عبارت  به  مى شدند.  ظاهر  روز  حدود 12-16  گذشت  از 
براى  تسريع در آزاد شدن سلول ها از پالپ مى شود اما  آنزيمى سبب 
1B سلول هاى جدا شده  جداسازى سلول ها ضرورى نمى باشد. شكل 
كه  طور  همان  مى دهد.  نشان  را  پنجم  پاساژ  در  انسان  دندان  پالپ  از 
سطح  شكل  دوكى  ظاهر  و  منظم  آرايش  با  سلول ها  است  مشخص 

ابراهيمي و همكاران 

جدول : نام ژن هاى بررسى شده به همراه شماره دست يابى، توالى پرايمرها، محل پرايمر روى هر ژن و 
طول قطعات حاصل از تكثير براى هر ژن

طول قطعه 
تكثير شده

نام ژن و شمارهتوالي پرايمر و شماره اگزون هدف 
RefSeq

237 bpsF: GGACTTCGAGCAAGAGATGG (exon 3)
R: GACAGGACTGTGTTGGCGTA(exon 4)

βactin 
NM_001101

155 bpsF: TGATTTGTGGGCCTGAAGAA(exon 1)
R: AGTGGGTTGTTTGCCTTTGG(exon 2)

Nanog
NM_024865

167 bpsF: GTGATTGAAGCCTCCGATGT(exon 6)
R: AGCCAGCTCTCCAAAGGCTC(exon 7)

Nucleostemin
NM_014366

120 bpsF: AGTGAGAGGCAACCTGGAGA(exon 4)
R: TTACAGAACCACACTCGGACC(exon 5)

Oct-4
NM_002701

215 bpsF: CGTTCAAGGCAGCAGTAACA(exon 5)
R: GTGAAGACAGAGGCTTTGGAG(exon 6)

Slain1
NM_001040153

146 bpsF: CAGGGTTGCTCTCAZAAGT(exon 10)
R: TAGGAAGGCCAGTCAATG(exon10)

Jmjd1a
NM_018433

148 bpsF: GGTCCCAGAAGTTCGATT(exon 17)
R: ATCCAGTGTTCCTACGGT(exon 18)

Jmjd2c
NM_015061

195 bpsF: CGCTTTGTCTGTCGTGAT(exon 5)
R: TACATGTTGGTGCTGGGAA(exon 5)

Cyclin D1
NM_053056.2

شكل A :1: سلول هاى در حال رشد به بيرون از بافت پالپ دندان بعد از گذشت 5 روز از آغاز كشت. B: سلول هاى پالپ دندان انسان با ظاهر 
دوكى شكل در پاساژ پنجم (بزرگ نمايى هر دو 200×). C: رنگ آميزى سلول هاى بنيادى پالپ دندان انسان با رنگ Hoechst. همان گونه كه 
مشخص است هسته ها به طور واضح رنگ گرفته اند (هستك ها به شكل نقاطى تيره تر در هسته ديده مى شوند) ولى سيتوپلاسم سلول رنگ 

نگرفته است كه حكايت از نبود آلودگى داخل سلولى است (بزرگ نمايى 1000×).
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كه  داد  نشان  تحقيق  اين  نتايج  هم چنين  كرده اند.  پر  را  كشت  ظرف 
جدا  باقى مانده  كوچك  قطعات  از  سلولى  صافى  با  پالپ  قطعات  اگر 
 70 از  كوچك تر  قطعات  از  سلول  گرفتن  در  موفقيت  ميزان  شوند، 
در  فقط  دندان  نمونه   20 (از  است  بوده  10درصد  از  كمتر  ميكرون 

