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Abstract 
Objective: The aim of this study is to create an ex vivo model to examine the expression 
of  two heat shock protein 70 (HSP70) family members, heat shock protein 72 (HSP72) 
and heat shock constitute protein 70 (HSC70), at the mRNA and protein levels in differen-
tiating corneal cells from air exposed limbal stem cells.
Materials and Methods: Limbal biopsies were cultured as explants on a cellular amniotic 
membrane for 14 days. The cells were then exposed to air for 16 extra additional days. 
The proposed expression of limbal stem cell markers (p63, ABCG2), corneal markers 
(K3/12, connexin 43), as well as HSP72 and HSC70 were analyzed by reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) at the mRNA level, and by immunocytochemis-
try and flowcytometry at the protein level both pre and post air exposure. Fresh limbal and 
corneal tissues were used as control group.
Results: Air exposure decreased expression of p63 and increased expression of K3/
K12 indicating an increase in the number of corneal cells. Our data showed that HSP72 
and HSC70 were expressed at the mRNA level before and after air exposure while their 
expression significantly increased post air exposure at the protein level.
Conclusion: We assume HSC70 expression may be related to early and terminal stages 
of differentiation in cultured limbal stem cells. In addition, limbal stem cells were protected 
during normal development against oxidative stress thru increased HSP72 expression. 
These findings may have broader implications in development of therapeutic strategies 
for treating wound healing disorders by induction of HSPs.
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بيان پروتئين هاى شوك حرارتى HSC70 و HSP72 در سلول هاى 
بنيادى ليمبال كشت شده بر پرده آمنيوتيك برهنه به دنبال 

هوادهى و تمايز به سمت اپى تليوم قرنيه 
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چكيده 
 Heat Shock Protein 70; HSP70) هدف: ايجاد مدل به منظور بررسى بيان پروتئين هاى شوك حرارتى 70 كيلودالتونى *
و Heat Shock Constitute  Protein 70; HSC70) در سطح پروتئين و mRNA در سلول هاى اپى تليال قرنيه حاصل از تمايز 

سلول هاى بنيادى ليمبال پس از هوادهى
* مواد و روش ها: ليمبال به صورت قطعه اى بر روى پرده آمنيوتيك برهنه به مدت 14 روز كشت گرديد و پس از آن به 
منظور القاي تمايز، سلول ها به مدت 16 روز در معرض هوا قرار گرفتند. بيان شاخص هاى ليمبال (P63, ABCG2)، اپى تليال قرنيه 
(k3, Connexin43) و HSP72, HSC70 در سطح پروتئين توسط ايمونوسيتوشيمى و فلوسايتومترى و در سطح mRNA توسط

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) قبل و پس از هوادهى مورد مطالعه قرار گرفتند. از 
بافت هاى ليمبال و قرنيه به عنوان گروه كنترل استفاده شد.

سمت  به  تمايز  از  نشانه اى  كه  كه  گرديد   K3+ سلول هاى  افزايش  و   P63+ سلول هاى  كاهش  سبب  هوادهى  يافته ها:   *
سلول هاى اپى تليوم قرنيه ا ست. همچنين mRNA HSC70 و HSP72 قبل و پس از هوادهى بيان شدند. با اين وجود بيان آنها در 

 .(p< 0/05) سطح پروتئين پس از هوادهى به طور معنى دارى افزايش يافت
* نتيجه گيري: به نظر مى رسد كه بيان HSC70 در ارتباط با مراحل اوليه و نهايى تمايز سلول هاى بنيادى ليمبال به اپى تليوم 
قرنيه باشد. علاوه بر اين سلول هاى ليمبال با افزايش بيان HSP72 سبب حفظ سلول ها از آسيب به واسطه استرس اكسيداتيو طى 

تكوين به سمت قرنيه مى گردند. اين يافته ها راهى براى استفاده از HSPها در ترميم زخم هاى قرنيه معرفى مى كند.
* كليدواژگان: هوادهي،  پروتئين هاي شوك حرارتى، تكوين قرنيه، سلول هاى بنيادى ليمبال

مقاله اصيل

مقدمه
 (Heat Shock Protein; HSP) حرارتى  شوك  پروتئين هاى 
از  موجودات  همه  در  كه  هستند  شده اى  حفظ  بسيار  مولكول هاى 
وسيله  به  پروتئين ها  اين  بيان  مى شوند.  بيان  انسان  تا  مخمر  و  باكترى 
اكسيداتيو،  استرس هاى  شامل:  محيطى  محرك هاى  از  وسيعى  طيف 
و  اتانول)  (مثل  شيميايى  عوامل   ،UV اشعه  تغذيه اى،  نقص هاى 
عفونت هاى ويروسى القا مى شوند (1) . اين مولكول ها نقش مهمى در 
حفاظت موجودات زنده در مقابل عوامل آسيب رسان، پيشرفت چرخه 
سلولى، تكوين جنينى، تمايز سلولى، تحريك هورمونى در مهره داران 

و رشد در ميكروارگانيسم ها دارند (2).
 Heat Shock Constitute) ساختارى  حرارتى  شوك  پروتئين 
Protein; HSC70) كه در كروموزوم 11 قرار دارد و پروتئين شوك 
حرارتى قابل القا با استرس Heat Shock Protein 70 (HSP70) كه 
در كروموزوم 6 قرار دارد، هر دو در سيتوپلاسم و هسته سلول ها بيان 
شده و بيش از 95 درصد تشابه ساختارى داشته و واجد خواص زيستى 
مشابهى هستند. در سلول هاى پستانداران HSC70 به طور دايمى بيان 
طبيعى  شرايط  در   HSP70 كه  حالى  در  مى باشد  القايى  كمتر  و  شده 
سلول ها در مقادير بسيار پايين بيان شده و بيان آن توسط استرس ها القا 

