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Abstract 
Received: 14/Nov/2007, Accepted: 25/May/2008
Objective: Evaluation of extracellular matrics (ECMs) effect on differentiation of 
embryonic stem cells (ESCs) to pancreatic β-cell.
Materials and Methods: Mouse ESC line, Royan B1, was subjected to differ-
entiation into β-like cells in a three-step method: generation of embryoid bodies 
(EBs), spontaneous differentiation and induction by Nicotinamide onto different 
matrices including poly L-ornithine/laminin, gelatin, and two different dilution of 
matrigel (1:30, 1:100) and control group (no ECM). At the final step, differentiated 
cells were analyzed for expression of some pancreas-specific genes using "semi-
quantitative RT-PCR ", for detection of insulin and C-peptide presence in cells us-
ing "immunocytochemistry" and for the evaluation of the amount of secretd insulin 
in response to glucose Using "insulin secretion assay".
Results: The semi-quantitative RT-PCR analysis of differentiated cells on 1:30 
matrigel coated-plates showed consistent higher expression of β-cell specific 
markers including Insulin I, Insulin II, Slc2a2 in comparison to the other ECMs. 
The results of immunostainig for C-peptide showed no significant differences be-
tween the experimental groups and finally insulin secretion assay revealed that 
differentiated cells on 1:30 matrigel coated-plates secreted more insulin in re-
sponse to glucose in comparison to the other ECMs.
Conclusion: Our results suggest that type of ECM may influence ESC differentia-
tion into insulin-secreting cells and 1:30 matrigel was more effective. However, the 
success rate of differentiation needs further investigations using  other appropri-
ate ECMs. 

Keywords: Embryonic Stem Cell, Differentiation, β-Cell, Extracellular Matrix

Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 4, Winter 2009, Pages: 250-259

Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 4, Winter 2009    250   250

Original Article



تاثير ماده زمينه برون سلولى بر تمايز سلول هاى مولد انسولين از سلول هاى
بنيادى جنينى موش

*3 ،1
 Ph.D. 1، حسين بهاروند M.Sc. 1، هانيه جعفرى M.Sc. 2، مهدى پيروز Ph.D. 1، 2، الهه الهى

 M.Sc. على فرخى

1. پژوهشكده رويان، مركز تحقيقات علوم سلولى جهاد دانشگاهى، گروه سلولد هاى بنيادى، تهران، ايران
2. دانشگاه تهران، دانشكده زيست شناسى، تهران، ايران

3. دانشگاه علم و فرهنگ، گروه زيست شناسى تكوينى، تهران، ايران

* آدرس نويسنده مسئول: ايران، تهران، صندوق پستى: 4644-19395، پژوهشكده رويان، مركز تحقيقات علوم سلولى جهاد دانشگاهى،
گروه سلولدهاى بنيادى

Email: Baharvand@royaninstitute.org :پست الكترونيك
چكيده 

دريافت مقاله: 86/8/23، پذيرش مقاله: 87/3/5
* هدف: بررسي تاثير ماده هاى زمينه برون سلولي مختلف (پلي-ال-اورنيتين/لامينين، ژلاتين و ماتريژل) بر افزايش بازده 

تمايز سلول هاي مولد انسولين از بن ياخته هاي جنيني موش
* مواد و روش ها: در اين مطالعه تمايز با استفاده از سلول هاى بنيادى جنينى موش رده سلولى Royan B1 انجام شد. 
سلول هاى بنيادى جنينى پس از تبديل شدن به اجسام شبه جنينى و سپس تمايز خودبه خودى، به روى ماده هاى  زمينه برون 
سلولي ژلاتين، پلي-ال-اورنيتين/لامينين و ماتريژل با دو غلظت 1/30 و 1/100 منتقل شدند و تحت القاى تمايز جهت دار 
و   (Ins) انسولين  جمله  از  پانكراسى  سلول هاى  اختصاصى  ژن هاى  از  تعدادى  بيان  قرارگرفتند.  انسولين  مولد  هاى  سلول  به 
گلوكز ترانسفراز در سلول هاى تمايز يافته با روش RT-PCR بررسى شد. سلول هاى تمايز يافته با آنتى بادى هاى ضدانسولين 
و پپتيد-C به روش ايمنوسيتوشيمى رنگ آميزى و درصد سلول هاى انسولين مثبت و پپتيد -C مثبت نيز محاسبه شد. همچنين 

سلول ها از نظر ميزان ترشح انسولين در پاسخ به غلظت هاى 3 ميكرومتر و 22 ميكرومتر گلوكز مورد ارزيابى قرار گرفتند.
ميزان  بيشترين  ها  گروه  ساير  با  مقايسه  در  بودند،  يافته  تمايز   1/30 رقت  با  ماتريژل  روى  كه  هايى  سلول  ها:  يافته   *

زنجيره  واكنش  معكوس  برداري  نسخه  كمى  نيمه  بررسى  نتايج  همچنين  بودند  دارا  گلوكز  به  پاسخ  در  را  انسولين  ترشح 
نتايج  داد.  مى  نشان  را  گروه  اين  در   Ins1, Ins2, Slc2a2 بتا،  هاى  سلول  اختصاصى  هاى  ژن  بيان  افزايش  مراز  پلي  اي 
براى گرفته  رنگ  هاى  سلول  تعداد  نظر  از  دارى  معنى  تفاوت   C- ضدپپتيد  بادى  آنتى  با  ايمنوسيتوشيمى  آميزى  رنگ 

سلول هاى تمايز يافته روى هر سه گروه پلي-ال-اورنيتين/لامينين، ژلاتين و ماتريژل نشان نداد.  
* نتيجه گيري: القاى تمايز بن ياخته هاي جنيني موش به سلول هاي مولد انسولين روى ماده زمينه برون سلولى ماتريژل بيان 

ژن هاي شاخص سلول بتا را تحريك مى كند و بر ميزان ترشح انسولين در پاسخ به گلوكز تاثير مثبت دارد.

* كليدواژگان: سلول بنيادى جنينى، تمايز، سلول بتا، ماتريكس برون سلولى
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مقاله اصيل

مقدمه
ديابت شيرين يك سندرم اختلال متابوليسم كربوهيدرات، چربي 
و پروتئين است كه ميليون ها نفر از مردم دنيا به آن مبتلا هستند. درواقع 
طبيعي  حد  از  بيشتر  قندخون  غلظت  آن  در  كه  است  بيماري  نوعي 
است. ديابت شيرين را مي توان  به  دو گروه  اصلى تقسيم  كرد: نوع  1 و 
نامند. اين  نوع  2.  ديابت شيرين نوع 1 را ديابت وابسته به انسولين مي 
سالان است و در اثر عدم ترشح انسولين ايجاد نوع ديابت، ديابت كم 

مي شود.  اختلالي  است  كه  با تخريب  خودايمن  سلول هاي  مولد انسولين  
در پانكراس  مشخص  مي شود. ديابت  نوع 2 را كه ديابت غيروابسته به 
اثرات  به  هدف  هاي  بافت  حساسيت  كاهش  اثر  بر  نامند  مي  انسولين 
علت  به  مي تواند    2 ديابت  نوع  آيد.  مي  وجود  به  انسولين  متابوليك 
عوامل متعدد از مقاومت  بافت هاي  محيطي  به  اثرات  انسولين  تا عملكرد 
پانكراسي  باشد  مرگ  سلول هاي  بتاى  از  ناشى  ناصحيح  سلول هاي  بتا 

