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  :مقدمه
ديابت نوع يك يا ديابت وابسته به انسولين به 

اي بتاي پانكراس به ه  خود ايمني سلول  تخريبعلت
تا به امروز هيچ روش قطعي و اساسي . )1(آيد  وجود مي

البته استفاده . براي معالجه اين بيماري كشف نشده است
پيوند پانكراس يا (از انسولين تزريقي و پيوند درماني 

  ـــاني هستنــــداز جمله راه هاي درم) جزاير لانگرهانس

  
نشان  اخيراً. كدام مشكلات خاص خود را دارندكه هر 

) Islet transplantation(  داده شده است كه پيوند جزيره
هاي جانوري اين  به افراد مبتلا به ديابت نوع يك و مدل

 طبيعيبيماري، تا حدودي باعث تنظيم قند خون در حد 
جهت پيوند عضو به يك فرد بيمار، پانكراس . شود مي

محدود بودن منبع بافتي .  نياز استچندين جسد مورد

 :چكيده
درك عملكرد سلول هاي بتا در سطح مولكولي به احتمال زياد توسعه تكنيك هاي توليد  :زمينه و هدف

 در (pdx-1) 1ررسي بيان ژن هومئوباكس دئودنال ببا هدف اين مطالعه . سلول هاي بتا را تسهيل مي كند
  .طراحي و اجرا شدهاي تمايز يافته سلول

سـاز انجـام      هاي انسولين   هاي بنيادي به سلول     كاربردي بر روي تمايز سلول    -اين مطالعه بنيادي  : روش بررسي 
.  استفاده شد  P19 هاي  اي موش براي تمايز سلول      محيط ثانويه حاصل از كشت پانكراس نوزاد يك هفته        . گرفت

هاي   ، غلظت براي القاي تمايز  . ند تشكيل شد  P19هاي     ساعته سلول  24 با كشت معلق     )EBs(اجسام شبه جنيني    
هـاي تمـايز      جهت شناسايي سلول  . به محيط كشت اضافه شد    %) 100و  % 75،  %50،  %25(متفاوت محيط ثانويه    

پروانسولين و  -توليد انسولين . شدديتيزون استفاده   ي از رنگ آميزي     گاهــ در شرايط آزمايش   EBsيافته مشتق از    
 به وسيله واكنش زنجيره     pdx-1 بيان ژن    ورسپتور بتاي انسولين در اين سلول ها به روش ايمنوفلورسنس تعيين            

 داده ها با استفاده از آزمون هاي آماري آناليز واريـانس يـك طرفـه و                 .رونويسي معكوس ارزيابي شد   -مراز  پلي
  .و تحليل شدنددانكن تجزيه 

گـويي تمـايزي مربـوط بـه      اوج پاسخ. پس از هفت روز القا، دستجات سلولي تمايز يافته ظاهر شدند       :ها  يافته
بيـان نـشانگرهاي    .  در دستجات سلولي تمايز يافته مشاهده شد       pdx-1بيان ژن   . از محيط ثانويه بود   % 50غلظت  
  .  يافته به روش ايمنوفلورسنس اثبات شدهاي تمايز پروانسولين و رسپتور بتا در سلول-انسولين
لذا نتـايج ايـن    ،شد  هاي انسولين ساز  به سلولP19 هاي  محيط ثانويه پانكراس باعث تمايز سلول :گيري نتيجه

  .  تسهيل نمايد از سلول هاي بنياديمطالعه مي تواند توليد سلول هاي بتا را
  

  .، محيط كشت ثانويه1نيادي، رسپتور بتا، ژن هومئوباكس دئودنالهاي ب پروانسولين، سلول-انسولين :واژه هاي كليدي
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عضو دهنده از يك طرف و افزايش روزافزون متقاضي از 
طرف ديگر، استفاده از اين روش درماني را بسيار محدود 

 قدرت داراي كه بنيادي هاي سلول از استفاده. كرده است

 بتواند شايد هستند، ساز انسولين هاي سلول به و تمايز تكثير

 هميشگي و كامل طور به را بتا هاي عملكرد سلول نقص

  يا هاي كارسينوماي جنيني  سلول. )2(نمايد  جبران
از ) EC) Embryonal carcinoma cells سلول هاي
هاي بنيادي هستند كه از توده سرطاني  انواع سلول

 مانند ECسلول هاي ). 3(تراتوكارسينوما مشتق شده اند 
ي رت تكثير بالايي ناميرا بوده و قدديگر سلول هاي بنياد

هاي   از انواع سلول).4(در محيط كشت دارند 
 .را نام برد P19 كارسينوماي جنيني مي توان رده سلولي

از تراتو كارسينوماي القا شده در موش P19  سلول هاي
 بدست آمده و داراي كاريوتيپ طبيعي  C3H/Heنژاد

هاي شبه  توانند به سلول ها مي سلولاين ). 5(هستند 
اي  هاي شبه ماهيچهرم، شبه نورواكتودرم يا سلول آندود