مى گردد (1). 
نتيجه  در  كه  مى دهد  پوشش  را  بينايى  خارجى  سطح  چشم،  قرنيه 
قرنيه  حدفاصل   – ليمبوس  ناحيه  در  موجود  سلول هاى  تمايز  و  تكثير 
ليمبال  بنيادى  سلول هاى  تمايز  هنگام  مى گردد.  حاصل  ملتحمه-  و 
از  كه  كرد  مشاهده  مى توان  را  سلول  نوع  چندين  قرنيه  اپى تليال  به 
خود  خاصيت  [واجد  ليمبوس  بنيادى  سلول هاى  به  مى توان  جمله  آن 
قرنيه]،  اپى تليال  سلول هاى  انواع  به  تمايز  و   (Self Renewal) نوزايى
 (Transiant Amplifying Cell)] گذرا  شونده  تكثير  سلول هاى 
ميتوزى  پس  سلول هاى  و  مدت]  كوتاه  اما  زياد  تكثير  خواص  واجد 
[(Post Mitotic Cell) كه در انتهاى مسير تمايزى قرار داشته و قدرت 
تكثير خود را از دست داده و به تدريج از سطح چشم به داخل اشك 
تماس  در  چشم  قرنيه  سلول هاى   .(4  ،3) كرد  اشاره  مى كنند]،  ريزش 
مستقيم با هوا مى باشند كه از جمله عوامل استرس زا و موثر در تمايز اين 
سلول ها است. مطالعات چندى نشان داده است كه باز شدن پلك ها و 
مواجه با هوا، نقش مهمى در تكوين سلول هاى بنيادى ليمبال به سمت 
سلول هاى اپى تليال قرنيه در جوندگان دارند (5، 6) كه ممكن است به 
علت بيان مولكول هاى استرسى باشد. تا كنون مطالعه اى به منظور بررسى 

HSPها طى تمايز سلول هاى بنيادى ليمبال به قرنيه صورت نگرفته است 
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و مطالعات موجود تنها به بررسى بيان اين پروتئين ها در بافت قرنيه و 
بيان كه  دادند  نشان  همكارانش  و  دين  مطالعات  پرداخته اند.  ليمبال  يا 

سلول هاى  از  بسيارى  در   HSP90 و   HSC70, HSP25, HSP70
پايه اى اپى تليوم قرنيه نسبت به سلول هاى سطحى تر بيشتر است. از آنجا 
سطحى تر  سلول هاى  به  نسبت  بيشترى  فعاليت  پايه اى تر  سلول هاى  كه 
دارند به نظر مى رسد كه نياز آنها به عملكرد چيرونى HSPها هم بيشتر 
مركز  در   HSP70 بيان  كه  ساختند  مشخص  آنان  هم چنين  باشد (1). 
قرنيه رت بيش از HSC70 است. در مطالعه ديگرى بيان HSP70 تنها 
در ناحيه قرنيه، شناسايى گرديد و مشخص شد كه در تكثير، تمايز و 

مهاجرت سلول هاى اپى تليوم قرنيه موثر باشد (7).
با توجه به عدم وجود مطالعه كامل در زمينه حضور پروتئين هاى 
بيان  الگوى  ليمبال،  بنيادى  سلول هاى  تمايز  در  حرارتى  شوك 
سلول هاى  در   HSP72 و   HSC70 حرارتى  شوك  پروتئين هاى 
به  گرفت.  قرار  بررسى  مورد  ازهوادهى  بعد  و  قبل  ليمبال  بنيادى 
منظور كشت سلول هاى بنيادى ليمبال از پرده امنيوتيك استفاده شد. 
چون  سلولى  خارج  ماتريكس  عناصر  حضور  علت  به  امنيوتيك  پرده 
پريپلاكين،  فيبرينوژن،   ،IV كلاژن  استئوگلايسين/مميكان،  لوميكان، 
 5 1و  لامينين   ،6 اينتگرين   ،(TG2)  2 گلوميناز  ترانس  پيدوژن2، 
كبدي  سلول هاي   ،(EGF) اپي تليال  سلول هاي  رشد  وفاكتورهاى 
(HGF) و فيبرو بلاست (bFGF) ريز محيط مناسبى به منظور تكثير و 
حفظ سلول هاى بنيادى ليمبال فراهم مى نمايد (8) و امروزه در بالين 
سلول هاى  بيماران با نقص  قرنيه به  شده  كشت  سلول هاى  پيوند  و در 
منظور  به  هم چنين   .(9-12) مى باشد  استفاده  مورد  ليمبال  بنيادى 
شاخص هاى  كشت،  مختلف  مراحل  در  سلول ها  فنوتيپ  بررسى 
سيتوپلاسم  در  كه  بينابينى  فيلامنت هاى  انواع  [از   K3 قرنيه،  اپى تليوم 
 43 كانكسين  و   [(13) مى شوند  بيان  قرنيه  مركزى  سلول هاى 
(Connexin 43; CX43)، از جمله پروتئين هاى داخل غشايى كه در 
تشكيل اتصالات منفذ دار [(Gap Junction) شركت مى كند (14)] 
در  كه  رونويسى  فاكتورهاى  [از   P63 ليمبال،  بنيادى  شاخص هاى  و 
داخل  پروتئين هاى  [از   ABCG2 و   [(15) مى شود  بيان  سلول  هسته 
سلول ها  از  سمى  مواد  خروج  سبب   ATP تجزيه  با  كه  است  غشايى 