.(1-3)
جايگزيني  سلول هاي  بتاى پانكراسي ازا  هداف  درماني  چندين  دهه 
نوع 1   بوده  است .  ديابت  پيشرفت  و  مير  و  مرگ  ميزان  كاهش  براي 
جزاير  كامل  يا  پانكراس   به  شكل   انسولين   مولد  سلول هاي  بتاى  پيوند 

لانگرهانس  جدا شده،  گزينه  درماني  اميدوار كننده اي  براي  درمان  اين 
و  ايمونولوژيك  رد  ها  روش  اين  اصلى  مشكلات  از  اما   بيماري  است . 
محدوديت در تامين منابع پانكراس  كامل  يا جزاير لانگرهانس  جدا شده 

انسانى براى پيوند است.
بتا  سلول هاي  از  جديدي  منابع  دنبال  به  محققان  دليل  همين  به 
بافت  توليدكننده  براي  توليد  تحقيقاتي  زيادى   تلاش هاي  هستندو 
شده  است.  انسان  متمركز  حيوانى  و  مدل هاى  در  پيوند   انسولين  براى 
يك جايگزين براي پيوند عضو يا بافت، استفاده از منبعي از سلول هاي 
بزرگسالان  يا  سلول هاي  بنيادى-پيش ساز  تمايز  و  است  شونده  تجديد 
روش ها    اين  از  يكى  پانكراسي  مولد  انسولين  سلول هاي  بتاى  به  جنيني 
است (4) . سلول هاي بنيادي جنيني، سلول هايي ناميرا هستند كه قادرند 
به چندين دودمان سلولى تمايز يابند. مطالعات زيادى در زمينه تمايز اين 
سلول ها در شرايط آزمايشگاهي به سلول هاى مولد انسولين انجام گرفته 
و استفاده از سلول هاى بنيادى به عنوان راهكاري بالقوه در درمان ديابت 

نوع 1 مورد توجه قرار گرفته است. 
هاي  مترشحه  انسولين  از سلول  هاي  متفاوتي  براي  توليد  روش 
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 .(5-8) موشي  ارائه  شده  است  جنيني  انساني  و  بنيادي  هاي  سلول 
اثر  جنيني  هاي  ياخته  بن  دار  جهت  تمايز  روي  مختلفي  فاكتورهاي 
سلولي برون  زمينه  ماده  به  توان  مي  جمله  آن  از  كه  گذارند  مي 

ماتريكس  كرد.  اشاره   (Extra Cellular Matrix: ECM)
ها،  پروتئوگليكان  از  متشكل  اي  يافته  سازمان  شبكه  سلولي،  برون 
ها،  لامينين  جمله  از  متعدد  هاي  گليكوپروتئين  و  گليكوزآمينوگليكان 
و  ساختارى  چارچوب  مجموعه،  اين  هاست.  كلاژن  و  ها  فيبرونكتين 
اند فراهم مى آورند و  علايم زيستى را براى سلول هايى كه دربرگرفته 
فرايند تمايز سلولى را تنظيم مى كنند. ماده زمينه برون سلولى در جنين 
پستانداران از مرحله دو سلولى تظاهر مى يابد، هر چند تركيب اجزاى 
به  نسبت  آن  فضايى  موقعيت  و  قرارگيرى  طرز  و  آن  دهنده  تشكيل 
سلول در بافت هاى مختلف تفاوت دارد (9). شواهد دال بر اين است 
گيرند، اندركنش سلول  كه وقتي سلول هاي جزاير پانكراسي شكل مي 
سلول-سلول  هاي  اندركنش  و  سلولي  برون  زمينه  ماده  با  اي  جزيره 
كنند.  مي  تنظيم  را  اي  جزيره  هاي  سلول  بعدي  بندي  تقسيم  و  تجمع 
اندوكريني  هاي  سلول  انواع  سازماندهي  كه  داده  نشان  اخير  مطالعات 
ها»،  «اينتگرين  وسيله  به  تواند  مي  مناسب،  اي  جزيره  ساختارهاي  به 
بيان  بتا  هاي  سلول  و  اي  جزيره  هاي  سلول  در  كه  غشايي  هاي  گيرنده 
تنظيم  شوند،  مي  متصل  سلولي  برون  زمينه  ماده  پروتئين هاي  به  و  شده 
سلولي  برون  زمينه  سلول-ماده  اندركنش  عملكردي   اهميت  شود. 
شده،  انجام  اي  جزيره  هاي  سلول  كشت  روي  بر  كه  مطالعاتي  طي 
اي جداسازي  نشان داده شده است. در اين مطالعات سلول هاي جزيره 
ترشح  توانايي  ماتريكس  بدون  پلاستيكي  سطوح  روي  بر  شده، 
انسولين بعد از تحريك با غلظت هاي فيزيولوژيك گلوكز را از دست

مي دهند. درحالي كه وقتي سلول هاي جزيره اي بر روي ماتريكس برون 
شوند، عملكرد پاسخ به گلوكز را باز مي يابند.  سلولي كشت داده مي 
اند كه ماتريكس برون سلولى نقش مهمى  مطالعات مختلف نشان داده 
در تمايز آزمايشگاهى سلول هاى بتا (12-10) كارديوميوسيت ها (13) 
دارد. ماتريكس برون سلولى با فراهم آوردن يك بستر مناسب نه تنها 

سلول  تمايز  و  تكثير  بقا،  بر  بلكه  مى شود  ها  سلول  بهتر  اتصال  موجب 
كه ماتريكسى  نوع  رسد  مى  نظر  به  رو  اين  از  است.  تاثيرگذار  نيز  ها 

فراهم  در  مهمى  نقش  تواند  مى  شوند  مى  كشت  آن  روى  ها  سلول 
به تمايزي  پاسخ  باشد.  داشته  آنها  مناسب  تمايزى  ريزمحيط  آوردن 

يا  درون  ها،  سلول  است.  سلول  نوع  به  وابسته  مختلف،  هاي  ماتريكس 
كنند و بسياري از اوقات  روي ماتريكس با يكديگر ارتباط برقرار مى 
اين  در  كنند.  مي  پيدا  خودشان  منشأ  بافت  با  مشابه  بعدي  سه  حالت 
مطالعه تاثير ماده  زمينه برون سلولي بر تمايز سلول هاي مولد انسولين 
است.  گرفته  قرار  ارزيابى  مورد  موش،  جنيني  بنيادى  هاي  سلول  از 
ال-اورنيتين/ پلى  و  ژلاتين  ماتريژل،  استفاده،  مورد  هاى  ماتريكس 

اند. لامينين بوده 

مواد و روش ها   
 B  1 رويان  رده  موش  جنيني  بنيادي  هاي  سلول  از  مطالعه  اين  در 

استفاده شد (14).
تمايز سلول هاي مولد انسولين از سلول هاي بنيادي جنيني

كشت سلول هاي بنيادي جنيني موشي
اندكي  با  همكارانش(15)  و  بليزوك  روش  اساس  بر  تمايز  مراحل 

تغيييرات انجام شد كه به طور خلاصه در شكل 1 نشان داده شده است.