   ).6(تمايز يابند 
فاكتورهاي مختلفي بر تمايز سلول هاي بنيادي 

توان به  گذارند كه از آن جمله مي جنيني اثر مي
مختلف اشاره  (Soluble factors)فاكتورهاي محلول 

هاي  در طي مراحل جنين زايي پانكراس، پيام. نمود
پانكراس ). 7 (كنند اين اندام را تنظيم ميسلولي، تمايز 
كند كه باعث   فاكتورهايي را توليد مي،در حال تكوين

هاي توليد كننده انسولين  هاي بنيادي به سلول تمايز سلول
 محيط كشت ثانويه پانكراس. شود در محيط كشت مي

(Pancreas conditioned medium=PCM)هايي   حاوي فاكتور
 )II ) Insulin like growth factor II= IGFIIانسوليني شبه  مانند فاكتور

 ،)NGF=Neural growth factors(و فاكتور رشد عصب 
 ،)FGF= fibroblastic growth factor(فاكتور رشد فيبروبلاستي 

تواند به تمايز  اكتيوين و رتينوئيك اسيد بوده و مي
 در طي .)8(هاي بتاي پانكراس كمك نمايد  سلول

دودرم روده جلويي كه براي ايجاد پانكراس تكوين، آن
اختصاصي شده است شروع به بيان فاكتور رونويسي 

PDX-1 جوانه هاي پشتي و شكمي پانكراس . كند مي
انشعابات اپي تليومي  خوردگي شده و دچار درون پيچ

. كند آن ها پس از تكثير به مزانشيم اطراف نفوذ مي
كنند  مايز ميهاي اندوكرين شروع به ت همزمان سلول
هايي از مزانشيم  پياموسيله ه هاي بتا ب تكوين سلول

 تكثير زودرس اين پيام ها بر .يابد ميافزايش پانكراس 
 .اثر مثبت دارندساز پانكراتيك  هاي پيش سلول
 مزانشيم ثيرتحت تا كنندمي را بيان pdx-1هايي كه  سلول

 ن ژ.دنياب  ميتكوينهاي بتا  به سلولاطراف پانكراس 
pdx-1كه  ، قبل از اين تكوين پانكراس در مراحل ابتدايي

 در .شود مييابد بيان ع مزانشيم اطراف لوله گوارش تجم
با اثر بر بيان  FGF10 فاكتور تكوين اين مرحله از

فاكتور رونويسي مورد نياز براي تكميل (  ptf1aژن
مشخصات پانكراس را ) اختصاصي كردن پانكراس

 فرايند تا زمان بعد از تولد ادامه و اينكند  تكميل مي
  ). 9(يابد  مي

با توجه به حضور فاكتورهاي القا كننده تكوين در 
بافت پانكراس، در پژوهش حاضر اثر القايي محيط كشت 
ثانويه پانكراس بر تمايز سلول هاي بنيادي به سلول هاي 

 )Insulin-producing cells= IPCs (توليد كننده انسولين
سلول هاي حاصل از تمايز از . بي قرار گرفتمورد ارزيا

نظر بيان فاكتورهاي اختصاصي سلول هاي توليد كننده 
  .انسولين بررسي شدند

  
   :روش بررسي

اي موش  در اين پژوهش از نوزاد يك هفته
موش . استفاده شد balb/cكوچك آزمايشگاهي نژاد 

از لانه حيوانات ) در زمان انتهاي بارداري(باردار 
ه علوم پزشكي دانشگاه شهركرد تهيه شده و دانشكد

. گرفتند نوزادان پس از بدنيا آمدن مورد استفاده قرار 
اي موش جدا سازي  ابتدا بافت پانكراس نوزاد يك هفته

، )RPMI-1640) Gibco, 306-00303و با محيط كشت 
  دـــدرص 10ايسين و ــــين، استرپتومـــپني سيل

FBS )Fetal bovine serum, Gibco, A15-151 (
 جدا سازي و منظور بافت پانكراس دينب .كشت داده شد

 درجه قرار 37 در معرض تريپسين در دماي شده وخرد 
 پس از سانتريفوژ و دور ريختن مايع رويي، اين بافت .گرفت
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 ساعت بعد 24 .شدكشت  RPMI-1640با محيط كشت 
  بعد از اينكه.كردندشروع به تكثير  ها چسبيده و سلول
 با ندهاي كشت داده شده به تراكم قابل قبولي رسيد سلول
 Merck, DX2370-3,DTZ (diphenylthiocarbozone)ديتيزون

 از پانكراس  تاآميزي شدند رنگ) شركت مرك آلمان(
محيط . ودبودن بافت جداسازي شده اطمينان حاصل ش

كشت اوليه كشت رويي يا محيط ثانويه حاصل از 
 -20 در دماي تا هنگام استفادهآوري و   جمعپانكراس

  .نگه داري شدگراد  سانتيدرجه 
هاي  به سلول P19هاي  جهت القاي تمايز سلول

هاي  ساز از دو روش، تمايز مستقيم و ايجاد سلول انسولين
در هر دو روش ابتدا . مثبت استفاده شد) Nestin(نستين 

