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Purpose: To evaluate the effect of human amniotic fluid (HAF) on the growth of human corneal endothelial 
cells (HCECs) and to establish an in vitro method for the expansion of HCECs. 
Methods: HCECs were cultured in DMEM-F12 supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS). Confluent 
monolayer cultures were trypsinized and passaged using 20% FBS- or 10%, 20%, or 30% HAF-containing 
media. Cell proliferation and cell death ELISA assays were performed to assess the effect of HAF on cell 
growth and viability. The identity of cells cultured with 20% HAF were studied using immunocytochemistry 
(ICC) and Real-Time RT-PCR techniques for markers presenting specific characteristics of HCECs including 
Ki-67, Vimentin, Na/K-ATPase and ZO-1. 
Results: Primary cultures of HCECs were successfully established under HAF-containing media which led to 
rapid cell proliferation according to cell proliferation and death ELISA assays. Real-Time PCR and ICC 
revealed that expression of Na/K-ATPase and ZO-1 in 20% HAF cell cultures was more compared to controls 
(20% FBS). 
Conclusion: HAF containing medium exhibited an invaluable stimulatory effect on HCEC growth. It can be 
regarded as an enriched supplement in HCECs regeneration studies. 
 
Keywords: Human Corneal Endothelial Cells, Human Amniotic Fluid, Invitro Culture 

 Bina J Ophthalmol 2014; 19 (3): 222-233.  Received: 12 June 2013          Accepted: 23 October 2013 

 

  يتيك انسانشگاه با استفاده از مايع آمنيويط آزماي در محي انسانهاي اندوتليال قرنيه كشت سلول
  

  ۵ اوليميه کريسادکتر ، ۴ي، سحر بالاقل٣ي، ابوذر باقر٢يليلا سهيزهراسهدکتر ، ١يضيسپهر فدکتر 
  

 يهـاي انـدوتليال قرنيـه انـسان      بر روي رشـد سـلول  (Human Amniotic Fluid; HAF) يارزيابي اثر مايع آمنيوتيك انسان :هدف

(Human Corneal Endothelial Cells; HCECS)ها ن سلولي ابراي رشدط کشت يف محيتعرچنين  م و ه.  

.  شده بود کشت داده شدند     ي غن  درصد ۲۰ ين گاو يکه با سرم جن    ۱۲DMEM-F در محيط    ومي آندوتل هاي سلول : پژوهش روش

 و  درصـد ۲۰ ين گاوي سرم جنيط کشت حاويقرار گرفته و به محتريپسين درمان با   مورد  ها   سلول،  ط کشت يپس از اشباع مح   

 يابيجهت ارز .  اول بارداري گرفته شد    سه ماهه  از زنان باردار در      HAF.  منتقل شدند   درصد ۳۰ و   ۲۰،  ۱۰ يک انسان يوتي آمن عيما

هـاي    سلولت  يماه.  استفاده شد  ير و مرگ سلول   ي تکث ي بررس ي برا ELISAاز روش    بر روي رشد و توانايي زيستي سلول،         HAFاثر  

 جهـت  Real time PCRايمونوسيتوشـيمي و  هاي  روش با استفاده از  درصد۲۰ک يتويع آمني مايط حاوي در محكشت داده شده

  . شديبررس -۱ZO، و ۶۷Ki- ،Vimentin ،Na/K-ATPase شامل HCECs ويژه يهانشانگر

 مـوارد    درصـد  ۸/۹۵ در   ومي آنـدوتل  يهـا  ر سلول يتکثمنجر به رشد و     ک  يوتيع آمن يما  حاوي طيمحهاي اوليه در      كشت :ها  يافته

 در باشـند  مـي  HCECsويـژه  کـه   -۱ZO و Na/K-ATPaseنـشانگرهاي  نشان داد که و ايمونوسيتوشيمي  Real time PCR .گرديد

ان ي ـ ب )ين گـاو  ي سـرم جن ـ   يحـاو (شـاهد   ط  يتر از مح   شي ب ، درصد ۲۰ک  يوتيع آمن ي ما يط حاو يمحدر  شده   کشت   يها سلول