شكل1 : تصويرى شماتيك از مراحل كار

به  كردن  تريپسينه  وسيله  به  بنيادي  هاي  سلول  تمايز،  آغاز  براي 
فيبروبلاست  كننده  تغذيه  هاي  سلول  از  نيز  و  درآمدند  تكى  صورت 
جنيني  شبه  اجسام  تشكيل  براي  شمارش  از  پس  شدند.  جدا  موشي 
ها در محيط كشت  (Embryoid Body; EB ) سوسپانسيوني از سلول 

Leucemia Inhibitory Factor   (LIF) مخصوص سلول هاى بنيادى  فاقد
تهيه شد. قطره گذارى روي سطح داخلي درب واژگون شده پليت 10 سانتي 
متري انجام شد. سپس درب به آرامي روي پليت برگردانده شد و پليت 
10 سانتي متري درون انكوباتور قرار داده شد. به طورى كه در هر قطره (20 
ميكروليترى) تعداد 500 سلول وجود داشته باشد. بعد از گذشت دو روز، 
اجسام شبه جنيني با استفاده از ميكروسكوپ استريو به پليت باكتريايي 6 
ليتر محيط كشت مخصوص سلول هاى بنيادى   سانتي متري حاوي 4 ميلى 

فاقد LIF، منتقل و به مدت دو روز ديگر كشت داده شدند.
تعداد 30 عدد ازاجسام شبه جنيني 4 روزه به ظروف كشت 6 خانه 
(TPP) منتقل شدند و 2 ميلى ليتر محيط كشت مخصوص سلول هاى بنيادى  
فاقد LIF به هر خانه اضافه شد. بعد از يك روز انكوباسيون، محيط كشت 
حذف و 2 ميلى ليتر از محيط كشت تمايز خودبه خودي (جدول1) به هر 
خانه اضافه شد. در اين مرحله 8 روزه محيط كشت هر دو روز يك بار 

تعويض مي شد. 
در اين مطالعه از سه نوع ماتريكس استفاده شد: پلى ال-اورنيتين/

از  كنترل  درگروه  متفاوت).  غلظت  دو  (با  ماتريژل  و  ژلاتين  لامينين، 
هيچ پوششى استفاده نشد.

كشت  ظروف  خانه  هر  به  ال-اورنيتين/لامينين  پلى  با  پوشش  براي 
ميكروگرم   16/6 ال-اورنيتين  پلى  محلول  ميكروليتر   300 خانه،   24
شد.  انكوبه  انكوباتور  در  ساعت   1 مدت  به  و  شد  اضافه  ميكروليتر  بر  
سپس محلول مورد نظر از روي سطح خانه جمع شد. از 300 ميكروليتر 
محلول  لامينين 5 ميكروگرم بر ميكروليتر استفاده شد و به مدت 1 ساعت 
ميكروليتر   300 ژلاتين  با  پوشش  براي  شد.   انكوبه  انكوباتور  در  ديگر 
ماتريژل،   با  پوشش  براي  و  ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم   1 ژلاتين  محلول 
ماتريژل (Sigma, E 1270) مورد استفاده 100 و 30 برابر (در محيط 
كشت تمايز نهايي) رقيق شد و به مدت 3 ساعت در انكوباتور انكوبه شد. 
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ماده زمينه برون سلولى و تمايز سلول بتا 

سلول هاى بنيادى

تشكيل اجسام شبيه جنينى

انتقال اجسام شبه جنينى به ظروف 6 خانه

تمايز خود به خودى
DMEM+Pen/Strp+βME+20% ES-FCS

ها و كشت مجددشان در ظروف 24 خانه پوشيده  تريپسينه كردن سلول 
با مواد زمينه اى ماتريژل، ژلاتين و پلى ال-اورنيتين/ لامينين

القاء تمايز
DMEM: F12+N2(1%)+B27(2%)+NA



روي  از  نظر  مورد  محلول  كدام،  هر  براى  شده  ياد  هاى  زمان  از  پس 
سطح خانه جمع شد. در اين مرحله ظروف كشت پوشانده شده قابل 

استفاده بودند.
از  استفاده  با  ها  سلول  خودي،  خودبه  تمايز  مرحله  پايان  در 
تريپسين/ درصد   0/05 آنزيم  ازمحلول  استفاده  با  و  آنزيمى  روش 

صورت  به  الامكان  حتي  كردن  پيپتاژ  و   (Gibco,25300) EDTA
و  شد  انجام  سلولي  شمارش  سپس  درآمدند.   (Single Cell) تكي 
هاي  ماتريكس  وسيله  به  قبلا  كه  خانه   24 كشت  ظروف  خانه  هر  به 
ها  سلول  شد.  منتقل  سلول   105 تعداد  بود،  شده  داده  پوشش  مختلف 

به مدت يك روز در همين محيط، كشت داده شدند. روز بعد سلول 
ها به كف ظروف كشت (و در حقيقت روي ماتريكس هاي موجود) 
چسبيده بودند. در اين روز محيط قبلى با محيط تمايز نهايي (جدول 1) 
جايگزين شد. مرحله تمايز نهايي 18 روز به طول انجاميد. در اين مدت 
و به فاصله 2 روز يك بار، دو سوم محيط كشت سلول ها با محيط تمايز 
روش هاي  به  سلول ها  مرحله  اين  پايان  در  شد.  جايگزين  جديد  نهايي 

مختلف مورد بررسي قرار گرفتند.

وسيله   به  شده  رنگ  هاى  سلول  شمارش  و  ايمنوسيتوشيمي 
بادي ها آنتي 

با بار   2 آزمايشگاه  دماي  در  شده  كشت  هاي  سلول  ابتدا  در 
 Phosphate Buffered Salin (PBS)+0.05% Tween 20
تثبيت  سپس  شدند.  داده  وشو  شست  دقيقه   5 مدت  به  بار  هر  و 
دقيقه   20 مدت  به  4درصد  پارافرمالدهيد  از  استفاده  با  ها  سلول 
محلول با  ها  سلول  نفوذپذيرى  افزايش  و  آزمايشگاه  دماي  در 

انجام  انكوباتور،  در  دقيقه   54 مدت  به   Triton X-100 0.2%
10درصد  سرم  با  ساعت   1 مدت  به  غيراختصاصى  هاى  ژن  آنتى  شد. 
سپس  شدند.  پوشانده   (Goat Whole Serum) بزي  كامل 
در و  تهيه  0/5درصد   BSA در  شده  رقيق  اوليه  بادي  آنتي  محلول 

PBS  اضافه شد و به مدت 1 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتيگراد 
ديونيزه  آب  در  شده  رقيق  ثانويه  آنتي بادي  نهايت  در  شد.  نگهدارى 
شد.  نگهدارى  انكوباتور  در  دقيقه   30 مدت  به  و  اضافه  تاريكي  در 
موشى  بادى  آنتى  از  بودند  عبارت  استفاده  مورد  اوليه  هاى  آنتى بادى 

آنتى  و   (Chemicon, CBL94)  C- پپتيد  عليه  مونوكلونال 
(Sigma, I 2018).آنتى  موشى  انسولين  عليه  مونوكلونال  بادى 
 Fluorescence Isothiocyanate به  متصل  ضدموشى   IgG بادى 
ثانويه بادى  آنتى  عنوان  به  نيز  بود  شده  توليد  بز  در  كه   (FITC)C

 (Sigma, I 9259 ) به كار گرفته شد. به منظور رنگ گرفتن هسته ها نيز
و  شد  اضافه  ها  سلول  به   (Propidium Iodide) PI رنگ 
شدند.  مطالعه  فلورسنت  ميكروسكوپ  كمك  به  ها  نمونه  سپس 

بادي  آنتي  وسيله  به  شده  رنگ  هاي  سلول  تعداد  شمارش  منظور  به 
ظرف  هاي  قسمت  تمام  از  مختلفي  هاى  زمينه  تصادفي  طور  به  ها، 
پذيرفته رنگ  هاي  سلول  درصد  و  شد  انتخاب  ها  سلول  حاوي  كشت 

(Positive) نسبت به كل سلول هاي زمينه گزارش شد. 