مى شود(16)] مورد بررسى قرار گرفتند. 
افزايش  سبب  هوادهى  كه  ساخت  مشخص  مطالعه  اين  نتايج 
و   P63 بيان  كاهش  و  قرنيه)  اپى تليوم  سلول هاى  (شاخص   K3 بيان 
ABCG2 (شاخص هاى بنيادى ليمبال) مى گردد كه نشانه اى از تمايز 
است.  هوادهى  متعاقب  آمنيوتيك  پرده  بر  شده  كشت  سلول هاى 
HSP72 در حين پروسه هوادهى افزايش  HSC70 و  هم چنين بيان 
استرس هاى  قبال  در  آنان  حفاظتى  اثر  دليل  به  مى تواند  كه  يافت 

باشد. قرنيه  اپى تليوم  به  تمايز  فرايند  در  آنها  نقش  يا  و  محيطى 

مواد و روش ها 
 كشت قطعه اى (Explant) ناحيه ليمبال بر پرده آمنيوتيك

كشت   (17) آمنيوتيك  پرده  روى  بر  ليمبال  بنيادى  سلول هاى 
 HIV-, HBV-,) چشم  كامل  كره  10عدد  خلاصه  طور  به  گرديد. 
 72 از  كمتر  كه   (43/5 (ميانگين  سال   17-70 سنى  دامنه  با   (HCV-

(تهران)  ايران  چشم  بانك  از  بود،  گذشته  آن  دهنده  مرگ  از  ساعت 
تهيه گرديد. اين طرح مصوبه كميته اخلاق پزشكي پژوهشكده رويان 
قطعات كوچك تر  جداسازى ملتحمه به  ناحيه ليمبال پس از  مي باشد. 
 II ديسپاز  آنزيم  از  استروما  از  اپى تليال  جداسازى  براى  شد.  تقسيم 

(Gibco,17105-041) به مدت 15 دقيقه استفاده گرديد. سپس قطعات 
بر روى پرده امنيوتيك كه از قبل توسط آنزيم تريپسين (27250-018 
,Gibco) سلول هاى اپى تليال آن برداشته شده بود به گونه اى قرار گرفتند 
پرده  سمت  به  آن  استرومايى  سطح  و  بالا  به  رو  آن  اپى تليال  سطح  كه 
 (Gibco,21331-020) DMEM/F12 آمنيوتيك باشد. كشت در محيط
DMSO 0/5 درصد ،(Gibco, 213331-020) FCS حاوي10درصد
 (Sigma, 9644) و EGF 2 ميكروگرم بر ميلي ليتر (Sigma, D2650)
5 ميكروگرم بر ميلي ليتر انسولين (Biochem, 57590) 5 ميكروگرم 
بر ميلي ليتر  سلنيوم (Sigma 556)، 5 ميكروگرم بر ميلي ليتر ترانسفرين 
هيدروكورتيزون ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   5  (Sigma, T-1147)
جنتامايسين ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   5  ،(Sigma, H08888-56 )
B  آمفوتريسين ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   1/25  ،(Sigma, G1287)
Gibco, 25030-) ال-گلوتامين  4ميلي مولار  و   (Sigma, A2411)

024) صورت گرفت. سلول ها به مدت 30 روز در محيط كشت قرار 
روز   14 مدت  به  سلول ها  هوادهى)  از  پيش  (مرحله  ابتدا  در  گرفتند. 
و  سلول ها  تماس  از  تا  شدند  پوشانده  كشت  محيط  ميلى ليتر   4 توسط 
هوادهى)  (مرحله  بعد  مرحله  در  آيد.  عمل  به  ممانعت  سطحى  هواى 
نظر (800  مورد  ميزان  حداقل  به  روز  مدت 16  به  كشت  محيط  حجم 
ميكرو ليتر) كاهش يافت كه سبب مواجه بيشتر سلول ها با اكسيژن هوا 
از  پس  و  بار  يك  روز  هر 2-3  هوادهى  از  قبل  كشت  محيط  گرديد. 
تعويض   كامل  كشت  محيط  با  روزانه  كشت  محيط  از  نيمى  هوادهى 

گرديد. 
 

ايمونوسيتوشيمي و ايمونوهيستوشيمى 
ليمبال  سلول هاى  به  مربوط  شاخص هاى  بيان  بررسى  منظور  به   
پرده  بر  شده  كشت  سلول هاى  در  HSPها  نيز  و  چشم  قرنيه  و 
هوادهى (روز  از  پس  و  كشت)  دهى (روز 14  هوا  از  قبل  آمنيوتيك 
30 كشت ) و بافت هاى ليمبال و قرنيه از دو تكنيك ايمونوسيتوشيمى 
روش  در  كه  ترتيب  اين  به   .(8) گرديد  استفاده  ايمنوهيستوشيمى  و 
درصد  4 پارافرمالدهيد  توسط  سلول ها  ابتدا  ايمونوسيتوشيمى 
تريتون 0/2درصد  توسط  سپس  و  شدند  فيكس   (Sigma, P6148)

-100-(Biogene, CT120) نفوذپذيرشدند. براى ممانعت از اتصال 
غيراختصاصى آنتى بادى ها، سلول ها به  مدت  1 ساعت  در دماي  اتاق با 
بافر بلوكه  كننده  حاوي  10درصد سرم  بز (Gibco,16210-064) در 
Phosphate Buffer Saline (PBS) قرار گرفتند. براى رنگ آميزى 
به   تيمار  و  گرديد  استفاده   (1 (جدول  مونوكلونال  آنتى بادى هاى  از 
منظور  به  انتها  در  گرفت.  صورت  اتاق  دماي   در  ساعت    1-2 مدت  
آنتي بادي هاى  از  اوليه  آنتى بادى هاى  اتصال  مكان  ساختن  آشكار 
بررسي   براى  گرديد.  استفاده   (1 (جدول   FITC با  كونژوگه  ثانويه 
 (Propidium Iodid; PI) پروييديوم  يديد  از  هسته   رنگ آميزي   و 
فلورسنت  ميكروسكوپ  توسط  نتايج  و  شد  استفاده    Dappi رنگ  يا 