يك نمونه سلول جدا شد). 
به عبارت ديگر وجود قطعات پالپ در محيط كشت باعث افزايش 
در  موفقيت  ميزان  ميانگين  طور  به  مى شود.  سلول  جداسازى  احتمال 
اثر  تحت  كه  مختلف  افراد  دندان هاى  پالپ  از  سلول ها  جداسازى 
جدا  سلول هاى  بود.  درصد   60 حدود  مى گرفتند  قرار  آنزيمى  هضم 
شده از نمونه هاى دندان افراد مختلف تا بيش از 15 پاساژ 1:5 (معادل 
تقربيى 75 دو برابر شدن جمعيت) در شرايط آزمايشگاه رشد كردند. 
ديده  آنها  تقسيم  سرعت  در  مشهودى  تغيير  كه  بود  حالى  در  امر  اين 
بر  ملاحظه اى  قابل  اثر  سلول ها  ذوب  و  انجماد  هم چنين  است.  نشده 
كشت  و  ذوب  از  پس  منجمد  سلول هاى  و  نمى گذاشت  آنها  رشد 
،(Gnl3) NS ژن هاى   . مى كردند  آغاز  را  خود  تكثير  و  رشد  مجدد 

 ،Slain1و  ،Nanog  ،Oct-4 (Pou5f1)  ،Cyclin D1 (CCND1)
و  خودبازسازى  در  درگير  ژن هاى  جمله  از   Jmjd2c و   Jmjd1a و 
تكثير سلول  هاى بنيادى رويانى هستند كه بيان همه آنها در سلول هاى 
جدا شده از پالپ دندان انسان مشاهده شد. اين ژن ها در طى پاساژهاى 
مختلف همچنان بيان مى شدند و هيچ گونه تغيير محسوسى در بيان آنها 

كه با روش RT-PCR قابل شناسايى باشد، ديده نشد (شكل 2). 

 ،NS ،β-actin ژن هاى RT-PCR شكل 2: الكتروفورز ژل آگارز محصولات
سلول هاى  در   Ccnd1  ،Jmjd2c  ،Jmjd1a  ،Slain1  ،Nanog  ،Oct-4
سرم  حاوى 20درصد  محيط  در  شده  كشت  انسان  دندان  پالپ  بنيادى 
سلول ها  اين  است  مشخص  كه  همان گونه  پنجم.  پاساژ  در  گاو  جنين 
همه ماركرهاى سلول بنيادى را كه در اين پژوهش مورد بررسى قرار 
گرفته اند بيان مى كنند. در كنترل منفى اول از چپ به راست همه اجزاى 
از  دوم  منفى  كنترل  در  دارند.  حضور   cDNA الگوى  از  غير  به   PCR
شده  استفاده   PCR در  الگو  عنوان  به   RT آنزيم  دادن  اثر  بدون   RNA
است تا آلودگى ژنومى در RNA استخراج شده خود را نشان دهد. در 
كنترل منفى سوم در مرحله ساخت cDNA به جاى RNA از آب استفاده 
شده  استفاده   β-actin پرايمرهاى  از  كنترل  موارد  تمام  در  است.  شده 
است. نبود محصول PCR در هر كدام از كنترل ها نشان دهنده عدم جود 

آلودگى در مراحل RT-PCR است.

بيان  و  سلول ها  رشد  روى   FBS تاثير  بررسى  منظور  به  هم چنين 
ماركرهاى فوق، به موازات كشت سلول هاى جدا شده از پالپ، بخشى 
از همان سلول ها در شرايط يكسان و در محيط بدون FBS كشت داده 
سلول ها  رشد  در  كاهش  سبب   FBS حذف كه  داد  نشان  نتايج  شدند. 
در  هفته  يك  مدت  براى  كه  سلول هايى  در  ژن ها  اين  همه  و  نشده 
محيط كشت بدون سرم رشد خود را سپرى كرده بودند، بيان مى شدند. 
رنگ آميزى Hoechst نيز نشان دهنده عدم آلودگى به ميكرواورگانيسم 

.(1C شكل) داخل سلولى در سلول هاى جدا شده از پالپ بود

بحث
به طور عمده محققين مختلف از دو روش براى استخراج سلول از 
كرده  قطعه  قطعه  را  بافت  گروهى  كرده اند:  استفاده  دندان  پالپ  بافت 
كشت  محيط  در  را  آن  ديسپاز  كلاژناز-  آنزيم هاى  با  هضم  بدون  و 
قطعه  قطعه  را  بافت  ابتدا  نيز  گروهى   .(13-16) داده اند  كشت  كامل 
كرده و پس از هضم آنزيمى با آنزيم هاى كلاژناز، رسوب سانتريفيوژ 
شده حاصل از هضم را كشت داده و بدين صورت سلول ها را استخراج 