Ditizone رنگ آميزي با
در را   (Ditizone) DTZ ماده  از  گرم  ميلي   50 ابتدا 

مدت  به  و  حل   (Dimethyl Sulphoxide) DMSO ليتر  ميلى   50
سپس  شد.  داده  قرار  گراد  سانتى  درجه  منهاى 15  دماى  در  دقيقه  چند 
دقيقه   15 مدت  به  ميكرومولار   10 رنگ  نهايي  غلظت  در  ها  سلول 
اين  نتيجه  در  كه  هايي  سلول  شدند.  انكوبه  گراد   سانتي  درجه   37 در 
اند. پس از  رنگ آميزي به رنگ ارغوانى در آيند، ترشح كننده انسولين 
رنگ آميزي، سلول ها 3 بار با -PBS شستشو داده شدند و به آنها محيط 

كشت تمايز نهايي اضافه شد.

واكنش  معكوس  برداري  نسخه  روش  به  ها  ژن  بيان  بررسي 
آن  كمى  نيمه  سنجش  و   (RT-PCR) مراز  پلي  اي  زنجيره 

(Semi-quantitative RT-PCR)
مراز  پلي  اي  زنجيره  واكنش  معكوس  برداري  نسخه  روش  از 
(RT-PCR) براي ارزيابي بيان رونوشت هاي (Transcripts) خاص 
اندودرمي و پانكراسي استفاده شد. همچنين براى آنكه تغيير ميزان بيان 
چند ژن مهم در گروه هاى مختلف نيز مورد ارزيابى قرار گيرد از روش 
سنجش نيمه كمّى استفاده شد. در جدول 2 نام ژن هاي مورد نظر نشان 

داده شده است.
 Nucleospin RNA II kit (740955;) در ابتدا با استفاده  از كيت
از   RNA موجودي    Macherey-Nagel, Germany)y  كل  

آلودگي هاي   حذف  منظور  به   و  شد  استخراج   يافته  تمايز  هاي  سلول 
DNA   ژنوميك، تحت  تيمار با  Dnase I قرار گرفتند. سپس  خلوص 

و غلظت  RNA استخراج  شده  با روش  اسپكتروفوتومتري  تعيين  شد.
پرايمر استفاده  از  با  شده  استخراج    RNA از  ميكروگرم    1

Random Hexamer و كيت
(K 1622 Fermentas) Revert AidTM H-Minus First 
Strand cDNA Synthesis 

جدول 1: محيط هاى كشت مورد استفاده

محيط كشتمحتويات
KODMEM (10829-018)+2mM L-glutamin (25030-024)+0.1mM Non-essential 
amino acids (11140-035)+0.1mM β-mercaptoethanol (sigma, M7522)+13.5% 
Fetal Calf Serum (10270-106)+50u/ml Penicillin+50μg/ml Streptomycine 
(15070-063)+1000u/ml Leukemia Inhibitory Factor (Chemicon, ESG1107)

محيط كشت سلول هاى بنيادى

DMEM (12800-116)+2mM L-glutamin (25030-024)+0.1mM Non-essential ami-
no acids (11140-035)+0.1mM β-mercaptoethanol (sigma, M7522)+20% Fetal 
Calf Serum (10270-106)+50u/ml Penicillin+50μg/ml Streptomycine (15070-
063)+44mM NaHCO3 

محيط كشت تمايز خود به خودي 

DEMEM/F12 (12456-018)+2mM L-glutamin (25030-024)+1% N2 (17502-048) 
+ 2% B27 (17504-044)+10mM Nicotin amide (sigma, N0636)+50u/ml Penicillin 
+50μg/ml Streptomycine (15070-063)

محيط كشت تمايز نهايى

به جز موارد مشخص شده همگى مواد  از Gibco تهيه شده است؛ اعداد داخل پرانتز نشان دهنده شماره كاتالوگ محصول است.
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نسخه برداري  معكوس  شد. در اينجا علاوه بر نمونه اي كه تمام مواد لازم 
 RT كه فاقد آنزيم (RT-) براى واكنش را دارا بود از نمونه كنترل منفي
بود نيز استفاده شد تا آلودگي احتمالى نمونه به DNA مورد ارزيابي قرار 
گيرد. سپس  از cDNA توليدشده  به عنوان الگو براي PCR استفاده شد. 
براي  پي بردن  به  بيان  ژن هاي  مورد مطالعه  در اين  تحقيق  از پرايمرهاي  
جدول 1 استفاده  شد. محصولات  PCRروي  ژل آگارز 1/7درصد جدا 
و با اتيديوم  برومايد قابل  رؤيت  شدند. سپس با دستگاه ترانس لومينوتور 

UV (Uvidoc, UK) مورد ارزيابي قرار گرفت.
β-Tubulin براى انجام سنجش نيمه كمّى ژن هاى مورد نظر كه

بودند   Insulin1, Insulin2, Slc2a2, IAPP, Glucagon و 
مراز با شرايطى كه از قبل براى اين ژن ها تعيين  واكنش زنجيره اي پلي 
مصرفى  پرايمر  مقدار  لحاظ  از  شرايط  اين   . گرفت  انجام  بود  شده 
كه  بود  اى  گونه  به  مراز  پلي  اي  زنجيره  واكنش  هاى  سيكل  تعداد  و 
واكنش ها از لحاظ كنيتيك قبل از فاز اشباع و در فاز نمايى باشند. پس 
مراز و بعد از آن الكتروفورز محصولات  از انجام واكنش زنجيره اي پلي 
،Uvi Doc و رنگ آميزى ژل، با استفاده از سيستم عكس بردارى از ژل

روى  بر  تصاوير  اين  شد.  گرفته  عكس  محصولات  باندهاى  و  ژل  از 
مربوط  باندهاى  شدند.  داده  انتقال  كامپيوتر  به  و  ذخيره  ديسكت 
 Uvi Band Map افزار  نرم  از  استفاده  با  ها  نمونه  از  يك  هر  به 
محصولات  ميزان  آمده  دست  به  مقادير  شدند.  آناليز  و  دانسيتومترى 
نمونه  هر  مورد  در  دادند.  مى  نشان  را  ها  نمونه  از  يك  هر   PCR
براى  آمده  به دست  مقدار  بر  تقسيم  ژن،  هر  براى  آمده  به دست  مقدار 
مقادير  نرماليزاسيون  تا  شد،  نمونه  همان  براى   β-Tubulin ژن 
Housekeeping هاى  ژن  زمره  در   β-Tubulin گيرد.  صورت 

نظر  در  ثابت  سلولى  تيمار  مختلف  شرايط  در  آن  بيان  ميزان  كه  است 
گرفته شده و به عنوان كنترل داخلى مورد استفاده قرار مى پگيرد. به اين 
ترتيب از سه تكرار مستقل آزمايش هاى سلولى، نمونه ها جمع آورى و 
ارزيابى شدند و در نهايت با آناليز آمارى، مقادير بيان شده ژن ها براى 

نمونه هاى مختلف با هم مقايسه شدند.
 