(Nicon, Japan) مورد بررسى قرار گرفت.
برش هاى  از  پارافين  حذف  منظور  به  ايمونوهيستوشيمى  در 
غلظت هاى  در  برش ها  سپس  شد.  استفاده  گزيلول  محلول  بافتى 
پس  و  شدند  آب گيرى  100درصد)  و   95  ،70) اتانول  مختلف 
 20 محلول  از  استفاده  با  آنتى ژنى  احياي   ،PBS با  شست وشو  از 
و  تريپسين   0/1درصد  حاوي    (pH=7/6-8) تريس   ميلي مولار 
روش  مشابه  مراحل  بقيه  گرفت.  صورت  كلريدكلسيم   0/1درصد 

گرفت. انجام  ايمونوسيتوشيمى 

بيان HSC70 و HSP72 در كشت سلول  هاي ليمبال 
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بررسى سلول ها توسط فلوسايتومترى 
 HSP72, HSC70 روش فلوسايتومتربراى مطالعه ى پروتئين هاى
مورد استفاده قرار گرفت . ابتدا سلول ها در مراحل قبل و بعد از هوادهى 
آمنيوتيك  پرده  از   (1/2  U) ديسپاز  و  درصد   0/05 تريپسين  توسط 
سانتي گراد  20-درجه  دماى  در  و  سرد  متانول  توسط  و  شده  جدا 
درصد)  0/2) محلول  از  استفاده  با  سلول ها  سپس  گرديدند.  فيكس 

TritonX-100 نفوذپذير شده و به منظور حذف اتصالات غيراختصاصى 
با سرم 10 درصد بز تيمار شدند. پس از شست وشو با PBST سلول ها 
و  (SPA-815)  Rat Anti hsc70 مونوكلونال  آنتى بادى هاى  با 

رقت  در   (C92F3A-5) فلورسين  با  كونژوگه   HSP72 Antibody
1:100 و به مدت 1 ساعت در دماى 4 درجه سانتى گراد انكوبه شدند. 
 Anti Rat IgG ثانويه  آنتى بادى  از   HSC70 پروتئين  شناسايى  براى 
توسط  نتايج  نهايت  در  گرديد.  استفاده   (F6258) FITC با  كونژوگه 
نرم افزار از  گرفتند.  قرار  بررسى  مورد   BD فلوسايتومترى  دستگاه 

Cell Quest به منظور آناليز داده ها استفاده شد. 

RT-) معكوس  نسخه بردارى  واكنش  توسط  ژنى  بيان  بررسى 
 (PCR

بررسى  براى   (RT-PCR) معكوس  نسخه بردارى  واكنش  از 
ليمبال بنيادى  سلول هاى  و   (k3) قرنيه  اپى تليال  ويژه  ژن هاى  بيان 

كشت  سلول هاى  در   HSC70 و   HSP72 نيز  و   (ABCG2, p63)
گرديد.  استفاده  هوادهى  از  بعد  و  قبل  آمنيوتيك  پرده  بر  شده 
پرايمرهاى از  استفاده  با  و  استخراج   Trisol توسط  سلول ها   RNA
 cDNA مكمل  رشته   Fermentase كيت  و   Random Hexamer

بر اساس دستورالعمل كيت ساخته شد (8) مشخصات پرايمرهاى مورد 
استفاده در جدول 2 نشان داده شده است. محصولات PCR روى ژل 
آگاروز (2 درصد) جدا شد و با اتيديوم برمايد رنگ و توسط دستگاه 

ترانس لومينوتور UV (Uvido, UK) قابل رويت گرديد.
 

آناليز آمارى
 آزمايش ها حداقل در 3 تكرار و آناليز آمارى داده ها با استفاده 
صورت  به  داده ها  گرفت.  انجام   Paired-Samples t test از 
 p<0/05 اختلاف  و  شده اند  گزارش  معيار  انحراف   ± ميانگين 

گرديد. گزارش  معنى دار 

يافته ها 
تغيير ظاهرى سلول هاى بنيادى ليمبال كشت شده بر روى پرده 

آمنيوتيك به دنبال هوادهى
شده  كشت  سلول هاى  كه  داد  نشان  ميكروسكوپى  مشاهدات 
ظاهرى  و  كوچك  اندازه  از  هوادهى  از  قبل  آمنيوتيك،  پرده  بر 
سيتوپلاسم  به  هسته  نسبت  هم چنين  بودند.  برخوردار  فشرده  هم  به 
و  كشت  محيط  سطح  كاهش   .(1 A (شكل  بود  بالا  آنها  در 
سلول ها  برخى  تدريجى  تغيير  سبب  سلول ها  در  هوادهى  افزايش 
اندازه  كه  صورت  اين  به  گرديد.  كشت  حاشيه  در  خصوص  به 
كاهش  آنها  در  سيتوپلاسم  به  هسته  نسبت  و  افزايش  سلول ها 
و  دادند  دست  از  را  خود  فشردگى  سلول ها  مرحله  اين  در  يافت. 
به  نيز  و  زياد  مقادير  به  سنگ فرشى  سلول هاى  كشت  حاشيه  در 
.(1 B (شكل  گرديدند  ظاهر  سلول ها  ساير  ميان  در  پراكنده  طور 
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جدول 1: مشخصات آنتى بادى هاى اوليه و ثانويه مورد استفاده در تكنيك ايمونوسيتوشيمى و ايمونوهيستوشيمى