 در بيـان    ي را تـر  ، افزايش بـيش    درصد HAF ۲۰ داده شده با     هاي اندوتليال كشت      سلولروي  ايمونوسيتوشيمي  آزمايش   .شود يم

هاي انـدوتليال     تعداد سلول  . نشان داد  HAF  درصد ۳۰ و    درصد ۱۰هاي    هاي حاوي غلظت    نشانگرهاي مذكور در مقايسه با محيط     
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ب ي به ترتVimentin ،۱-ZO ، Na/K-ATPase يها  شاخصيدادند برا كه نشانگرها را بروز مي درصد HAF ۲۰كشت داده شده در 

ها ظرفيـت     دهد سلول   دادند كه نشان مي      را بروز مي   Ki-۶۷ها،    سلول  درصد ۸۰بيش از   .  بود  درصد ۱۰۰، و    درصد ۹۵،   درصد ۹۸

 ۰۰۳/۰P=(  ،۵/۳ ( برابـر  ۵ بي ـ به ترت  Vimentin ،۱-ZO ،Na/K-ATPase يها ش شاخص يزان افزا ي م .اند  تكثير خود را حفظ كرده    

ش يافـزا  Real time PCR .بودشاهد ط يسه با محيدر مقا درصد HAF ۲۰ يحاوط يدر مح) =۰۳/۰P(بر  برا۳و ) =۰۰۱/۰P(برابر 

 HAF يط حاو ي در مح  ZO-۱ان ژن   يدر ب ) =۰۱/۰P( ي برابر ۵۰۰ش  ي و افزا  Na/K-ATPaseان ژن   ي در ب  )=۰۰۸/۰P (ي برابر ۴۰۰

  .نشان دادشاهد ط يسه با محيدر مقا درصد ۲۰

 ه انـسان ي ـال قرني آنـدوتل يهـا  ر سـلول  ي ـ تکث ييش توانا ي باعث افزا  يطور مشخص ه  ب درصد   HAF ۲۰ حاوي   طي مح :يريگ جهينت

 ـ   مي HAFبنابراين  . دينما يها را حفظ م    ک آن يژن ي و آنت  يرفولوژومشخصات م ولي  شود   يم عنـوان يـك مكمـل غنـي در         ه  تواند ب

  .دودر نظر گرفته ش HCECsمطالعات تكثير 

 ۲۲۲-۲۳۳ :۳ ، شماره١٩ دوره ؛١٣٩٣پزشکي بينا  مجله چشم.    
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مقدمه