كرده اند (4، 17-19) .
در اين پژوهش از هر دو روش استفاده شد. در روش كشت پالپ 
هضم نشده حداقل 2 هفته پس از كشت، بافت سلول ها از پالپ خارج 
و  پالپ  ساختار  تخريب  سبب  آنزيمى  هضم  ديگر  طرف  از  مى شد. 
تسريع در روند آزاد شدن سلول ها مى شود. به نظر مى رسد روش هضم 
دو  هر  تركيب  از  تحقيق  اين  در  كند.  خارج  پالپ  از  را  سلول ها  بيشتر 
روش استفاده شد، بدين صورت كه قطعات پالپ پس از هضم آنزيمى 
كشت مى شدند و شاهد ميزان موفقيت بالايى بوديم به گونه اى كه در 

بيشتر موارد بعد از 48 ساعت سلول جداشده قابل مشاهده بود.
پالپ  از  شده  جدا  سلول هاى  احتمالى  آلودگى  شناسايى  منظور  به 
داخل  انگل  به  سلول ها  اگر  تا  شد  استفاده   Hoechst رنگ  از  دندان 
رنگ  سيتوپلاسم  در  ميكرواورگانيسم ها  اين  ژنوم  باشند  آلوده  سلولى 
بگيرد. نتايج رنگ آميزى با اين رنگ نيز نشان داد كه سلول ها به انگل 
همراه  كه  سلولى  برون  آلودگى  علايم  نمى باشند.  مبتلا  سلولى  داخل 

نمونه ها وارد شده باشد نيز مشاهده نگرديد.
مقايسه  و  هويت  تعيين  منظور  به  تحقيق،  اين  ديگر  بخش  در 
سلول هاى بنيادى پالپ دندان انسان با ديگر سلول هاى بنيادى از جمله 
سلول بنيادى رويانى به عنوان يك مرجع سلول بنيادى پرتوان، تعدادى 
از ژن هايى كه در اين سلول ها به ميزان بالايى بيان مى شوند و به عنوان 
در  آنها  بيان  و  شدند  انتخاب  مى شوند،  شناخته  سلول ها  اين  ماركر 
سلول هاى جداسازى شده از پالپ دندان انسان مورد بررسى قرار گرفتند 

تا بتوان جايگاه اين سلول ها را در تعاريف توان مشخص كرد.
سال  در  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى  بار  اولين  كه  زمانى 
2000 معرفى شد، براى شناسايى آنها از آنتى بادى عليه برخى ماركرهاى 
و  خودبازسازى  ويژگى  دو  و  شد  استفاده   Stro1 جمله  از  مزانشيمى 
تراتمايز آنها در شرايط درون بدن (in vivo) به اثبات رسيد (4، 20). 
 ،(22  ،21) ماهيچه  سلول   ،(14) استخوانى  سلول هاى  به  سلول ها  اين 
ادونتوبلاست و چربى (20، 22) و سلول عصبى (23،  غضروف (21)، 
24) نيز تمايز داده شده اند. هم چنين در اين اواخر مشخص شده است كه 
(ماركر   CD31 خون ساز)،  CD133 (ماركر  آنتى ژن هاى  سلول ها  اين 
بيان  را   HLA II و   CD45 ،CD34 ،CD71 ،CD117 اندوتليال)، 
 CD44 ،CD73 ،CD90، CD40 ماركرهاى  كه  حالى  در  نمى كنند. 
CD105 ،CD166 ،CD146، و CD29 را بيان مى كنند (28-25). با 
وجود همه تحقيقات پيشين، بيان ماركرهاى مهمى كه در اين پژوهش 
بنابراين  است.  نشده  گزارش  سلول ها  اين  در  تاكنون  شدند  بررسى 
بنيادى  سلول هاى  ساير  در  عملكردشان  تشريح  يا  و  بيان  مقايسه  به 