نام آنتي بادي Host/Isotype شركت ضريب رقت شماره كاتالوگ
Anti p63 Ms/ IgG2a Chemicon 1:100 MAB4135

Anti K3/K12 Ms/ IgG1 Chemicon 1:100 CBL-218

Anti Connexin 43 (clone CXN-6) Ms/ IgG Sigma 1:100 C8093

Anti hsc70 Rat /IgG Stressgen 1:100 SPA-815

Anti HSP72 FITC Goat Ms/ IgG Stressgen 1:100 C92F3A-5

Anti-mouse FITC Goat/ IgG Sigma 1:200 F9006

Goat anti-rat FITC Goat/ IgG Sigma 1:200 F6258

RT-PCR جدول 2: مشخصات پرايمرهاى مورد استفاده در تكنيك

ژن توالي پرايمر Annealing دماي طول قطعه تكثير شده
ABCG2 F: 5' CTC TTC TTC CTG ACG ACC AAC C 3'

R: 5' CAC ACT CTG ACC TGC TGC TAT G 3'
60 515bp

KRT 3 F: 5' AGA CTT CAA GAA GAA ATA TGA G 3'
R: 5' TCA TCT ATC AAG GCA TCC AC 3'

60 141bp

HSP A8 HSPA8=HSP72,HSC70 F : 5' TCT TGG CAC CAC CTA CTC TTG 3'
R : 5' CAT CAC CGA TCA ACC GTT CAG 3'

58 125 bp

p63 F: 5' GAG GTT GGG CTG TTC ATC AT 3'
R: 5' GTG GGA AAG AGA TGG TCT GG 3'

58 229 bp

GAPDH F:5' CTC ATT TCC TGG TAT GAC AAC GA3'
R:5' CTT CCT CTT GTG TTG CT3'

58 224 bp
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از آنجا كه در مشاهدات ميكروسكوپى جمعيت هتروژنى از سلول ها 
مشاهده گرديد، پراكنش نورى سلول ها توسط دستگاه فلوسايتومترى 
جلويى نورى  پراكنش  روش  اين  در  گرفت.  قرار  بررسى  مورد 

(Forward Scatter; FSC) به عنوان يك اندازه گيرى غيرمستقيم از 
اندازه سلول و پراكنش جانبى نور (Side Scatter; SSC) به عنوان 
استفاده  مورد  سلول ها  گرانولوسيتى  از  غيرمستقيم  اندازه گيرى  يك 
قرار مى گيرد. چنانچه سلول ها در ناحيه FSC و SSC كوچك ترى 
كه  حالى  در  است  سلول ها  بودن  نابالغ  از  نشانه اى  گيرند،  قرار 

سلول هاى بالغ يا تمايز يافته از FSC و SSC بزرگ ترى برخوردارند 
منطقه سه  در  سلول ها  مطالعه،  اين  در  بهتر  بررسى  براى  لذا   .(18)

ناحيه  يا   R2=(200-400) بنيادى،  سلول هاى  ناحيه   R1=(0-200)
 Transient Amplifying) گذرا  شونده  تقسيم  اوليه  سلول هاى 
مورد   TAC نهايى  هاى  سلول  ناحيه  يا   R=(>400) و   (Cells; TAC
مطالعه قرار گرفتند (شكل 1C, D). نتايج نشان داد كه درصد سلول ها 
و   R2 منطقه  در  و   (p<0/05) كاهش هوادهى  از  پس   R1 منطقه  در 

.(1E شكل) (p<0/05) به طور معنى دارى افزايش يافته است R3

شكل 1: بررسى سلول هاى كشت شده توسط ميكروسكوپ نورى در روز 14 كشت و قبل از هوادهى (A)، و پس از 
16 روز هوادهى (B) [Scale Bar=200μm]. وضعيت FSC و SSC سلول ها قبل (C) و پس (D) از هوادهى. مقايسه 

. (E) (*<0/05) قبل و پس از هوادهى (SSC) سلول ها از نظر پراكنش نورى و گرانوليتى
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كاهش شاخص بنياد ى (P63) و افزايش شاخص تمايز يافتگى (K3) در 
كشت سلول هاى ليمبال بر روى پرده آمنيوتيك به دنبال هوادهى

دادن  نشان  منظور  به  و  كشت  طى  سلول هاى  بررسى  براى 
سلول هاى تمايز نيافته، شاخص هاى P63 و ABCG2 و به منظور نشان 
توسط   43 كانكسين  و   K3 شاخص هاى  يافته،  تمايز  سلول هاى  دادن 
نتايج،  نمودن  كمى  براى  گرفت.  قرار  بررسى  مورد  ايمونوسيتوشيمى 
كل  به  مثبت  سلول هاى  درصد  و  انتخاب  تصادفى  طور  به  تصوير   10
 Paired Samples از  استفاده  با  نتايج  آناليز  گرديد.  محاسبه  سلول ها 
نشان داد كه پس از هوادهى افزايش معنى دارى (p<0/01) در   t test
بيان K3 ( از 0/021 ± 0/06درصد در روز 14 به 2/7 ± 22/4درصد در 
روز 30، (شكل 2A, B) و كاهش معنى دارى در بيان P63 (از 5/ 4 ± 
 (p<0/01 ،30 82/5 درصد در روز 14 به 12/2 ± 40/57 درصد در روز
مشاهده گرديد (شكل 2C, D). در حالى كه تغييرى در بيان CX43 قبل 
و بعد از هوادهى مشاهده نشد و اين پروتئين طى فرايند كشت بيان نشد و 