تهيه P19 ، EBsبا استفاده از كشت معلق از سلول هاي 
ها به ظروف كشت ژلاتينه منتقل شده و EBsسپس . شد

پس از چسبيدن و تكثير سلولي در معرض غلظت هاي 
محيط القايي به . مختلف عامل القاگر قرار گرفتند

صورت تركيبي از محيط كشت پايه و محيط ثانويه 
هاي القا  محيط. پانكراس به نسبت هاي مختلف تهيه شد

  يط كشت مح% 75(  درصد25محيط القاي : شامل
-MEM+  25 %محيط كشت ثانويه(  

)Gibco, 306-00304( ، درصد 50محيط القاي )50 %
 ،)محيط كشت ثانويه% -MEM + 50محيط كشت 

% 25+ محيط كشت ثانويه % 75 ( درصد75محيط القاي 
فقط (  درصد100، محيط القاي )-MEMمحيط كشت 

 هايدر مقابل همه گروه . ند بود)محتوي محيط كشت ثانويه
 يك گروه كنترل منفي محتوي محيط ،آزمايش
و فاقد محيط كشت ثانويه در نظر   -MEMكشت

هاي نستين مثبت ابتدا  براي انتخاب سلول. گرفته شد
EBs  با محيط انتخابي فاقد سرمITSF   

)Insulin-transferrin-sodium selenite media supplement, Sigma, 11884( 
ر معرض غلظت هاي  دسپسكشت داده شدند و 

در اين محيط اكثر . مختلف عامل القاگر قرار گرفتند
هاي بيان كننده نشانگر  ميرند و فقط سلول ها مي سلول

  . مانند باقي مي) سلول هاي نستين مثبت(نستين 
  ظت محيط كشتــرين غلــور تعيين بهتـــبه منظ

هاي  ثانويه براي توليد سلول هاي انسولين ساز، سلول
آميزي و با   رنگDTZيافته تيمارهاي مختلف با  تمايز

شمارش  X 10ميكروسكوپ نوري و درشت نمايي
 DTZكه با (هاي تمايز يافته  جهت شمارش سلول. شدند

هاي تمايز   و سلول)به رنگ قرمز ارغواني در آمده بودند
به اين صورت كه . نيافته از لام نئوبار استفاده شد

 تريپسينه شده و ، آميزيهاي هر تيمار پس از رنگ سلول
بعد از سانتريفوژ شدن و ريختن مايع رويي با 
  . ميكروسكوپ نوري براي شمارش مشاهده شدند

رنگ آميزي و شمارش سلولي حداقل پنج بار تكرار 
اعداد حاصله با استفاده از آزمون آناليز واريانس . شد

يك طرفه و دانكن تجزيه و تحليل و نتايج به صورت 
   .نحراف معيار گزارش شدا ميانگين 

هاي پروانسولين و  بررسي بيان نشانگربراي 
هاي  سلول هاي تمايز يافته رسپتور انسولين در سلول

ايز در ظروف ژلاتينه حاوي لامل كشت ــــحاصل از تم
 به روش ايمنوفلورسانس مورد بررسي  ودـــداده شدن
  دقيقه با 5ا به مدت ــــه ابتدا سلول. ندقرار گرفت

)Phosphate-buffered saline (PBS شستشو داده 
درصد به  4ها با استفاده از پارافرمالدئيد  سپس تثبيت سلول. شدند
هاي غير  جايگاه آنتي ژن. دقيقه در دماي اتاق انجام شد 30مدت 

بعد از شستشو با . با محلول بلاك كننده پوشانده شداختصاصي 
 پروانسولين- انسولينرآنتي بادي اوليه ضد نشانگ ،PBSمحلول 

)Insulin-proinsulin, abcam, ab8304-100( يا ضد نشانگر 
 )Insulin receptor beta, abcam, ab5371-50 (رسپتور بتاي انسولين

گراد در  درجه سانتي 37اضافه و به مدت دو ساعت در 
بادي ثانويه  در نهايت آنتي .محيط مرطوب نگهداري شد

)AtiIgG, sigma,F9137 (ونژوگه شده با ك
)(Fluorescein isothiocyanate FITC در تاريكي 

اضافه و به مدت دو ساعت در درجه حرارت اتاق در 
ها بعد از چسباندن با  نمونه. محيط مرطوب نگهداري شد

با ميكروسكوپ  PBSدر محلول   درصد70گليسرول 
  .ايمنوفلورسنس مشاهده شدند

وشت  براي ارزيابي بيان رونRT-PCRاز روش 
سلولي  RNAابتدا كل . هاي بتا استفاده شد خاص سلول
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استخراج شده با  RNA غلظت سپس. استخراج شد
يك نانوگرم از . گرديدروش اسپكتروفتومتري تعيين 

RNA  استخراج شده با استفاده از پرايمرRandom Hexamer  و
نسخه برداري ) cDNA )Fermentas, K1622كيت سنتز 
د شده به عنوان الگو براي  توليcDNA. معكوس شد