بررسي ميزان ترشح انسولين
  ،(Nacl) ابتدا سلول ها با بافر كربس -رينگر كه  شامل 120 ميلى متر
NaHCO3 Buff- 25 ميلى متر ،(Cacl2) 2/5 ميلى متر ،(Kcl) 5 ميلى متر

er و 10درصد BSA است، دوبار شست وشو شدند و سپس  بافر حاوي 
گلوكز با غلظت 3 ميلى متر اضافه شد. سپس به مدت 60 دقيقه در دماي 

گراد تيمار شدند. پس از اين مدت، محيط روي سلول  37 درجه سانتى 
ها (Supernatant) برداشته شد و تا زمان بررسي ميزان انسولين، در 
گراد نگهداري شد. پس از آن سلول ها دو بار با  دماي 20- درجه سانتى 

بافركربس  ـ رينگر شست وشو داده شدند. در مرحله بعد، اين بار سلول 
متر مدت 60 دقيقه در دماي  ها با بافر حاوي گلوكز با غلظت 22 ميلى 
كرد.  پيدا  ادامه  قبل  مانند  مراحل،  و  شدند  تيمار  گراد  سانتى  درجه   37
به منظور بررسي ميزان ترشح انسولين توسط سلول ها از كيت سنجش 
 (DRG، EIL-3440 شركت  (از   ELISA روش  به  موشي  انسولين 

مطابق با دستورالعمل كيت اسفاده شد.
روش آمارى

نتايج حاصل با نرم افزار SPSS 13 و با استفاده از تست آمارى 
بررسى   p<0/05 دارى  معنى  سطح  در  و  طرفه  يك  واريانس  آناليز 
شدند. در مورد داده هاى كمّى، اين داده ها به صورت ميانگين± خطاى 

(RT- PCR) جدول2 :  پرايمر هاي مورد استفاده در روش نسخه برداري معكوس واكنش زنجيره اي پليمراز
Genes Primer sequences (5´-3´) Annealing Tem-

preture (°C)
Size (bp) Gene bank

Code
Ins 1
(Insulin I)

ATC AGC AAG CAG GTC ATT GTT
TAG TTC TCC AGC TGG TAG AGG G

58 343 NM_008386

Ins 2
(Insulin II)

CCT GCT GGC CCT GCT CTT
AGG TCT GAA GGT CAC CTG CT

58 212 NM_008387

Sst
(somatostatin )

TGC CTG AGG ACCTGCGACTA
TCT CTG TCT GGT TGG GCT CG

60 257 NM_009215

Gcg/ GLP-1
(Glucagon)

CAG AGG AGA ACC CCA GAT CA
TCA TGA CGT TTG GCA ATG T

58 205 NM_008100

Slc2a2/ Glut2
(glucose transporter)

GAG TTA CGT GAG CAT GAC TG
TCA CAC ACT CTC TGA AGA CG

58 388 NM_031197

Pcsk1/ PC1
(Proprotein convertase 1)

GAA GGA AGG ATT GTG AAC TG
AGC AGC CTG TCA TCT CTA TG

58 485 NM_013628

Gata4 CTC TAT CAC AAG ATG AAC GGC A
CTG CTG TGC CCA TAG TGA GA

58 413 NM_008092

Nestin TCG AGC AGG AAG TGG TAG G
TTG GGA CCA GGG ACT GTT A

58 352 NM_016701

Iapp/ amylin
(Islet amyloid polypeptide)

CTC TCT GTG GCA CTG AAC CA
GAT TCC CTA TTT GGA TCC CC

58 221 NM_010491

Isl1 ( islet 1) TAT CCA GGG GAT GAC AGG AAC
GCT GTT GGG TGT ATC TGG GAG

64 256 NM_021459

Cpa1
(Carboxypeptidase A1)

CTG CTC AGA AAC TTA CCG TG
CCA CTG GCT TGA TAG ATC GT

56 276 NM_025350

β-Tubulin GGA ACA TAG CCG TAA ACT GC
TCA CTG TGC CTG AAC TTA CC

60 318 NM_011655
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معيار از ميانگين  (Mean±SEM) گزارش شدند.

يافته ها
هايي  سلول  در   Slc2a2 و   Ins2, Ins1 هاى  ژن  بيان  افزايش 
بيان  يافتند،  تمايز  ماتريژل  با  شده  داده  پوشش  ظروف  روي  بر  كه 
پانكراسي  ديگر  هاي  سلول  و  بتا  هاي  سلول  شاخص  مختلف  هاي  ژن 
كه  ژن هايي  و 3).   2 (شكل  شد  بررسي  نهايي  تمايز  مرحله  پايان  در 
بتا سلول  شاخص  هاي  ژن  شامل  گرفت  قرار  بررسي  مورد  آنها  بيان 

غشايي  هاي  پروتئين  رمزكننده  ژن  و   (IAPP و   Ins I, Ins II)
 Slc2a2 or) سازند  مي  را  غشا  از  گلوكز  عبور  كانال  كه  بتا  سلول 
دستگاه  در  انسولين  مولكول  پردازش  مسير  عملكردي  ژن   ،(Glut2
 ،(Cpt1) پانكراس  ريز  برون  بخش  شاخص  ژن   ،(PC1/3) گلژي 
بتاست،  هاى  سلول  براى  لازم  رونويسى  فاكتورهاى  از  كه   Isl1 ژن 
پانكراسى دلتاى  و   (Glucagon) آلفا  هاي  سلول  شاخص  هاى  ژن 

عنوان  به  نيز   Nestin و   Gta4 ژن  دو  از  و   (somatostatin)
تا  شد  استفاده  اكتودرمى  و  مزواندودرمى  هاى  سلول  هاى  شاخص 
جمعيت سلولى نهايى از لحاظ دارا بودن بقيه انواع سلول ها نيز مورد 

ارزيابى قرار گيرند.

Sst ،PC1/3 ،Cpa1 ،Isl 1 ،Gata4 ،Nestin شكل 2 : بيان ژن هاي
1: poly-l ornithin/laminin, 2: Gelatin, 3: matrigel 1/30,
4:  atrigel 1/100, 5: uncoated, M) DNA ladder

شكل3 : بررسى بيان نيمه كمّى ژن هاى Ins1, Ins2, IAPP, Slc2a2, Glucagon بين گروه هاى مختلف
1: poly-l ornithin /laminin(O/L),  2: Gelatin(gel), 3: matrigel 1/30(mat1/30), 4: matrigel 1/100(mat1/100), 5: uncoated, M- DNA ladder,

اند. داده ها به صورت p≤0.05, Mean±SEM ارائه شده 
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نيز  و  ال-اورنيتين/لامينين  پلى  و  ژلاتين  روي  كه  سلول هايي  در 
ظروف كشت پوشش داده نشده (گروه Un-coated) تمايز يافتند، 
 ،Slc2a2  ،PCl/3  ،IAPP جمله  از  عمومي  شاخص  ژن هاي  بيان 
Isl1 ،Cpt1 نشان داده شد. اما بيان ژن اختصاصى سلول هاى بتا يعنى 

Ins I در اكثر تكرارهاى سلولى حذف شد. 
ماتريژل  با  شده  داده  پوشش  ظروف  روي  بر  كه  هايي  سلول  در 
تمايز يافته بودند همگي ژن هاي شاخص مورد مطالعه بيان شد كه از 

همه مهم تر بيان بارز ژن هاي Ins I و Ins II، شاخص هاي اصلي سلول 
گروه  در  كه  داد  نشان  نيز  كمّى  نيمه  بيان  بررسى  نتايج  بتاست.  هاي 
 Ins2, هاى  ژن  بيان   (p<  0/05  ) دارى  معنى  سطح  در   Mat1/30
Ins1 و Slc2a2 نسبت به بقيه گروه ها افزايش يافته است. حتى در 
پانكراسى  آلفاى  هاى  سلول  شاخصه  كه  نيز   Glucagon ژن  مورد 

است، وضعيت به همين ترتيب بود.
به دليل نتايج بهتر بررسى بيان ژن در گروه Mat1/30 نسبت به 
Mat1/100 براى ادامه كار و بررسى هاى بيشتر گروه Mat1/30 به 

عنوان گروه نماينده ماده زمينه ماتريژل استفاده شد.