.(2E, F شكل) (p>0/05) يا بسيار كم بيان گرديد

به  منجر  ليمبال  بنيادى  سلول هاى  در  تمايز  القاي  و  هوادهى 
افزايش بيان HSP72 و HSC70 در سطح پروتئين مى گردد

از آنجا كه هدف از اين تحقيق بررسى بيان پروتئين هاى شوك 
روش  از  بار  اولين  براى  است،  بوده  هوادهى  فرايند  طى  حرارتى 
فلوسايتومترى و نيز براى تعيين محل بيان HSC70 و HSP72 از روش 
استفاده  ايمونوهيستوشيمى قبل و بعد از هوادهى  ايمونوسيتوشيمى و 
شد. HSP72 در سيتوپلاسم و هسته سلول ها قابل شناسايى بود (شكل

 3/09  ± گرديد (1/33  برابر   2 آن  بيان  هوادهى  از  پس  و   (3A, B
 30 روز  در  درصد   6/54  ±  2/42 مقابل  در   14 روز  در  درصد 
و  سيتوپلاسم  در   HSP72 مشابه  نيز   HSC70  .(3C, Dشكل)
دنبال  به  آن  بيان  و   (3C, Dشكل) گرديد  بيان  سلول ها  برخى  هسته 
در   14 روز  در  درصد   10/54  ±  7/54) برابر   7 درحدود  هوادهى 
 G,شكل) يافت  افزايش   (30 روز  در  درصد   69/1  ±  9/47 مقابل 
كشت حاشيه  در  پروتئين  اين  كننده  بيان  سلول هاى  اكثر   .(3H

بودند.  مستقر 
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 Scale=100um) و كانكسين (C, D) p63 ،(A, B) شكل 2: بررسى سيتوكراتين 3 در سلول هاى كشت شده
bar) (E, F) قبل و بعد از هوادهى با استفاده از روش ايمونوسيتوشيمى. هسته ها به رنگ آبى نشان داده 

شده اند.
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نشان  ليمبال  و  قرنيه  طبيعى  بافت  در  پروتئين ها  اين  بررسى 
بيان  ليمبال  ناحيه  سلول هاى  از  اندكى  تعداد  در   HSP72 كه  داد 
قرنيه  اپى تليوم  سلول هاى  كل  كه  حالى  در   (3I, Jشكل) مى شود 
(شكل مى كنند  بيان  را  پروتئين  اين  قرنيه  مركز  خصوص  به  و 

در   HSP72 مشابه  نيز   HSC70 كننده  بيان  سلول هاى   .(3M, N
ليمبال  ناحيه  از  بيشتر  آن  مركز  خصوص  به  و   (3K, Lشكل) قرنيه
سلول ها  از  بيشترى  تعداد  وجود  اين  با  بودند.   (3O, Pشكل)
بيان  ناحيه  دو  هر  در   HSP72 با  مقايسه  در  را   Hsc70

مى كردند.

بيان  كه  حالى  در  مى گردد   K3 ژن  بيان  افزايش  سبب  هوادهى 
ژن هاى P63 ،ABCG2 ،HSP72 و HSC70 تغييرى نمى  يابند

و   P63, K3, ABCG2, HSP72 ژن هاى  بررسى  منظور  به 
عنوان  به   GAPDH شد.  استفاده   RT-PCR تكنيك  از   HSC70
 ABCG2 و   P63 ژن هاى   .(4 گرديد (شكل  استفاده  داخلى  كنترل 

آمنيوتيك  پرده  بر  شده  كشت  سلول هاى  در  هوادهى  از  پس  و  قبل 
توجه  با  گرديد.  بيان  هوادهى  از  پس   K3 كه  حالى  در  شدند  بيان 
و  ليمبال  بنيادى  سلول هاى  در   ABCG2 و   P63 ژن هاى  آنكه  به 
تمايز  سلول هاى  نه  و   (TAC) گذرا  شونده  تقسيم  سلول هاى  نيز 
انتهايى  مراحل  در   K3 بيان  نيز  و   (19  ،5) مى شوند  بيان  نهايى  يافته 
سلول هاى  يا  و  نهايى   (TAC) شونده  تقسيم  سلول هاى  يعنى 
چنين  بنابراين   .(20  ،19) است  شده  گزارش  نهايى  يافته  تمايز 
هتروژنى  جمعيت  شده  كشت  سلول هاى  كه  نمود  استنباط  مى توان 
در  گذرا  شونده  تقسيم  سلول هاى  و  ليمبال  سلول هاى  از  متشكل 
ژن دو  بيان  كاهش  آنكه  به  توجه  با  مى باشند.  مختلف  مراحل 

كه  كرد  استنباط  چنين  مى توان  نگرديد،  مشاهده   P63 ABCG2
مطالعات كه  هرچند  نيافته اند.  راه  نهايى  تمايز  مرحله  به  سلول ها 

Real-Time PCR مى تواند مراحل اصلى تمايزى را مشخص تر نمايد. 
بررسى بيان ژن هاى HSC70 و HSP72 نشان داد كه اين دو ژن قبل و 

پس از هوادهى در سلول هاى كشت شده بيان مى شوند (شكل4). 

 شكل 3: بررسى بيان Hsp72 (A, E) و Hsc70 (C, G) قبل و بعد از هوادهى در سلول هاى كشت شده توسط تكنيك 
ايمونوسيتوشيمى (Scale bar=200um). درصد سلول هاى بيان كننده HSP72 (B, F) و HSC70 (D, H) توسط 
فلوسايتومترى محاسبه گرديد. بيان Hsp72 در بافت ليمبال (I, J) و قرنيه (Scale bar=200um) (M, N) و نيز 
Hsc70 در بافت ليمبال (K, L) و قرنيه (Scale bar=200um) (O, P) توسط ايمونوهيستوشيمى بررسى گرديد. 