مى پردازيم. 
 ،(10) Nucleostemin ،(11) Jmjd1a ،Jmjd2c ،(7) Nanog
Ccnd1 ،(8) Pou5f1 (29) و Slain1 (12) از جمله ژن هايى هستندكه 
به ميزان بالايى در توده سلولى داخلى رويان در مرحله بلاستوسيست و 
سلول هاى بنيادى رويانى بيان مى شوند. در اين تحقيق نيز بيان اين ژن ها 
در DPSCها بررسى شد. همان طور كه در مقدمه گفته شد روش مرسوم 
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معرفى چند ماركر براى شناسايى و طبقه بندى سلول بنيادى پرتوانى يا 
چندتوان مى تواند به اشتباه منجر شود. در حال حاضر تعاريفى كه در 
گذشته براى معرفى رده سلول بنيادى جديد به كار مى رفت به چالش 
كشيده شد و يك قالب و چهارچوب براى شناسايى نمونه هاى جديد 
سلول بنيادى با تكيه بر فنوتيپ هاى بيان mRNA از كل ژنوم يا مجموعه 
مركزى اطلاعات مرجع كه آن را شبكه سلول بنيادى ناميده اند معرفى 

شده است (2).
اين شبكه آن دسته از سلول هاى انسانى كه كيفيت سلول بنيادى يا 
پيش ساز دارند مثل سلول بنيادى رويانى، سلول بنيادى مزانشيمى و سلول 
بنيادى عصبى را در بر مى گيرد. در اين شبكه برهم كنش هاى پروتيين 
سلول هاى  در  كه  است  شده  معرفى  پرتوانى  شبكه  همان  يا  پروتيين 
القايى  پرتوان  سلول هاى  و  رويانى  سرطان هاى  رويانى،  بنيادى  پرتوان 
مشترك مى باشد. پرتوانى و خودبازسازى به وسيله شبكه هاى مولكولى 
ويژه تحت كنترل شديد هستند و اگر سلولى بتواند ژن هاى درون اين 
شبكه را بيان كند، مى تواند در تعريف سلول بنيادى پرتوان بگنجد (2). 
Nanog جزيى كوچك از يك شبكه بزرگ برهم كنش هاى پروتيين 
مى باشد كه بيان آنها در سلول هاى بنيادى پرتوان انسانى زياد است. اين 
شبكه ويژه سلول هاى بنيادى حاوى تنظيم كننده هاى كليدى مى باشد كه 
 ،DNA متيلاسيون ،DNA در كنترل چرخه سلول، همانندسازى و تعمير
درگير  نوكليوزوم ها  موقعيت يابى  و  هيستون ها  تنظيم   ،RNA پردازش 
سلول  تعريف  مورد  در  محققين  اين  يافته هاى  از  آنچه   .(2) مى باشد 
بنيادى و تعاريف توان بر مى آيد به طور قاطع تكيه بر نقش فاكتورهاى 
تركيب  دارد.  پرتوانى  شبكه  در   Sox2 و   Oct-4 ،Nanog رونويسى 
و   Sox2 ،Pou5f1 رونويسى نمودن  فعال  در   Oct4/Nanog دوتايى

Nanog نقش دارد (8، 30).
در عوض دو فاكتور رونويسى Pou5f1 و Sox2 ژن هاى فرودستى 
مى باشند  مهم  تمايز  مهار  يا  پرتوانى  حفظ  براى  كه  مى كنند  فعال  را 
خود  فرودست  دمتيلازهاى  هيستون  بيان  افزايش  موجب   Oct-4  .(8)

همچون Jmjd1a و Jmjd2c مى شود (11). 
DPSCها  كه  كردند  گزارش  همكاران  و  ويدرا  اواخر  اين  در 
نمى كنند  بيان  را   Oct-4 ولى  كرده  بيان  را   Sox2 رونويسى  فاكتور 
(6). اما بيان Oct-4 و Nanog در اين سلول ها در اين طرح نشان داده 
بيان  ما،  نتايج  و  ژن ها  اين  عملكرد  وابستگى  به  توجه  با  بنابراين  شد. 
اين  به  است.  تاييد  قابل  محققين  اين  توسط  سلول ها  اين  در   Sox2
مى شوند.  كامل  سلول ها  اين  در  پرتوانى  شبكه  اصلى  اجزاى  ترتيب 
اين يافته خود به وضوح به اين نكته اشاره دارد كه نمايه بيان ژن هاى 
سلول هاى  با  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى  در  پرتوانى  مسؤول 
بنيادى رويانى شباهت دارد و مى توان سلول هاى جدا شده از پالپ را 