PCR درجه 94دناتوراسيون اوليه در دماي . استفاده شد 
 30گراد به مدت سه دقيقه، دناتوراسيون به مدت سانتي

گراد، آنيلينيگ به مدت   درجه سانتي94ثانيه در دماي 
در  گراد، طويل شدن  درجه سانتي59 ثانيه در دماي 30

اين سه ( ثانيه 45 درجه سانتي گراد به مدت 72دماي 
، طويل شدن نهايي در ) سيكل انجام شد35مرحله در 

 انجام  درجه سانتي گراد به مدت پنج دقيقه72دماي 
 در اين تحقيق  pdx-1بردن به بيان ژن  براي پي. گرفت

از پرايمرهاي اختصاصي اين ژن با مشخصات زير 
  :استفاده شد

Pdx-1 F: 5-CCT-TCC-CgT-GGA- TGA-AAT-CC-3 
Pdx-1 R: 5-GTC-AAG-TTC-AAC-ATC-ACT-GCC-3   

روي ژل آگارز يك درصد جدا و پس  PCRمحصول 
از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد با استفاده از دستگاه 

 . ژل داك مشاهده و تصويربرداري شد

  
  : ها يافته

 از  ودر اين مطالعه از تمام بافت پانكراس
م اطراف پانكراس فاكتورهاي احتمالي مترشحه از مزانشي
   .شدبه صورت محيط كشت ثانويه استفاده 

بعد از چندين بار كشت سلول هاي پانكراس و 
ها خصوصيات  همچنين انجماد و ذوب، اين سلول

 رنگ DTZمورفولوژيكي خود را حفظ كردند و با 
. سپس با ميكروسكوپ معكوس مشاهده شدند. شدند
هاي  گرانول هاي بتاي پانكراس به علت دارا بودنسلول

 قرمز ،محتوي انسولين به صورت اجتماعات سلولي
  ). a 1تصوير شماره  ( شدند ديدهرنگ

 قادر به تشكيل P19هاي سرطاني جنيني  سلول
تصوير (بودند اجسام شبه جنيني به روش كشت معلق 

هاي حاوي  در پايان مرحله تمايز، سلول. )b1شماره 
. رنگ گرفتندانسولين به صورت دستجات سلولي قرمز، 

بنابراين محيط ثانويه حاصل از كشت پانكراس نوزاد 
 به عنوان عامل القايي براي توانستاي موش  يك هفته

ساز عمل   به سلول هاي انسولينP19تمايز سلول هاي 
 در شرايط P19هاي  سلو). c 1 تصوير شماره (كند 

هاي  مايشگاه قادر به تمايز خود به خود به سلولزآ
اما ميزان تمايز ). d1 تصوير شماره  (بودندز سا انسولين

ها با اثر محيط ثانويه نسبت به تمايز خود به خود  اين سلول
) >05/0P(داري بيشتر ورت معنــيـــبه ص P19هاي  سلول
  ن غلظت محيط القايي براي تمايز تري اسبــــ منوبود 
  ازـــــس هاي انسولين به سلول P19هاي سرطاني جنيني  سلول

 
  
  
  
  
  
  
  
  

و ) DTZ(آميــزي ديتيــزون  رنــگ :1 تــصوير شــماره
 پس از قرار    P19تغييرات مورفولوژيكي سلول هاي     

  گرفتن در معرض محيط كشت ثانويه پانكراس
a :اي  موش يك هفتهسبافت پانكرا .  
b :اجسام شبه جنيني.   
c :رنــــگ آميــــزي ديتيــــزون) DTZ(هــــاي   ســــلول

هـاي     سـلول  دستجات سـلولي قرمـز رنـگ      . ساز  انسولين
 تحـت تـأثير     P19هـاي     ساز تمايز يافته از سلول      انسولين

گروه كنترل منفي كه در : d يه هستند،محيط كشت ثانو
 بدون ماده القـا كننـده و بـه طـور            اجسام شبه جنيني   آن

  .خودبه خودي تمايز يافته اند
ــصاوير  ــايي تـ d 10 X  وb 40 X،   c وa  بزرگنمـ
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  P19 هاي شت ثانويه بر تمايز سلولاثر محيط ك :1 شمارهجدول 

  .ي باشند م"معيار انحراف ميانگين "ها به صورت  داده
 : 05/0(دار  معنيتفاوتP< ( با گروه كنترل)اجسام شبه جنيني كشت داده شده بدون اثر محيط كشت ثانويه(.  
  