هسته ها به رنگ آبى نشان داده شده اند.
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گرمايى  شوك  پروتئين هاى  و  قرنيه  ليمبال،  ژن هاى  بررسى   :4 شكل 
RT-PCR توسط

بحث
حفاظت  بسيار  خانواده   (HSP) حرارتى  شوك  پروتئين هاى 
و  دارند  وجود  ويوكاريوت ها  پروكاريوت ها  در  كه  هستند  شده اى 
آنها  بيان  و  مى كنند (1)  ايفا  سلول  پايه اى  فرايندهاى  در  مهمى  نقش 
در مقابل استرس ها افزايش مى يابد. امروزه اين پروتئين ها را در انجام 
تكوين  سلولى،  چرخه  تنظيم  همچون  سلولى  فرايندهاى  از  بسيارى 
در  رشد  و  مهره داران  در  هورمونى  تحريك  سلولى،  تمايز  جنينى، 

مى دانند. موثر  ميكروارگانيسم ها 
شروع  انسان  جنين  در  پنجم  هفته  از  بعد  بلافاصله  قرنيه  تكوين 
شده و تا زمان باز شدن پلك ادامه مى يابد. عمده ترين تغيير در قرنيه 
قرنيه  سلول هاى  گرفتن  قرار  هوا  معرض  در  و  پلك ها  شدن  باز  با 
ليمبال  بنيادى  سلول هاى  هم چنين   .(22  ،21  ،5) مى گيرد  صورت 
هوا  معرض  در  ساختارى  نظر  از  و  داشته  قرار  پايه  غشاي  روى  در 
سمت  به  مداوم  تقسيمات  دنبال  به  سلول ها  اين  ندارند،  قرار  محيطى 
دارد -  قرار  هوا  معرض  در  مستقيم  طور  به  كه  – مكانى  قرنيه  سطح 
ترتيب  اين  به  مى يابند،  نيز  تمايز  حركت،  ضمن  و  مى كنند  مهاجرت 
به نظر مى رسد كه در فرايند تمايز پروتئين هاى شوك حرارتى ضمن 
موثر  نيز  سلول ها  تمايز  در  اكسيداتيو  استرس  برابر  در  سلول  حفاظت 
باشند. از آنجا كه هيچ مطالعه مشخصى در اين زمينه وجود ندارد، در 
حرارتى  شوك  پروتئين هاى  بيان  الگوى  كه  شديم  آن  بر  مطالعه  اين 
كشت  در  (هوادهى)  هوا  با  مواجه  دنبال  به  را   (HSP72-HSC70)
كشت  منظور  به  دهيم.  قرار  مطالعه  مورد  ليمبال  بنيادى  سلول هاى 
بهينه سلول هاى بنيادى ليمبال، پرده آمنيوتيك كه بر اساس مطالعات 
گرديده  معرفى  سلول ها  اين  كشت  مناسب  بستر  عنوان  به   (8) پيشين 

بود، مورد استفاده قرار گرفت.
با  گرد  كوچك،  سلول ها  هوادهى،  از  پيش  كه  داد  نشان  نتايج 
هسته بزرگ و سيتوپلاسم كم بوده و به طور پيوسته و به هم فشرده 
سلول ها  اين  اكثر  فلوسايتومترى،  مطالعات  هنگام  به  مى كنند.  رشد 
در ناحيه سلول هاى بنيادى ليمبال (شكل 1) قرار مى گرفتند. از آنجا 
سلول هاى  حاوى  كه  ليمبوس  قاعده  لايه  اپى تليال  سلول هاى  كه 
بنيادى قرنيه مى باشند در مقايسه با سلول هاى تمايز يافته مركز قرنيه 
نتيجه  مى توان   (18) دارند  كمترى  گرانولسيتى  و  كوچكتر  اندازه 
بررسى   . باقيمانده اند  نيافته  تمايز  مرحله  اين  در  سلول ها  كه  گرفت 
درصد  هوادهى  از  پيش  كه  داد  نشان  نيز   P63 و   K3 شاخص هاى 
هيچ  اين  بر  علاوه  مى باشد.   K3 از  بيش   P63 كننده  بيان  سلول هاى 
گونه بيانى از Cx43 مشاهده نگرديد. سيتوكراتين K3 و CX43 در 
آنها  بيان  و  مى شوند  بيان  فراوانى  به  قرنيه  مركز  در  قرنيه  اپى تليال 
اندازه  است (23).  شده  گزارش  كم  بسيار  ليمبال  پايه  سلول هاى  در 