در شبكه فوق گنجاند.
اما Oct-4 به واسطه Jmjd2c بر ساختمان كروماتين جايگاه ژنى 
و  كند  باز  را  ناحيه  اين  كروماتين  ساختار  تا  مى گذارد  اثر   Nanog
دهد.  قرار  رونويسى  عوامل  تجمع  براى  آماده  حالتى  در  را  كروماتين 
براى اينكه بيان Nanog به طور قاطع اثبات شود در اين پژوهش بيان 
Jmjd2c و jmjd1a مورد بررسى قرار گرفت. نتايج RT-PCR نشان 
بيان  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى  در  نيز  ژن  دو  اين  كه  دادد 
مى شوند، همان گونه كه در سلول هاى بنيادى رويانى بيان آنها گزارش 

شده است. 
يكى ديگر از ژن هايى كه اواخر محصول آن به عنوان يك فاكتور 
مهم در حفظ حالت بنيادى و تمايز نيافتگى سلول هاى بنيادى رويانى و 

توده سلولى داخلى معرفى شده است Slain1 مى باشد؛ در اين پژوهش 
نيز بر آن شديم تا از اين ژن براى اثبات بنيادى بودن سلول هاى استخراج 
شده از پالپ دندان انسان استفاده كنيم و نتايج RT-PCR گوياى آن 
است كه Slain1 در سلول هاى بنيادى پالپ دندان انسان فعال مى باشد. 
نشده  گزارش   Slain1 عملكرد  نحوه  مورد  در  تاكنون  زيادى  مطالب 
مرحله  در   Slain1 ژن  رونوشت  كه  مى دهد  نشان  پيشين  نتايج  است. 
در  و  داشته  بالايى  بيان  انسانى  رويانى  بنيادى  سلول هاى  نيافتگى  تمايز 

طول تمايز بيان آن كاهش مى يابد (12).
بيان NS كه در هستك سلول هاى بنيادى رويانى، سلول هاى بنيادى 
دهنده  انعكاس  مى شود،  ديده  سرطانى  سلول هاى  از  تعدادى  و  عصبى 

حالت تكثيرى سلول و وضعيت چندتوانى آن مى باشد (10) .
سه  با   NS كه  دادند  نشان  تازگى  به  همكاران  و  رومانوف 
پردازش در  كه   EBP2 و   DDX21 ،Pes1 هستكى  پروتيين 

زير  پيش ساز  بيوژنز  در  و  داشته  برهم كنش  دارند  نقش   pre-rRNA
 NS به GTP شركت دارد (31). توانايى اتصال S60 واحد ريبوزومى
انتقال آن را به داخل و بيرون هستك تنظيم مى كند و موجب عملكرد 
به  مى تواند  كه  مى شود،  سرطانى  و  بنيادى  سلول هاى  تكثير  در  آن 
به  سلول ها  اين  ميتوزى  حالت  به  سلولى  خارج  پيام هاى  تبديل  منظور 
 RT-PCR از  حاصل  نتايج  شود.  استفاده  برگشت  قابل  و  سريع  طور 
اين  در  هم   NS كه  داد  نشان  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى  در 
هيچ  تاكنون  شد  گفته  قبل  كه  طور  همان  البته  مى شود.  بيان  سلول ها 
 Oct-4 و   Nanog آن  در  كه  مسيرى  با   NS عملكرد  ميان  رابطه اى 
فعال هستند، شناسايى نشده است و به ظاهر اين دو مسير مستقل از هم 
اين  ميان  برهم كنش  يا  و  رابطه  نوع  هر  كردن  پيدا  البته  مى كنند.  كار 