  ).1جدول شماره (بود   درصد50غلظت 
 آمده محيط ثانويه قادر به به دستبر اساس نتايج 

 يپروانسولين و رسپتور بتا-القاي بيان پروتئين انسولين
و ) 2تصوير شماره ( بود P19هاي  در سلولانسولين 

اين در پژوهش حاضر ساز تمايز يافته  هاي انسولين سلول
  .را بيان كردندهاي بتا دو نشانگر اختصاصي سلول

ساز تمايز  هاي انسولين در سلولدر اين پژوهش 
ويه پانكراس، بيان ژن ـــيافته با اثر محيط كشت ثان

ه نهايي تمايز  مرحل بالغ در پايانيشاخص سلول هاي بتا
، به عنوان ژن B2Mبيان ژن ). 3 تصوير شماره(تائيد شد 
تمام  يا ژني كه در) Housekeeping gene (خانگي

  ان دادهـــراس نشــگردد در بافت پانكسلول ها بيان مي
  
  

  
  رسنسوايز به روش ايمنوفلبررسي بيان نشانگرهاي اختصاصي سلول هاي انسولين ساز در سلول هاي حاصل از تم :2تصوير شماره 

a:   نشانگر ويژه سلول هاي بتاي رسپتور بتاي انسولينتصوير ميكروسكوپي فلورسنس از سلول هاي تمايز يافته كه بيان ،
.  پيكان ها دو توده سلولي تمايز يافته با شدت فلورسنتي بالا را مشخص مي كنند،پانكراس را در اين سلول ها نشان مي دهد

تصوير ميكروسكوپي سلول هاي تمايز : b، سلول پراكنده با شدت فلورسنتي كمتر نيز در تصوير قابل مشاهده استتعداد زيادي 
پروانسولين،  -هاي تمايز يافته كه بيان انسولين تصوير ميكروسكوپي فلورسنس از سلول :c  ،يافته از همان ميدان ديد با نور مرئي

هاي تمايز يافته از همان  تصوير ميكروسكوپي سلول: d ،دهد ر اين سلول ها نشان مينشانگر ويژه سلول هاي بتاي پانكراس را د
  X 25بزرگنمايي .  ميدان ديد با نور مرئي

  )درصد(غلظت محيط كشت ثانويه   درصد سلول هاي تمايز يافته 

*22943/11  2040/34  25%  
*63331/20  3040/82  50%  
*68238/17  1040/73 75%  
*54503/12  5040/57  100%  

49603/3  1040/14  كنترل  
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 شده كه به صورت جداگانه PCRنمونه هاي  رايــب. شد
اين .  و پرايمر بودند باندي مشاهده نشدcDNAفاقد 

 بكار PCRنتيجه نشان دهنده عملكرد صحيح برنامه 
هاي تمايز يافته با  در سلولهمچنين .  مي باشدگرفته شده

  ها بيان ژن اثر محيط ثانويه پانكراس در تمام گروه

pdx-1هاي  گروه كنترل منفي يا سلول.  نشان داده شد
 P19هاي  ساز حاصل از تمايز خود به خود سلول انسولين

اما . ردندك  را به صورت ضعيف بيان pdx-1ژن 
  ). 3تصوير شماره  (بودنددر به بيان اين ژن ن قاP19هاي  سلول

  

  
  
  
  
  

  
هاي مختلف محيط كشت ثانويه قادر به  غلظت. هاي تمايز يافته  در سلولpdx-1بررسي بيان ژن  :3تصوير شماره 

  .  بودندP19هاي كارسينوماي جنيني   در سلولpdx-1القاي بيان ژن 
    bp 230 pdx-1:   

    bp 98B-2M:   
  

  : بحث
اي  در اين پژوهش پانكراس نوزاد يك هفته

موش كوچك آزمايشگاهي به طور كامل جداسازي و 
در طي اين مدت محيط رويي اين . كشت داده شد

آوري و به  سلول ها به عنوان محيط كشت ثانويه جمع
نتايج حاصل از اين . عنوان عامل القايي استفاده شد

س پژوهش نشان داد كه محيط كشت ثانويه پانكرا
 P19هاي كارسينوماي جنيني  باعث القاي تمايز سلول

ترين غلظت   و مناسبشودساز مي هاي انسولين به سلول
. دوب درصد 50غلظت محيط كشت ثانويه پانكراس 

ساز حاصل قادر به بيان نشانگرهاي  هاي انسولين سلول
 ي انسولينپروانسولين و رسپتور بتا-اختصاصي انسولين

  .  را بيان نمودندpdx-1سلول ها ژن همچنين اين . بودند
 جزاير بالغ پانكراس نيازمنـــد حركتتشكيل 

سلول هاي اندوكرين به خارج از اپي تليوم، مهاجرت 
ريكس خارج سلولي، بازآرايي سلول ها از طريق مات

 نـتكوي). 10( و فرايند هاي اتصال سلولي است سلولي
   فاكتــورهايرســـاني، امـــهاي بتا به مسيرهاي پي سلول

  
هاي بين  رونويسي تنظيم كننده تمايز سلول، برهمكنش

تليال و فاكتورهاي ترشح شده از  اپي-مزانشيم
پيام هايي از ). 11(هاي اطراف نياز دارد  بافت
هاي اطراف آندودرم پانكراس، تكوين جزاير  بافت

لانگرهانس و بلوغ سلول هاي اندوكرين را تحريك 
ضاي خانواده فاكتور رشد ليگاندهاي اع. كند مي

 به ترتيب از FGF10 و FGF2فيبروبلاستي مانند 
. شوند ترشح مي) 13(و مزانشيم پشتي ) 12(نوتوكورد 