ــلول      ــسان    س ــه ان ــدوتليال قرني ــاي ان  Human Corneal)ه

Endothelial Cells; HCECS) ول پمپ مايع از استروماي قرنيـه  ومس

قرنيـه و    اسـتروماي    عي ما يمحتوابنابراين  . باشند  به مايع زلاليه مي   

 HCECs تعداد .۱دنكن  در نتيجه ضخامت و شفافيت آن را تنظيم مي        

هاي گوناگون از قبيل بولـوس كراتوپـاتي و           با افزايش سن و بيماري    

توسـط  ايـن كـاهش     . يابـد   كاهش مـي  فوكس  اندوتليال  ديستروفي  

 تكثير  يلشود و    جبران مي   مجاور هاي  مهاجرت و بزرگ شدن سلول    

   .۲ردگي صورت نمي سلوليبارز 

 طـي دهـه     هي ـ قرن  انـدوتليوم  اختلال عملکـرد   يبراپيوند قرنيه        

 بـه سـمت   (Penetrating Keratoplasty; PK) ونـد نافـذ  ي پاخيـر از 

 تغييـر   ي خلف ـ يا هي ـ لا  كراتوپلاسـتي  تر شامل  ياختصاصهاي    روش

 Descemet Stripping Endothelialروش امــروزه  .۳كــرده اســت

Keratoplasty (DSEK) در اخـتلال  روش درماني مناسـب  ان به عنو

  .رديگ مي مورد استفاده قرار يعيطور وسه ب اندوتليوم عملکرد

. باشد  ميمناسب  بافت قرنيه   به   يوابسته به دسترس  ها    روشاين       

 جايگزيني بافت    تنها به علاوه هدف اصلي كراتوپلاستي انتخابي كه      

 DSEKطور كامـل توسـط      ه  غيرطبيعي توسط بافت طبيعي است، ب     

 ۱۵۰ ،وندين روش پ  يه دهنده در ا   ي قرن  ضخامت راي ز شود  مين نمي ات

ــوده کــرون يم ــدوتليال و  و حــاوي ســلولب دســمه و غــشا هــاي ان

  . استدهنده استروماي خلفي 

 ندارنـد،   ري ـتکث Invivoهاي اندوتليال قرنيه انسان در شـرايط          سلول

ن ي ـان حـال    ي ـبا ا  .ه است شد   متوقف   ۱G سلولي در فاز      زيرا سيكل 

ر نـشان   يتکث خاصيت   Invitro در شرايط مناسب كشت در       ها سلول

ط يمح رشد به    عواملكه اگر   شده  چندين مطالعه اثبات    در   .اند داده

هـاي     حـذف شـوند، سـلول      عوامل مهار کننـده    و   ه اضافه شد  کشت

  .۴،۲و۸ابنديتوانند تكثير  اندوتليال قرنيه انسان مي

و گرفتـه شـده   كار ه تلفي بهاي مخ  طيمحها و    روشدر گذشته        

 رشد  عامل( FGF،  )يتليال  رشد اپي عامل   (EGF: رشد از قبيل  عوامل  

عـصاره هيپـوفيز     (BPE و ،)ي رشد عصب  عامل (NGF ،)يفيبروبلاست

  .۲اند مورد استفاده قرار گرفته) گاو

غنـي   (Human Amniotic Fluid; HAF) يک انسانيوتيع آمنيما     

هاي مختلف     و گزارش  باشد يماد مغذي    رشد مختلف و مو    عواملاز  

هـا    و تمايز آن   ينيجن براي تكثير سلول     HAFحاكي از آن است كه      

هـاي بنيـادي       در تكامـل سـلول     HAFن  يچن ـ  هم .۹و۱۰ضروري است 

هدف  .۱۰ است مؤثرRetinal Pigment Epithelium (RPE)از ه يشبک

اي شده به محيط كـشت بـر      افزوده   HAFاز اين مطالعه، بررسي اثر      

 . استي انسانهاي اندوتليال قرنيه جداسازي و كشت سلول
  

 روش پژوهش
  سازي بافت آماده
) ۶۳۵) ۵۱-۵بـا سـن     فرد اهداکننده    ۷۵ه از   يقرننود و شش         
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طور ه   ب  درصد ۸/۹۵در  ن گروه،   ياز ا . سال مورد استفاده قرار گرفت    