ژن ها نياز به مطالعه بيشتر دارد.
Cyclin D1 (Ccnd1) ژن ديگرى است كه در بسياى از سلول هاى 
بنيادى و سرطانى فعال است (29). سلول هاى بنيادى پالپ دندان انسان 
در مرحله S از چرخه سلولى به ميزان زيادى كيناز 6 وابسته به سيكلين 
به   cdk6  .(32) مى كنند  بيان  را  سلولى  چرخه  كننده  فعال   ،(cdk6)
چرخه  از   G1 مرحله  از  را  سلول  تا  مى شود  فعال   Cyclin D1 وسيله 
سلولى عبور دهد و سنتز DNA آغاز گردد (33). از قبل بيان اين ژن در 
شده  داده  نشان  ريزآرايه  روش  به  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى 
بود (32). در تاييد اين گزارش نتايج اين پژوهش نيز فعاليت آن را در 

اين سلول ها نشان مى دهد.
زنده  توانايى  شد  مشاهده  تحقيق  اين  در  كه  ديگرى  جالب  يافته 
كشت  محيط  در  انسان  دندان  پالپ  سلول هاى  تكثير  و  رشد  ماندن، 
نگهدارى  هفته  يك  از  پس  اينكه  جالب تر  نكته  مى باشد.  سرم  بدون 
-Pou5f1 ،Na ژن هاى  از  كدام  هيچ   FBS بدون  محيط  در  سلول ها 

nog ،Jmjd1a Jmjd2c ،Slain1 ،Gnl3 و Ccnd1 خاموش نشدند و 
سلول ها در سطح بيان ژن، حالت تمايز نيافتگى و خودبازسازى را ترك 
نكردند. اين در حالى است كه سلول هاى مشابه مانند سلول مزانشيمى 
مغز استخوان قادر به تحمل شرايط محيط بدون سرم نبوده و دچار مرگ 
وسيع سلولى مى شوند (34). البته يك گزارش حاكى از آن است كه 
اگر سلول هاى مزانشيمى مغز استخوان به مدت طولانى حدود يك ماه 
مى ميرند.  آنها  از  بسيارى  شوند،  نگهدارى  سرم  بدون  رشد  شرايط  در 
شرايط  اين  گذراندن  از  پس  كه  مى ماند  باقى  سلول  اندكى  تعداد  اما 
سخت ژن Oct-4 را بيان مى كنند (35). شناسايى رفتار سلول هاى بنيادى 
مختلف در شرايط سخت مانند رشد در محيط بدون سرم نياز به مطالعه 

بيشتر دارد.
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نتيجه گيرى 
توانايى  بر  علاوه  كه  مى سازد  مشخص  اخير  يافته هاى  به  توجه 
خودبازسازى و تراتمايز شبكه اى از ژن هاى خاص به نام شبكه پرتوانى 
مي بايست در يك سلول بيان شود تا بتوان آن را سلول بنيادى پرتوان 
ناميد. در اين طرح سلول هاى بنيادى از پالپ دندان انسان جداسازى و 
كشت داده شدند. هم چنين مهم ترين ژن هايى كه نقش كليدى در اين 
شبكه دارند، در اين پژوهش مورد بررسى قرار گرفتند. بيان اين ژن ها 
سلول ها  اين  كه  مى كند  ثابت  انسان  دندان  پالپ  بنيادى  سلول هاى  در 
جزو سلول هاى بنيادى پرتوان مى باشند. از آنجا كه اين سلول ها با روش 
غير تهاجمى به دست مى آيند، به عنوان يكى از منابع آسان سلول بنيادى 
بزرگسال مطرح مى شوند. از اين رو مى توان گفت كه اين سلول ها نيز 

منظور  به  تكوينى  بالاى  توانايى هاى  از  رويانى  بنيادى  سلول هاى  مانند 
مختلف  ضايعات  و  بيمارى ها  درمان  و  ترميمى  پزشكى  كاربردهاى 
برخوردار هستند. هم چنين بررسى نقش microRNA در اين سلول ها و 
فرايند تمايز و مهار بيان برخى ژن ها با روش siRNA از جمله مطالعات 

آينده بر اين سلول ها ميباشد.

تقدير و تشكر
به  جراح  همكاران  از  را  خود  قدردانى  مراتب  طرح  اين  مجريان 
خاطر همكارى در تهيه نمونه دندان اعلام مى كنند. اين تحقيق از محل 
بين المللى  مركز  و  كرمان  دندانپزشكى  دانشكده  مصوب  طرح  اعتبار 
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