بادي  رنگ آميزي ايمنوسيتوشيمي سلول ها به وسيله آنتي 
C- عليه انسولين و پپتيد

كليه سلول ها با PI رنگ آميزى شده بودند كه نشان دهنده هسته 
در  هسته)،  (موقعيت  قرمز  رنگ  بر  علاوه  مثبت  هاي  سلول  بود.  آنها 
موقعيت  دهنده  نشان  كه  بودند  پذيرفته  را  سبز  رنگ  خود  سيتوپلاسم 

سيتوپلاسمي انسولين و پپتيد -C (شكل 4A, B, C) بود. 
و  تغيير   C- پپتيد  براى  مثبت  هاى  سلول  تعداد  شمارش  از  پس 
افزايش معنى دارى بين گروه هاى مختلف ديده نشد به گونه اى كه در 

پلى  گروه  و   0/82±0/04 ماتريژل  گروه   ،0/66±0/11 ژلاتين  گروه 
مثبت   C- پپتيد  ها  سلول  كل  درصد   0/73±0/05 ال-اورنيتين/لامينين 
كه  بود  ال-اورنيتين/لامينين  پلى  گروه  تنها  انسولين،  مورد  در  بودند. 
هاى  سلول  درصد   1/68±0/12 با   (p<  0/05) دارى  معنى  صورت  به 
 1/25±0/07 ژلاتين  گروه  بود.  ها  گروه  ساير  از  بيشتر  مثبت  انسولين 
به  داشتند.  مثبت  انسولين  هاى  سلول  درصد،   1/37±0/04 ماتريژل  و 
منظور شمارش درصد سلول هاي مثبت براى هر گروه، بيش از 30000 
صورت به  ها  (داده  شد  شمارش  هم  از  مستقل  تكرار  سه  از  سلول 

اند). Mean±SEM ارائه شده 

DTZ رنگ آميزي سلول هاي حاوي انسولين در كشت به وسيله
انسولين  مولكول  در  موجود  روي  يون  به  كه  است  رنگي   DTZ
موجود در سلول متصل مى شود (Chelate) و آنها را به رنگ قرمز در 
مي آورد (8). در پايان مرحله تمايز نهايي، سلول ها با DTZ رنگ آميزي 
شدند. در بين سلول هاي موجود در كشت، سلول هاي حاوي انسولين به 

 .(4Dشكل) صورت اجتماعات سلولي سرخي، رنگ گرفتند

بررسي ميزان ترشح انسولين
در  بتا  هاي  سلول   (Functional) عملكردي  ويژگي  مهمترين 
بدن، تنظيم ميزان قندخون از طريق ترشح انسولين است. ترشح تنظيم 
در  است.  لازم  غذا  از  بعد  انسولين  زياد  مقادير  آزادسازي  براي  شده 
هاي  سلول  توانايي  بررسي  منظور  به  بنيادي  هاي  سلول  تمايز  پايان 
شبه بتاي تمايز يافته از اين سلول ها، آزمون سنجش ميزان انسولين ترشحي 
در پاسخ به دو غلظت مختلف (3 ميلى مولار، 22 ميلى مولار) گلوكز، از 

سلول هاي فاز تمايز نهايي به عمل آمد. 

بادي بر عليه پپتيد -C؛ A: سلول ها بر روي ژلاتين، B: ماتريژل، C: پلى ال-اورنيتين/  شكل4: رنگ آميزي ايمنوسيتوشيمي سلول ها به وسيله آنتي 
اند. D: اجتماع سلولي رنگ پذيرفته با DTZ، داراى سلول هاي حاوي انسولين لامينين كشت داده شده 
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ماده زمينه برون سلولى و تمايز سلول بتا 



متفاوتي  پاسخ  مختلف  ماتريكس هاي  روي  يافته  تمايز  سلول هاي 
به گلوكز محيط نشان دادند به طوري كه سلول هاي كشت شده روي 
ماتريژل، در غلظت 22 ميلى مولار گلوكز در مقايسه با سلول هاي كشت 
شده روي ژلاتين و پلى ال-اورنيتين/لامينين و در غلظت 3 ميلى مولار 
ال-اورنيتين/ پلى  روي  شده  كشت  هاي  سلول  با  مقايسه  در  گلوكز 

نشان  انسولين  ترشح  ميزان  در   (p≤ 0/05 ) لامينين افزايش معني داري
دادند (نمودار 1).

 نمودارA :1: ميزان ترشح انسولين در بين گروه هاى مختلف در پاسخ 
به دو غلظت مختلف (3 ميلى مولار، 22 ميلى مولار) گلوكز

اند. * داده ها به صورت, Mean±SEM p< 0/05 ارائه شده 

بحث
يك  واسطه  به  حداقل  مختلف،  هاى  بافت  در  ها  سلول  از  بسيارى 
سطح با ماده زمينه برون سلولى در ارتباط هستند و تقريبا اولين ساختار 

مولكولى است كه سلول هاى بنيادى با آنها برهم كنش دارند و به نظر مى 
رسد كه براى برنامه ريزى تمايز آنها حائز اهميت باشد (16). 

درحالت طبيعى، ماده زمينه برون سلولى جزاير پانكراسى را احاطه 
مى كند و غشاى پايه اى را تشكيل مى دهد كه سلول هاى اندوكرينى را از 
مجارى پانكراسى جدا مى كند. اگر چه اجزاى مولكولى اين غشاى پايه 
هنوز به طور كامل مطالعه نشده، اما شواهدى وجود دارد كه نشان مى دهد 
بعضى از مولكول هايى كه عموما در غشاى پايه اپيتليالى يافت مى شوند 

در رشد و تمايز سلول هاى بتا نقش ايفا مى كنند (17).
ماتريژل،  سلولي  برون  زمينه  ماده   نوع   سه  تاثير  مطالعه،  اين  در 
از  انسولين  مولد  سلول هاي  تمايز  بر  ال-اورنيتين/لامينين  پلى  و  ژلاتين 
بن ياخته هاي جنيني موش بررسى شد. ماتريژل، عصاره پروتئيني محلول 
موش ساركوماى  هاي  سلول  پايه  غشاي  از  شده  گرفته  استريل  و 

Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) است كه اجزاى اصلى آن 
هپاران  هاى  پروتئوگليكان  درصد)،   30) كلاژن  درصد)،   60) لامينين 
سولفات (8 درصد) و انتاكين يا نيدوژن (1 درصد) است. همچنين حاوى 
 TGF-β, FGF-β, EGF مانند  رشد  فاكتورهاى  از  مختلفى  انواع 
و... است (18). ژلاتين، فرم واسرشت شده كلاژن در پردازش اسيدي