ز ا ييهـاي اهـدا    همه قرنيـه  . سلولي انجام شد   کشت   يزيآم تيموفق

درجـه   ۴در دمـاي   و هي ـ تهبانك چـشم جمهـوري اسـلامي ايـران     

يـك  در مـدت    و  شـدند   داري   نگـه  Optisol-GSع  يدر ما گراد    سانتي

  تـراکم   تعـداد  مـوارد در همـه     .قـرار گرفتنـد    اسـتفاده     مـورد  هفته

هـا   هي ـقرنولـي   بـود    ۲cell/mm ۲۵۰۰هاي اندوتليال بيش از       سلول

 يکـدورت اسـتروما    ماننـد    ل مختلـف  ي ـبه دلا باليني  براي استفاده   

مطالعـه توسـط كميتـه اخـلاق مركـز          ايـن   . بودنـد نمناسب  ه  يقرن

مـورد تاييـد     يد بهـشت  ي شـه  يدانشگاه علوم پزشک  تحقيقات چشم   

  .قرار گرفت

 يـك ظـرف     بـه وم  ي آنـدوتل  يهـا   سـلول  يجهت جداساز      قرنيه  

تليـوم بـه سـمت پـايين قـرار داشـت              اپيبه صورتي که    پلاستيكي  

پس زير ميكروسكوپ اتاق عمل و در شرايط استريل،         س. منتقل شد 

 داخـل  به Bevel up و cc ۵ متصل به سرنگ ۲۷يك سوزن شماره 

 Balanced محلـول . ديگردوارد استروما و زير دسمه تا مركز قرنيه 

Salt Solution  هـاي   تا دسمه همـراه بـا سـلول   شد به آرامي تزريق

د كه جدا شـدن دسـمه       ش  سعي مي . دناندوتليال از استروما جدا شو    

نمونـه در   .  درجـه گـسترش يابـد      ۳۶۰صـورت   ه   شوالب و ب    خطر تا

 قـرار داده شـد و بـه    Phosphate Buffered Saline (PBS)محلـول  

فاصله زماني از برداشتن نمونـه تـا كـشت     . ديگردآزمايشگاه منتقل   

  . دقيقه بود۱۰
  

  سازي مايع آمنيوتيك آماده
 كه در سـه ماهـه       باردارهاي    ز خانم هاي مايع آمنيوتيك ا    نمونه     