اين فاكتورها از طريق شروع و حفظ بيان فاكتورهاي 
رونويسي نقش مهمي در اختصاصي شدن ساختار اوليه 

در طي مراحل بعدي ). 14،13(پانكراس دارند 
FGF10 شده از مزانشيم پانكراس باعث ترشح 

ساز  هاي پيش تحريك تكثير و مهار تمايز سلول
سازي  هاي اندوكرين از طريق فعال پانكراسي به سلول

ح ـــهاي مولكولي ترش  پيام). 9(شود  مي Notchمسير 
هاي م پانكراس، عروق خوني و سلولـــشده از مزانشي

اير گيري جزستيغ عصبي در حال مهاجرت براي شكل
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هاي اندوتليال  سلول. لانگرهانس مورد نياز هستند
عروق و فيبرهاي عصبي نيز براي تنظيم سنتز هورمون 

چندين ). 15(ير لانگرهانس بالغ مهم هستند ادر جز
فاكتور در طي تكوين جنين از پانكراس ترشح 

، اكتيوين FgF توان از جمله اين فاكتورها مي. شود مي
ختارهاي سابرد كه توسط و رتينوئيك اسيد را نام 

 ).16(شوند  اطراف پانكراس آينده مثل مزودرم ترشح مي
 A فيزيولوژيك اكتيوين  دهد غلظت مطالعات نشان مي
 انسولين و گلوكاگون ،pdx-1هاي  باعث القاي بيان ژن

در  Aسازي نتيجه اثر مستقيم اكتيوين اين فعال. شود مي
. )17(است هاي مزانشيم پانكراس  تحريك تمايز سلول

در  pdx-1رتينوئيك اسيد براي القاي بيان ژن 
ريز ). 18(پانكراس كافي است سازهاي آندودرمي  پيش

اطراف سلول نقش اساسي  )Microenvironment(محيط 
ها ايفا  ها و برقراري ارتباط بين آن گيري سلول  شكلدر
هاي محلول موجود در اين ريز  پيام). 19(كند  مي

ولي مانند بقا، هاي سل ري از رفتارمحيط مسئول بسيا
به خوبي مشخص شده ). 20( تكثير و تمايز هستند

هاي  است كه تكوين پانكراس شامل بر همكنش
هاي در  ها بين سلول سلولي است و اين بر همكنش

از آنجايي كه . هاست مزانشيم اطراف آنحال تكوين و 
 ه اول بعد از تولد كاملتكوين پانكراس موش تا دو هفت

قادر به توليد فاكتورهاي لازم براي احتمالاً  ،نمي شود
ين ساز در شرايط آزمايشگاهي تمايز سلول هاي انسول

و  II فاكتورها، فاكتور شبه انسوليني از جمله اين. است
نتايج . )9( توان نام برد فاكتور رشد عصب را مي

پژوهش حاضر به خوبي نشان داد كه محيط كشت 
الاً به دليل وجود چنين ثانويه پانكراس احتم

فاكتورهايي مي تواند باعث القاي تمايز سلول هاي 
 بر. بنيادي به سلول هاي توليد كننده انسولين شود

اساس گزارشي فاكتورهاي محلول مترشحه توسط 
هاي پانكراس موش باعث كاهش تكثير  جوانه
. شوند ميزان طبيعي مي  درصد40هاي بنيادي تا  سلول

هاي  تورها باعث القاي تمايز سلولفاكاين  همچنين
  هاي اندوكرين پانكراس  بنيادي جنيني به سلول

هاي تمايز يافته،  نسبت زيادي از سلول. دنشومي
 و انسولين 2-هاي انتقال دهنده گلوكز پروتئين

را ) هاي ضروري براي روند تحريك و ترشح پروتئين(
 سلول هاي تمايز يافته حاصله فاكتور. بيان مي كنند

 PDX-1را بيان مي كنند فاكتور  PDX-1رونويسي 
 . ترشح بسيار مهم است- روند تحريكبراي ادامه

 يهاي بتا هايي كه تكوين سلول احتمالاً اصول مكانيسم
شود  كند در طي تكامل حفظ مي پانكراس را تنظيم مي

تمايز هاي بتا براي  ها از تكوين سلول اين يافته. )9(
. ه است انسان به كار برده شدهاي بنيادي جنيني سلول

هايي از پانكراس جنيني  بنابراين احتمال دارد سيگنال
هاي بنيادي جنيني انسان به  موش باعث القا تمايز سلول

  ).21(هاي شبه بتاي ترشح كننده انسولين شود  سلول
بيشترين تاثير در القاي فنوتيپ در اين پژوهش 

محيط درصد  50در غلظت سلول هاي انسولين ساز 
بيان ژن فاكتور علاوه بر غلظت مذكور . كشت ثانويه بود

پروانسولين و -انسولين باعث بيان PDX-1رونويسي 
 و Du. ها شد  در اين سلولي انسولينرسپتور بتا