(Acidic Process) يا بازي (Alkaline Process) است و اگرچه 
به هنگام بسته شدن فاقد ساختمان در هم تنيده منظم كلاژن است اما 
اي مشابه با كلاژن است. مطالعات قبلى نشان  از لحاظ توالي اسيدآمينه 
داده كه كشت سلول هاى اپيتليالى پانكراس جنين موش، البته در حضور 
اندوكرينى هاى  سلول  به  آنها  تمايز  باعث   1- كلاژن  روى  مزانشيم، 

مى شود و ساختارهاى جزيره مانندى را شكل مى دهند (19). مونتسانو و 
اند كه كشت سلول هاى اندوكرينى پانكراس  همكارانش نيز نشان داده 
مانند  جزيره  ساختارهاى  گيرى  شكل  باعث  كلاژن  ماتريكس  در  رت 
شده است (20). پلى ال-اورنيتين/ لامينين نيز، شبكه اى از مولكول هاى 
پايه  غشاى  اصلى  اجزاى  از  لامينين  است.  ال-اورنيتين  پلى  و  لامينين 

جزاير پانكراسى است (21).
براى بررسى از سه روش RT-PCR نيمه كمّى، ايمونوسيتوشيمى 
و سنجش ميزان ترشح انسولين استفاده شد كه امكان مطالعه را به ترتيب 
در سه سطح RNA (رونويسى)، پروتئين (ترجمه) ژن هاى اختصاصى و 

عملكرد سلول هاى تمايز يافته فراهم مى كرد.
بيان  گرفت،  قرار  اصلي  معيار  ژني  بيان  آناليز  نتايج  تفسير  در  آنچه 
ژن كليدي انسولين بود. انسولين هورموني مهم در برقراري هموئوستازي 
ترشح و  ذخيره  سنتز،  پانكراسي  جزاير  بتاي  هاي  سلول  در  كه  است 
پروانسولين  پره  ساز،  پيش  يك  صورت  به  انسولين  پروتئين  شود.  مي 
است شده  حفظ  بسيار  جانوري  هاي  گونه  بين  در  كه  شود  مي  سنتز 

(Highly Conserved). بر خلاف اغلب پستانداران، در موش و رت، 
رمز را  و 2  پروانسولين هاي 1  كه  غيرآلل  ولي  مشابه  ژن  دو  از  انسولين 

مي كنند به وجود مي آيد. مطالعات نشان داده است كه دو ژن پروانسولين، 
شوند. ژن Ins I تنها در  اي، به صورت مستقل تنظيم مي  لااقل تا اندازه 
سلول هاي بتاي پانكراسي موش بيان مي شود و بيان آن مويد حضور سلول 
شبه بتا در كشت است. ژن Ins II هم در سلول بتا بيان مي شود و هم در 
آنكه  وجود  با  رو  اين  از  غيرپانكراسي (22-24).  سلول هاي  از  تعدادى 
را  آن  بيان  حال  اين  با  است  ارزشمند  ژن  اين  بيان  عدم  يا  بيان  بررسي 

توان به طور مطلق به سلول هاي بتا نسبت داد. نمي 
حضور  بيانگر  آمد  دست  به   RT-PCR هاى  داده  از  كه  آنچه 
گروه  در  بود.  ماتريژل  هاى  گروه  در  تنها   1 انسولين  ژن  هاى  رونوشت 
 Glucagonبيان ژن هاى (p< 0/05) ماتريژل 1/30، در سطح معنى دارى
از  بود.  يافته  افزايش  ها  گروه  بقيه  به  نسبت   Ins1  ،Slc2a2  ،Ins2 و 
طرفى گروه ماتريژل 1/30 نسبت به گروه ماتريژل 1درصد هم در وضعيت 
بهترى قرار داشت كه نشان دهنده مناسب بودن اين غلظت از ماتريژل براى 

پوشاندن كف ظروف كشت بود .
در بررسى هاى ايمونوسيتوشيمى كه براى نشان دادن وجود پروتئين 
ال-اورنيتين/ پلى  گروه  شد  انجام  يافته  تمايز  هاى  سلول  در  انسولين 

نكته  اين  اما  داد.  مى  نشان  را  مثبت  هاى  سلول  ميزان  بيشترين  لامينين 
تمايز در  متداول  استفاده  مورد  كشت  محيط  كه  شود  فراموش  نبايد 

 سلول هاي بنيادي، حاوي افزودني N2 است كه در خود غلظت بالايي 
(500 ميلى گرم بر ميلى ليتر)  از انسولين دارد (ر.ك. مواد و روش ها) و 
توسط  كشت  محيط  از  انسولين   (Uptake) جذب  احتمال  رو  اين  از 
مي سازد.  مواجه  محدوديت  با  را  نتايج  تفسير  كه  دارد  وجود  ها  سلول 
استفاده  هايى  ازآنتى بادى  توان  مي  محدوديت  اين  ساختن  مرتفع  براي 
انسولين  آنكه  يا  و  كنند  مي  شناسايي  را   C- پپتيد  اختصاصا  كه  كرد 
سلول  خود  كه  انسوليني  از  تا  كرد  نشاندار  را  كشت  در  استفاده  مورد 
كردن  متمايز  براى  مطالعه،  اين  در  باشد.  تشخيص  قابل  سازد  مي 
انسولين هاى ترشحى از انسولين هاى جذبى از آنتى بادى هاى ضد پپتيد 
-C نيز استفاده شد. با شمارش سلول هاى پپتيد -C مثبت، همه گروه ها 
هاى  گروه  بين  دارى  معنى  تفاوت  اما  داشتند  گرفته  رنگ  هاى  سلول 
مختلف ديده نشد. داده هاى حاصل از رنگ آميزى با DTZ نيز بيانگر 

.(4D شكل) حضور تجمعات رنگ گرفته در هر سه گروه بود
كه  داد  نشان  نيز  انسولين   ترشح  ميزان  بررسي  از  حاصل  نتايج 
پاسخ  در  ها،  گروه  بقيه  به  نسبت  ماتريژل  روى  شده  كشت  هاى  سلول 
انتظار،  برخلاف  البته  اند.  كرده  ترشح  بيشترى  انسولين  گلوكز،  به 
از بيشتر  گلوكز  متر  ميلى   22 غلظت  در  ترشحى  انسولين  مقدار 

3 ميلى متر نبود كه اين مسئله يا بيانگر اين است كه سلول هاى تمايز يافته 
توانند متناسب با غلظت هاى مختلف  داراى عملكرد طبيعى نيستند و نمى 
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در  شده  آزاد  انسولين  از  بخشى  اينكه  يا  كنند،  ترشح  انسولين  گلوكز 
كشت  محيط  از  شده  جذب  هاى  انسولين  مولار)،  ميلى   3) اول  مرحله 
اند. با در نظر  هستند و توسط سلول و در پاسخ به گلوكز ساخته نشده 
گرفتن اين مسائل، آنچه كه در اين مطالعه مشاهده شد تاثير مثبت كشت 
گلوكز  به  پاسخ  در  انسولين  ترشح  ميزان  بر  ماتريژل  روى  ها  سلول 
جزاير  كشت  كه  اند  داده  نشان  همكارانش  و  پرفتى   .(1 (نمودار  بود 
حفظ  بر  خوبى  بسيار  تاثير  ماتريژل  با  پوشيده  ظروف  روى  پانكراسى 
فعاليت و عملكرد طبيعى سلول هاى بتا دارد. به گونه اى كه توان ترشح 
انسولين اين سلول ها در پاسخ به غلظت هاى مختلف گلوكز و نيز ميزان 
رونويسى ژن هاى انسولين، گلوكاگون و سوماتوستاتين افزايش مى يابد 