جهـت بررسـي نقـايص    كاريوتيـپ  آزمـايش   و  آمنيوسنتز  مورد  اول  

مانده در مواردي كـه      مايع باقي .  تهيه شد  ،ژنتيكي قرار گرفته بودند   

 و در   هآوري شـد    هاي كرومـوزومي وجـود نداشـت جمـع          ناهنجاري

 ديي ـبـه تا  هـا     آوري نمونـه    جمـع .  مورد استفاده قرار گرفـت     لعهاطم

 و  ايـران  كميته اخلاق مؤسسه ملي مهندسي ژنتيك و بيوتكنولوژي       

  .ديرس يد بهشتي شهي دانشگاه علوم پزشکمركز تحقيقات چشم

 دقيقـه  ۵ به مـدت  g × ۳۰۰هاي مايع آمنيوتيك در دور  نمونه     

سـطح بـالاتر    گراد سانتريفوژ شدند و مايع         درجه سانتي  ۴در دماي   

 ,Orange Scientific) يكرومتـري  م۲/۰بـه وسـيله فيلتـر غـشايي     

Belgium)       گراد تـا زمـان       درجه سانتي  -۷۰استريل شد و در دماي

  .داري شد نگهمطالعه 
  

  آشت سلولي
 mg/ml ۵/۳هـاي انـدوتليال بـا         سـلول و  جدا شـده    غشا دسمه        

از آن  پس   دقيقه در انكوباتور قرار داده شد و         ۵۰ به مدت    Aكلاژناز  

غني شده بـا سـه غلظـت         ۱ به   ۱نسبت  به   ۱۲DMEM/F طيحدر م 

 μg/ml ۱۲۰از مــايع آمنيوتيــك، )  درصــد۱۰و  ۲۰، ۳۰(متفــاوت 

 كه با   ي چاهک ۶ظرف    استرپتومايسين در  μg/ml ۲۲۰سيلين و    پني

 کـشت داده    پوشـيده شـده بـود      ml/μg ۲۰با غلظت    ۴كلاژن تيپ   

 ۵رطـوب و     م يهـوا  درجه با    ۳۷ها در انكوباتور در دماي       ظرف. شد

  .اكسيد كربن قرار گرفتند ديد درص

 ضيتعـو   روز۶هر سپس  در روز هفتم و      ابتدا هاي كشت   محيط     

 ـهـا  طي مح ـ رشد ترشح شده،منظور حفظ عوامل ه  ب. شدند طـور  ه  ب

  .ند شدضيتعو اکاملن

  درصـد  ۸۰دن به اشباع    يرسهاي كشت داده شده بعد از         سلول     

هـاي   سـلول . فتند قرار گرEDTAثير تريپسين اتحت ت ،ط کشت يمح

سـانتريفوژ    دقيقـه  ۵ به مدت    g× ۳۰۰   با دور   شده به آرامي   درمان

مانـده در    دور ريخته شد و رسـوبات بـاقي       سطح بالاتر   مايع    شدند و   

 قـرار داده     درصـد  ۳۰يـا    HAF ۱۰  ،۲۰ كامل و غني شده با       طيمح

هـاي   نمونـه . هاي جديـد كـشت داده شـدند        در ظرف  دوباره   شده و 

بـه   امـا    نـد  انكوباسيون قرار گرفت   ه و در  يتهشرايط  ن  يهمدر  شاهد  

ر يتاثابتدا   .ند غني گرديد   درصد ۲۰ ين گاو ي سرم جن  با HAFجاي  

 کـشت  ي رو  بـر  ين گـاو  ي سرم جن ـ   درصد ۲۰و   ۱۰ ،۵ يها غلظت

ر ي ـجه را در تکث   ين نت ي بهتر  درصد ۲۰که غلظت    شد   ي بررس يسلول

ن مطالعـه غلظـت     يدر ا ن  يبنابرا. دموجاد ن ي ا يومي آندوتل يها سلول

   .قرار گرفتاستفاده مورد  ين گاوي سرم جن درصد۲۰
  

  ي اندوتليالها سازي سلول خالص
بـر  دلالـت    دوكـي شـكلي كـه        يهـا  سـلول در صورت مشاهده         

با  ياندوتليال هاي  كلوني   ،کنند  ميهاي استروما     آلودگي با كراتوسيت  

 يک چـاه ۶ظـرف  ک ي ـبـه   جدا شـده و  استفاده از اسكراپ سلولي

شد تـا هـيچ       اين روند در صورت نياز تكرار مي      . منتقل شدند د  يجد

  .هاي كشت مشاهده نشود كراتوسيتي در ظرف
  

  ها شناسايي سلول
مشخـصات  هاي انـدوتليال كـشت داده شـده بـر اسـاس              سلول     

 ي وجه ۶ظاهر  . و نشانگرهاي مولكولي تشخيص داده شدند      يظاهر

(Slab Stone)هـاي انـدوتليال قرنيـه     سـلول هاي   كه يكي از ويژگي

هـاي    هـا را از فيبروبلاسـت       توانـد ايـن سـلول       ، مـي  باشـد   ميانسان  

. استروماي قرنيه كه ظاهر طويل و دوكي شكل دارند افتـراق دهـد            

بـا  هـا     ، سـلول  زان مناسب از سلول پر شد     يموقتي محيط كشت به     

هـا   ن رفته و سلول   يها از ب   ن آن ي تا اتصالات ب   نددرمان شد تريپسين  

 ۲۴ک ظـرف    ي ـ در جـدا شـده      يهـا  سپس سلول . از هم جدا شوند   

 ،Ki-۶۷: گرهـاي مولكـولي شـامل       كشت داده شدند و نشان     يچاهک
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 Vimentin ،Na/k-ATPase ۱ و-ZO    ايمونوسيتوشـيمي توسط روش 

(ICC)  تمام علاوهه  ب.  مشخص شدند  RNA      با استفاده از كيت cDNA 

  و بـه وسـيله     هصورت معكوس رونويـسي شـد     ه  سنتاز استخراج و ب   

Real time PCRير شدکث ت.  
  