همكارانش اثر فاكتور رشد عصب موجود در محيط 
ايز عصبي ـــويه عصب سياتيك را بر تمـــكشت ثان

ها با استفاده  آن. فاده كردنداست PC12سلول هاي بنيادي 
هاي تمايز يافته و تمايز نيافته اثر  از شمارش سلول

و  Kuo ).22(تمايزي اين فاكتور را بررسي كردند 
هاي  داده هاي آماريهمكارانش با استفاده از آناليز

هاي بند ناف تمايز يافته با محيط  دست آمده از سلول به
ه صورت خود به كشت عصبي و سلول هاي تمايز يافته ب

خود، اثر تمايزي محيط كشت ثانويه عصبي را بر 
 Irina). 23(هاي بنيادي مزانشمي به اثبات رساندند  سلول

و همكارانش در تحقيقي از محيط كشت ثانويه 
هاي ادراري به نسبت مساوي با محيط  هاي جوانه سلول

هاي  جهت تمايز سلول DMEM/F12كشت پايه 
  ). 24(تفاده كردند مزانشيمي متانفروسي اس
هاي مورفولوژي سلولحاضر در پژوهش 

ساز تمايز يافته تحت اثر محيط كشت ثانويه  انسولين
آميزي  اي موش با رنگ پانكراس نوزاد يك هفته
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هر چهار غلظت   و شدديتيزون در اين سلول ها مشاهده
هاي  ايي استفاده شده باعث تمايز سلولـــمحيط الق

. شد ساز  هاي انسولين  سلولكارسينوماي جنيني به
ساز حاصل  ها ي انسولين مورفولوژي توصيف شده سلول

برخي محققين از اين پژوهش، پيش از اين نيز توسط 
 رنگ آميزي هابر اساس اين گزارش.  شده استگزارش

ديتيزون به صورت انتخابي باعث قرمز رنگ شدن 
ديتيزون ماده اي ). 25(شد  هاي بتاي پانكراس  سلول

متصل شونده به فلز روي است كه به علت محتواي 
ول هاي محتوي انسولين ـــز در گرانــــبالاي اين فل

  ها  سلول هاي بتا باعث قرمز رنگ شدن اين سلول
هاي حيواني مثل موش و جزاير پانكراس گونه. مي شود

ي بالاي اهمچنين جزاير لانگرهانس انسان به علت محتو
  رشحي انسولين با اين هاي ت فلز روي در گرانول

مقدار اين فلز در . رنگ آميزي قرمز رنگ مي شوند
هاي بتاي پانكراس  هاي ديگر در سلول مقايسه با بافت

و همكارانش اين رنگ آميزي را  Akira .بيشتر است
ساز مشتق شده از  هاي انسولين براي جداسازي سلول

  و بيان نموداند كهاجسام شبه جنيني نيز به كار بردند
رنگ آميزي ديتيزون براي جداسازي جزاير پانكراتيك 

ده و مقايسه بافت پانكراس با ــان از جسد دهنــانس
هاي  فلز روي در سلول و استهاي ديگر مناسب بافت

اين . بتاي پانكراسي براي بسته بندي انسولين، مورد نياز است
فلز همچنين به صورت فلز روي يونيزه و آزاد در فضاي خارج 

  ).26(كند  نولي به عنوان نگه دارنده گرانول عمل ميگرا
به عنوان فاكتور تنظيم كننده  PDX-1فاكتور 

است پانكراس تشكيل بخش اندوكرين و اگزوكرين 
هاي بتا و حفظ  اين فاكتور براي تمايز سلول). 27(

همچنين در  .ها مورد نياز است فنوتيپ اين سلول
ان انسولين و ديگر هاي بتاي بالغ باعث افزايش بي سلول
هاي ديگر  هاي درگير در حس گلوكز و متابوليت ژن

). 27(شود  و گلوكوكيناز مي 2-مثل انتقال دهنده گلوكز
احتمالاً در پژوهش حاضر اثر محيط كشت ثانويه منجر 

شده و در اين  P19هاي  در سلول pdx-1به بيان ژن 
را به سمت تعاقباً مسير تمايزي م pdx-1ها ژن  سلول

 و Natsuki. ساز پيش برده است هاي انسولين سلول
نشان دادند كه با انتقال  RT-PCRهمكارانش با روش 
ساز  هاي پيش به درون سلول pdx-1وكتورهاي حامل ژن 

ها بيان  اين فاكتور در اين سلول mRNAكبدي بالغ، 
هاي توليد  ها به سمت سلول شده و باعث تمايز اين سلول

  ). 28(ود ش كننده انسولين مي
Hsiao-Yun و همكارانش سلول هاي بنيادي 

ساز تمايز  مزانشيم مغز استخوان را به سلول هاي انسولين
 2-هاي انسولين، انتقال دهنده گلوكز دادند سپس بيان ژن

 پروانسولين را در سلول ها ي تمايز يافته با استفاده از و
  و ايمنوهيستوشيمي تائيد كردندRT-PCRتكنيك هاي 