  .(25)
مجموع مشاهدات، بيانگر تاثير مثبت حضور ماده زمينه برون سلولى 
بر روند تمايز سلول هاى بنيادى به سلول هاى مولد انسولين بود كه اين 
سلولى  برون  اى  زمينه  مواد  تاثير  بر  مبنى  قبلى  هاى  گزارش  با  مطلب 
مختلف بر تمايز انواع ديگرى از سلول ها، كشت جزاير پانكراسى و نيز 
افزايش توان ترشح انسولين سلول هاى بتاى كشت شده مطابقت داشت 
(28-26). اينكه چگونه مواد زمينه برون سلولى به خصوص ماتريژل در 
تمايز سلول هاى بنيادى به سلول هاى بتا نقش ايفا مى كنند كاملا شناخته 

شده نيست اما از چند جنبه قابل بررسى است.
برهم كنش سلول-ماده زمينه، تاثير مهمى بر ويژگى هاى سلولى از 
جمله تنظيم بيان ژن، ساختار اسكلت سلولى، تمايز وكنترل رشد سلولى 
ظروف  كف  به  حال  هر  در  كشت،  هنگام  به  ها  سلول  چه  اگر  دارد. 
اى  شيشه  و  پلاستيكى  سطوح  مانند  غيرارگانيك  مواد  با  شده  ساخته 
نيازمند  ها  سلول  انواع  از  بسيارى  اما  كنند،  مى  رشد  و  چسبند  مى 
مولكول هاى ارگانيك براى چسبيدن كامل به سطوح ظروف كشت و 
انجام فرايند تمايزند (29). نشان داده شده كه انواع مختلفى از سلول ها، 
سلولى  برون  زمينه  ماده  ساختار  مشابه  اجزاى  از  سوبسترايى  روى  اگر 
نگهدارى و  كنند  مى  رشد  بهتر  شوند،  كشت  ها  سلول  همان  طبيعى 

مى شوند (32-30). ماتريژل همانند غشاي پايه حاوي منبعى سرشار از 
براى  را  مناسبى  محيط  كه  است  رشد  فاكتورهاي  و  ها  پروتئوگليكان 
حفظ شرايط طبيعى سلول ها فراهم مى كند و به خاطر آنكه برگرفته از 
غشاى پايه سلول هاى اپيتليالى است مشابهت زيادى با غشاى پايه جزاير 
به  تمايز  بتواند  شايد  نيز   in vitro محيط  در  بنابراين  دارد.  پانكراسى 

سمت سلول هاى بتا را تقويت كند.
كه  خاصى  آپوپتوزي  فرايند  از  ماتريكس،  روي  سلول ها  كشت  با 
گزارش  و   (33) شود  مى  گيرى  پيش  دارد  نام   (Anoikis) آنويكيس 
زمينه  ماده  با  سلول  مناسب  و  صحيح  ارتباط  دوباره  برقرارى  كه  شده 
اين  تاثير   .(34) باشد  داشته  نقش  سلولى  مرگ  كاهش  در  تواند  مى 
مطالعه  نيز  بتا  سلول هاى  كشت  روى  زمينه  ماده  ضدآپوپتوزى  ويژگى 

و نشان داده شده كه مسيرهاى سيگنالينگ و بيان ژنى به واسطه اتصال
سلول هاى بتا به ماده زمينه، فعال مى شوند و بقاى سلول هاى بتا را بهبود 
از  يكى  نيز  زمينه  ماده  دهنده  تشكيل  اجزاى  در  تنوع   .(35) بخشند  مى 
راه هاى تنظيم رفتارهاى سلولى است. تركيب تشكيل دهنده ماده زمينه 
مراحل  طول  در  خاصى،  اجزاى  بيان  از  متغيرى  الگوى  و  نيست  ايستا 
تكوين مشاهده مى شود. وجود چنين منابعى از تغييرات مبين آن است كه 
در يك زمان و مكان مشخصى، ماده زمينه، پتانسيل اين را دارد كه محيط 

اطلاعاتى خاصى را براى سلول فراهم كند (9).
مختلفى  هاى  راه  از  زمينه  ماده  هاى  مولكول  و  رشد  فاكتورهاى 
ماده  كه  است  هايى  مكانيسم  از  ديگر  يكى  اين  كه  دارند  كنش  برهم 
 .(36) دهد  قرار  تاثير  تحت  را  سلولى  هاى  ويژگى  تواند  مى  زمينه 
ماده  هاى  مولكول  به  رشد  فاكتورهاى  اتصال  ها،  راه  اين  از  يكى 
آنها  زيستى  فعاليت  و  موضعى  غلظت  گرفتن  قرار  تاثير  تحت  و  زمينه 
تنهايى به  خودشان  زمينه  ماده  هاى  مولكول  اينكه،  ديگر  مسئله  است. 

مى توانند ميتوژنيك باشند. به عبارتى برخى از پروتئين هاى ماده زمينه داراى 
فعاليت ذاتى فاكتور رشدى هستند. به عنوان مثال گزارش شده كه لامينين، 
تناسين و ترومبوزپوندين داراى چنين خاصيتى هستند (39-37). در هر حال، 
درك كامل اين فرايندها نيازمند مطالعات بيشتر و بررسى اجزاى تاثيرگذار 

ماده زمينه برون سلولى و مسيرهاى سيگنالينگ داخل سلولى است.

نتيجه گيرى
ريزمحيط  آوردن  فراهم  رسد  مى  نظر  به  حاضر،  مطالعه  به  توجه  با 
بنيادى  هاى  سلول  تمايز  براى  مناسب   (Micro-Environment)
تواند به طور موثرى موجب تمايز به سلول هاى مولد انسولين  جنينى مى 
شود. با توجه به مطالعات مختلف انجام شده بر روى كشت سلول ها و
بافت هاى مختلف بر روى طيف وسيعى از مواد زمينه برون سلولى، و

به دست آمدن اين نتيجه كه سلول هاى كشت داده شده وقتى در شرايطى 
اى كشت شوند كه بيشترين  مطلوب هستند كه آنها بر روى ماده زمينه 
دارند  طبيعى  حالت  در  سلول  آن  زمينه  ماده  به  را  نزديكى  و  شباهت 

رسد كشت و تمايز سلول هاى بنيادى به سلول  (29)، بنابراين به نظر مى 
هاى مولد انسولين روى ماده زمينه اى ماتريژل بازده بهترى دارد. همچنين 
بهتر است براى بررسى عملكرد سلول هاى تمايز يافته و استفاده آنها در 
سپس  و  پيوند  ديابتى  مدل  حيوانات  به  ها  سلول  اين   ، درمانى  كارهاى 
بهبود و طبيعى شدن سطح گلوكز خون در اين مدل هاى آزمايشگاهى 

مطالعه شود.

تقدير و تشكر
سلول هاى  شبكه  و  رويان  پژوهشكده  توسط  طرح  اين  انجام  هزينه 

بنيادى كشور تامين شده است.
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