   ELISA روش بايسلول و مرگ ري تکثيبررس
 بـه   ي چـاهک  ۹۶ يها در ظرف ه انسان   يال قرن ياندوتل يها سلول     

ط کـشت   يتر مح يکرولي م ۲۰۰ در چاهک  سلول در هر   ۵۰۰۰تعداد  

 مرطوب  يهوابا  گراد   ي درجه سانت  ۳۷ يکامل و در انکوباتور در دما     

ط کـشت   يمح ـدر روز هفتم     . قرار گرفت   درصد ۵دکربن  ياکس يو د 

ط کشت تازه بـدون     يتر مح يکروليم ۱۰۰ها در    ض شد و سلول   يتعو

ک انسان قـرار داده     يوتيع آمن ي ما ذکر شده  يها  غلظت يسرم و حاو  

 ير سـلول  ي تکث يک انسان يوتيع آمن يماا  يآکه   نين ا يي تع يبرا .شدند

از  روز ۶ بعــد از Bromodeoxyuridine (BrdU) دهــد ير مــييــرا تغ

ر طبـق دسـتور   ي ـ تکثيابي ـارزاضـافه شـد و   ط کـشت    يض مح يتعو

ت مرگ  ي از ک  ELISA با   ي مرگ سلول  يبررس ي برا .انجام شد سازنده  

  . گرديد طبق دستور سازنده استفاده يسلول
  

  يميتوشيمونوسيا 
 بـه   ي چـاهک  ۲۴ يهـا   در ظرف  سومهاي حاصل از پاساژ       سلول     

 درجـه   -۱۰متـانول   توسـط   بتدا   ا چاهک ر هر  سلول د  ۵۰۰۰تعداد  

ها بـه وسـيله       سلول. شدندتثبيت   دقيقه   ۱۰گراد براي مدت      سانتي

۱۰۰- Triton X  نفوذپذير شدند و به وسـيله    درصد۲۵/۰با غلظت

 سـاعت   ۱ براي مـدت     PBS در   (BSA)  درصد ۱لبومين سرم گاوي    آ

ضدانـساني  كلونـال     بادي اوليه پلـي    آنتي .در دماي اتاق بلوك شدند    

ــوش  ــايي  ) ۱: ۱۰۰-۱: ۲۰۰(خرگ ــراي شناس  ،۶۷Ki- ، Vimentinب

Na/K-ATPase۱  وZO-  استفاده شد.  

 (FITC)ايزوتيوسيانات فلوئورسـئين  ه کونژوگه با ي ثانو يباد يآنت     

 و بـراي    هرقيق شـد  ) ۱-۲۰۰(به نسبت   مذکور  هاي    بادي عليه آنتي 

  .ي اوليه استفاده شدها بادي شناسايي واكنش ايمني نسبت به آنتي

 يحاو Mounting Medium اسلايدها با ،بعد از شستشوي نهايي     

pheyindole Dihydrochloride (DAPI)-۲-diamidino-۶ ــا ۴ و  ب

  متضاد يزيآم رنگه به منظور    ق دقي ۱۰ به مدت    mg/ml ۵/۱ غلظت

  . انكوبه شدندDNAهاي  زنجيره

 nm ۴۶۰ جهز بـه فيلتـر    ها با ميكروسكوپ فلورسانس م      اسلايد     

هـاي    بـادي   بـراي آنتـي    nm ۵۲۰ و فيلتـر     DAPI يزي ـآم براي رنگ 

 بـودن   ياختـصاص ارزيـابي    جهـت    . مـشاهده شـدند    FITCكونژوگه  

 در نظـر گرفتـه      يک شاهد منفي   نشانگر هر   يفوق، برا هاي    آزمايش

ه ي ـ اول يبـاد  يآنتجز  ذکر شده به    مواد  شد که شامل تمام مراحل و       

  . بود
  

 Real Time PCR  
 QIAzolLysisهاي كشت داده شده به وسيله   از سلولRNAهمه      

Reagent غلظت و خلوص .  استخراج شدRNA   جدا شده بـه وسـيله 

NanoDrop معــين شــد و تماميــت و يكپــارچگي RNA بــه وســيله 

 Ethidium Bromide يزي ـآم و سپس رنـگ الكتروفورز در ژل آگاروز 

  .ييد شدات

 و يـك    OligodTيپرايمرهـا  وس به وسـيله   واكنش ترجمه معك       

سـپس  . صـورت گرفـت    Superscriptكريپتاز معكـوس     انسكيت تر 

RT-RCT به وسيله كيت Quantifast SYBRGreen PCR انجام شـد  .