)29 .(Mioبا روش  ديگر و همكارانش در پژوهشي 
 1- وجود نشانگرهاي انسولينRT-PCRايمنوسيتوشيمي و 

را در بافت پانكراسي در شرايط آزمايشگاه  2-و انسولين
  .)30 (مشخص كردند

  بررسي بيان ژن به روشدر مطالعه حاضر 
RT-PCR نشان داد كه سلول هاي تمايز يافته توانستند 

 pdx-1 هاي بتاي پانكراس يعني ژن ژن اختصاصي سلول
  .  را در تمامي گروه هاي القايي بيان نمايند

 RT-PCRاي با روش   در مطالعه2005در سال 
ساز تمايز يافته از  هاي انسولين در سلولpdx-1 بيان ژن 
هاي مزانشيم مغز استخوان با تاثير عصاره پانكراس،  سلول

 بتا مورد هاي به عنوان فاكتور رونويسي خاص سلول
  و همكارانش نيز باNadya). 31(بررسي قرار گرفت 

هاي  ايجاد سلول هاي نستين مثبت در مسير تمايز سلول
هاي بنيادي و با استفاده از تكنيك  ساز از سلول انسولين

RT-PCR وجود ژن pdx-1 ساز  هاي انسولين در سلول
با توجه به اثر محيط ). 32(شناسايي كردند را حاصل 

و عملكرد اين ژن در  pdx-1كشت ثانويه بر بيان ژن 
توليد انسولين توسط سلول هاي بتا مي توان سيستمي را 

  وسيلــه آنراحي كرد كه بهــــط  in vitroطــــدر شراي
براي  PDX-1فاكتورهاي ديگري كه همراه فاكتور 

قرار  مورد مطالعه  راترشح انسولين همكاري مي كنند
توان با جدا سازي هر يك از به علاوه مي. داد

فاكتورهاي موجود در محيط كشت ثانويه پانكراس 
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ي  نحوه  in vitroاي در شرايط نوزاد موش يك هفته
هاي  تاثير هر يك از اين فاكتورها را بر تمايز سلول

لذا پيشنهاد  .گانه بررسي نمودساز به طور جدا انسولين
هاي تمايز يافته و  ملكرد سلولبراي بررسي عمي شود 
ها به حيوانات  ها در كارهاي درماني، اين سلول استفاده آن

مدل ديابتي پيوند و سپس بهبود و طبيعي شدن سطح 
  .هاي آزمايشگاهي مطالعه شود گلوكز خون در اين مدل

  
  : نتيجه گيري
نشان داد غلظت هاي مختلف اين مطالعه نتايج 

  در  pdx-1اي بيان ژن ميحط كشت ثانويه باعث الق
  

ها به  هاي كارسينوماي جنيني و تمايز اين سلول سلول
 50غلظت . دنشو ده انسولين ميسلول هاي ترشح كنن

ها موثرتر  محيط كشت ثانويه در تمايز اين سلولدرصد 
نتايج اين مطالعه مي تواند در توسعه تكنيك هاي  .است

  .توليد سلول هاي بتا كاربرد داشته باشد
  
  :قدردانيو كر تش

 حمايت با و تحقيقاتي طرح قالب در پژوهش اين
 شهركرد انجام شده دانشگاه پژوهشي محترم معاونت مالي
ن طرح بدين وسيله از تمام كساني كه ما را در انجام  اي .است

  . دياري نمودند قدرداني مي شو
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Background and aims: Understanding β-cell function at the molecular level will likely 
facilitate the development of β-cells manufacture techniques. The aim of the present study was 
to investigate the pancreatic and duodenal homeobox 1 (pdx-1) gene expression into DTZ-
stained cellular clusters originating from emberyonal carcinoma cells.  
Methods: This implemental -fundamental study was accomplished on differentiation of stem 
cells into insulin producing cells (IPCs). The conditioned medium of cultured pancreas from 
one-week newborn mouse was used for differentiation of P19. EBs formed by a 24h suspension 
culture of P19 EC cells. In order to induce the difrentiation,, different concentrations of 
conditioned medium (25%, 50%, 75% and 100%) were added to culture medium. Dithizone 
staininig was used for detecting the differentiated cells derived from EBs in vitro. Insulin-
proinsulin production and insulin receptor beta were determined by immunofluorescence. The 
expression of pdx-1 gene was also analyzed by reverse transcriptase-polymerase chain reaction. 
Data were analyzed using one way ANOVA and Dunkana test. 
Results: Differentiated cell clusters appeared after approximately 7 days induction. The peak 
response of differentiation was at the concentration of 50% conditioned medium. Expression of 
pdx-1 gene was observed in the differentiated cell clusters. Expression of insulin-proinsulin and 
insulin receptor beta markers in the differentiated cells was confirmed by immunofluorescence. 
Conclusion: The pancreas conditioned medium could influence P19 cells differentiation into 
insulin producing cells. So findings of this study could facilitate producing the β-cells. 
 

Keywords: β receptor, Conditioned medium, Stem cells, Insulin-proinsulin, pdx-1. 