بيان  فقدان  و   k3 پايين  بيان   ،p63 بالاى  بيان  پايين،  گرانولوسيتى  و 
بيانگر   آمنيوتيك  پرده  بر  شده  كشت  ليمبال  سلول هاى  در   CX43
حالت  در  هوادهى  از  پيش  سلول ها  اين  بيشتر  كه  است  نكته  اين 
بودن  دارا  با  پرده آمنيوتيك  حقيقت  دارند (8، 24). در  بنيادى قرار 
نكتين-لامينين-كلاژن  فيبرو  چون  سلولى  خارج  ماتريكس  عناصر 
خواص  حفظ  در   EGF, bFGF, HGF رشد  فاكتورهاى  و   IV
 .(8) مى باشد  موثر  ليمبال  اپى تليوم  بنيادى  سلول هاى  در  بنيادينگى 
به دنبال هوادهى سلول هاى كشت شده ليمبال به صورت چندوجهى 
و  كاهش  سيتوپلاسم  به  هسته  نسبت  و  آمده  در  سنگ فرشى  و 
گرانولوسيتى افزايش يافت. علاوه بر اينكه شاخص اختصاصى قرنيه 
(K3) نيز افزايش و شاخص P63 كاهش يافت. در حالى كه تغييرى 
مستقر  سلول هاى  قرنيه  تكوين  طى  نگرديد.  مشاهده   CX43 بيان  در 
در غشاي پايه (Base Membrane) ليمبال كوچك و كروى بوده 
نيز  و  قرنيه  سمت  به  مهاجرت  طى  مى باشند.   P63+K3-CX43- و 
و  آمده  در  سنگ فرشى  صورت  به  سلول ها  چشم،  سطح  سمت  به 
درجات  سلول ها  زمان  اين  در  مى يابد.  افزايش  آنها  در  دسموزوم ها 
متفاوتى از P63, K3 و CX43 را بيان مى كنند. در نهايت سلول هاى 
لايه هاى  در  (تخت)  شده  پهن  و  مطبق  فرم  به  كه  نهايى  يافته  تمايز 
مقادير  و  بوده   P63 بيان  فاقد   ، مى گردند  مشاهده  قرنيه  سطحى 

زيادى K3 و CX43 را بيان مى كنند (25، 26). 
 HSC70 و   HSP72 بيان  الگوى  مطالعه  اين  ديگر  بخش  در 
بررسى  مورد  هوادهى  از  بعد  و  قبل  ليمبال  بنيادى  سلول هاى  در 
القاي  ضمن  هوادهى  كه  داد  نشان  ما  يافته هاى  گرفت.  قرار 
يا   HSP72 بيان  افزايش  سبب  ليمبال،  بنيادى  سلول هاى  در  تمايز 
قرنيه  مركز  سلول هاى  از  بسيارى  در   HSP70 مى گردد.   HSP70
 .(1) است  برخوردار  پايينى  بيان  از  ليمبال  ناحيه  در  و  مى گردد  بيان 
و  مى يابد  افزايش  برابر   10 تا  استرسى  شرايط  در  پروتئين  اين  بيان 
و  پروتئين ها  ترميم  چپرون ها،  به  وابسته  فرآيندهاى  در  مهمى  نقش 
با  مواجهه  كه  مى رسد  نظر  به  مى كند.  ايفا  آپوپتوز  از  جلوگيرى 
به  و  شده  سلول ها  در  اكسيداتيو  استرس  افزايش  به  منجر  اكسيژن 
 .(27) مى يابد  افزايش  پروتئين  اين  بيان  سلول،  بقاي  حفظ  منظور 
در  اپى تليال  رشد  و  چسبندگى  مهاجرت،  در  پروتئين  اين  هم چنين 
ترميم  هنگام  به  آن  بيان  و  است  موثر  تكوين  طى  و  طبيعى  حالت 

 .(7) مى يابد  افزايش  قرنيه  اپى تليوم  ناحيه  زخم هاى 
بيان HSC70 نيز به دنبال هوادهى افزايش يافت. هم چنين تعداد 
اين  ليمبال  ناحيه  به  نسبت  قرنيه  مركز  اپى تليوم  سلول هاى  از  زيادى 
كه  كردند  گزارش  نيز  همكارانش  و  دين  مى كردند.  بيان  را  پروتئين 
HSC70 در مركز قرنيه بيان مى شود و در منطقه ليمبال تنها سلول هاى 
wing اين پروتئين را بيان مى كنند (سلول هاى wing و سلول هاى بازال 
قرنيه ماهيت TAC دارند). آنها اعلام داشتند كه از آنجا كه سلول هاى 
چپرونى  عملكرد  به  برخوردارند،  بالايى  تكثير  توانايى  از   TAC
نيازمند  شده  سنتز  تازه  پروتئين هاى  مناسب  فولدينگ  براى   HSC70
مى باشند (1). با توجه به اينكه ژن هاى HSP70 و HSC70 قبل و پس 
از هوادهى بيان مى شوند مى توان چنين نتيجه گرفت كه آنها در سطح 
در  بيشتر  مطالعات  به  كه  هرچند  دارند  تنظيم كنندگى  نقش   mRNA

اين زمينه نياز مى باشد. 

نتيجه گيرى
بررسى  به  بار  اولين  براى  كه  مطالعه  اين  نتايج  مجموع،  در   
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سلول هاى  كشت  در  حرارتى  شوك  پروتئين هاى  بيان  چگونگى 
كه:  داد  نشان  است  پرداخته  تمايز  ضمن  ليمبال  بنيادى 

ليمبال  شده  كشت  سلول هاى  در  تمايز  القاي  سبب  هوادهى   .1
مى گردد.  آمنيوتيك  پرده  بر 

سلول ها  در   HSP72 افزايش  سبب  هوادهى  دنبال  به  تمايز   .2
استرس  از  سلول ها  محافظت  در  مى رسد  نظر  به  كه  مى گردد 
آمنيوتيك  پرده  بر  سلول ها  مهاجرت  در  نيز  و  حاصله  اكسيداتيو 

باشد. موثر 

3. افزايش HSC70 به دنبال هوادهى در سلول هاى تقسيم شونده 
هستند.  برخوردار  بالايى  تكثير  خاصيت  از  كه  مى گيرد  صورت  گذرا 
به  نيازمند  قرنيه  تكوين  طى  پروتئين ها  اين  عمل  مكانيسم  شناخت 

مطالعات دقيق تر با استفاده از روش هاى خاموش سازى ژنى مى باشد. 

تقدير و تشكر
اين پروژه با حمايت مالى پژوهشكده رويان و سازمان امور زنان و 

خانواده نهاد رياست جمهورى به انجام رسيده است. 
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