-Ki ،Vimentin، Na/k-۶۷ ي خاص شـامل    ها پرايمر PCRبراي انجام   

ATPase ،۱-ZO و GAPDHهــــاي  عنــــوان كنتــــرل ژن ه  بــــ

Housekeeping استفاده شده به  يمرهايمشخصات پرا  .فاده شد  است 

  :باشد ير ميشرح ز

(Qiagen, Germany, QT00014203) ۶۷-Ki   

Vimentin (Qiagen, Germany, QT00095795)  
Na/K-ATPase (Qiagen, Germany, QT00059808)  
ZO-1 (Qiagen, Germany, QT00077308)  
GAPDH (QIAGEN, Germany, QT01192646) 

 ۹۵ سـيكل در     ۱(ناچوره شـدن اوليـه      د شامل   PCRهاي  ريتغم     

ناچوره شدن، سردسـازي     د  ،)  دقيقه ۱۰نتي گراد به مدت     درجه سا 

گراد بـه مـدت       درجه سانتي  ۹۵ سيكل در    ۴۰به ترتيب   (و تبسيط   

منحنـي ذوب   )  ثانيـه  ۳۰گراد به مدت      درجه سانتي  ۶۰ ثانيه و    ۱۰

 ۵/۰ افـزايش يابنـده     گراد با دماي تـدريجي      درجه سانتي  ۷۲شدن،  

 . بودگراد  درجه سانتي۹۵گراد تا  درجه سانتي
 

   آماريليتحل
. اسـتفاده شـد    ۱۷ويـرايش    SPSS آماري از برنامه     ليتحلبراي       

زان تراکم و   يوم، م ي آندوتل يها  شکل سلول  نتايج اوليه مطالعه شامل   

مورفولـوژي   . بـود   يسلولنشانگرهاي  ن  يچن ها و هم   ن سلول ير ا يتکث

 .مقايسه شـد   مختلف   يها ن گروه يب ارزيابي و  يفيبه روش ک  سلولي  

 مختلـف و تـراکم      يان نشانگرها ير، ب ي تکث ييتواناتفاوت در   بررسي  

 مـستقل   Tآزمـون    بـا اسـتفاده از     مـورد و شـاهد    بين گروه    يسلول

نظـر   دردار    از نظـر آمـاري معنـي       ۰۵/۰تـر از       کـم  P .صورت گرفت 

  .گرفته شد

  

 ها يافته
  ومي سلول اندوتليوژلمورفو  ويزسا خالص

ع ي مـا  يط کشت حـاو   يه انسان در مح   ي قرن ومي اندوتل يها سلول     

 مرتبـه   ۴از  پـس    شکل خود را حفظ کردنـد امـا          يک انسان يوتيآمن



  

 )١٣٩٣بهار  (٣ شماره -١٩ دوره -زشكي بيناپ مجله چشم
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و بعد ه ها پهن شد  شروع به رشد کردند و سلول      ييها کولي وز ،پاساژ

 ـ هفتـه   از چند    ان زي ـدر کـشت اول م     .)A-۱تـصوير   ( ن رفتنـد  ياز ب

ن ي ـبا ا ). D-۱ تا   B-۱تصوير  ( بود    درصد ۱۰ها   تي با کراتوس  يآلودگ

ک ي ـ (يبار کشت و با استفاده از جدا کننده سلول         حال پس از چند   

 را جـدا    ي سلول يها يتوان کلون  ي که به کمک آن م     يکيله مکان يوس

د ي ـت مـشاهده نگرد   يگر کراتوس ي د )نمودگر منتقل   ي د يطيو به مح  

   ).F -۱ و E -۱تصوير (

  

      

      
ايجاد وزيکول داخل سلول پس از پاساژ چهارم ) A. سازي هاي آندوتليوم قرنيه انسان در پاساژهاي مختلف قبل و پس از خالص  کشت سلول-۱تصوير 

) E و D( دوم و سوم آلودگي محيط کشت با کراتوسيت در پاساژ) K .(C(با کراتوسيت ) EC(هاي آندوتليوم  آلودگي محيط کشت سلول) B) . پيکان(

 درصد محيط کشت توسط ۱۰۰رسيدن به اشباع ) F. ها به وسيله جداکننده سلولي در محيط کشت اوليه هاي آندوتليوم از کراتوسيت جداسازي سلول

 ) برابر۲۰۰نمايي  بزرگ. (سازي هاي آندوتليوم پس از خالص سلول

  

انـساني  هايي که در محيط کشت حاوي مايع آمنيوتيـک                 سلول

هـايي کـه در مـايع          در مقايـسه بـا سـلول       ، درصد رشد کردنـد    ۲۰

 رشـد کردنـد شـکل       FBS درصـد يـا      ۳۰ درصـد يـا      ۱۰آمنيوتيک  

 وجهـي در    ۶هـاي انـدوتليال       تر به سلول    تر، شباهت بيش    يکنواخت

تري داشته و زودتر به حجم انبوه رسيدند          محيط زنده و تراکم بيش    

  ).۲تصوير (
  

  ELISAهاي اندوتليوم قرنيه انسان توسط  سلولبررسي تکثير و مرگ 
 نــشان داد مــايع آمنيوتيــک انــسان هــيچ اثــر ELISAآزمــايش      

هـاي انـدوتليوم قرنيـه نـدارد و در مقايـسه بـا        آور روي سـلول   زيان

. شـود    باعـث تکثيـر سـلولي مـي        FBSمحيط کشت شـاهد حـاوي       

) ۳ير  تـصو ( درصد مشاهده شد     ۲۰حداکثر تاثير با مايع آمنيوتيک      

 برابـري در    ۲ تا   ۵/۱ منجر به افزايش     شاهدکه در مقايسه با محيط      

  ).>۰۳/۰P(هاي آندوتليومي گرديد  تکثير سلول

  

ICC  
     ICC ۶۷ نــشان داد كــه-Ki ،Vimentin ،Na/K-ATPase ۱ و-ZO 

اين يافته نـشان داد     ). ۴تصوير  (هاي جدا شده بيان شدند        در سلول 

هاي آندوتليوم انساني قابليت      د سلول هاي کشت يافته مانن     که سلول 

ايـن موضـوع   . تشکيل پيوند بين سلولي و انتقال غشايي را داشـتند   

  .كند ميهاي اندوتليال قرنيه را تاييد  وجود سلول

هاي اندوتليال كشت داده شده         آزمايش ايمونوسيتوشيمي سلول  

 تـر در    ، افـزايش بـيش    شاهد  در مقايسه با محيط     درصد HAF ۲۰با  

 ۵ بـه ترتيـب   Vimentin ،۱-ZO ، Na/K-ATPaseبيان نـشانگرهاي  

ــر ۳و ) =۰۰۱/۰P( برابــر ۵/۳، )=۰۰۳/۰P (برابــر را ) =۰۳/۰P( براب

بـا ايـن وجـود تفـاوت معنـاداري در تعـداد             ). ۵تـصوير   (نشان داد   

شده در دو محـيط ديـده       داده   کشت   -۶۷Kiهاي مثبت براي      سلول

 ـ    تعداد سلول ). <۰۵/۰P(نشد   دوتليال كـشت داده شـده در       هـاي ان

HAF ۲۰دادند به قرار زير است  درصد كه نشانگرها را بروز مي:  

  ها براي   درصد سلول۹۸بيش ازVimentinمثبت بودند . 
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  ۱ درصد، ۹۵بيش از-ZOبروز دادند . 
 ۱۰۰ هــا بـراي   درصـد ســلول Na/K-ATPaseكــه   مثبــت بودنــد

 HAF ۲۰در  هاي كشت داده شده       کننده اين است که سلول      بيان

هـاي انـدوتليال قرنيـه را حفـظ           هاي اصلي سـلول     درصد ويژگي 

 .كردند
    ۶۷ها،     درصد سلول  ۸۰بيش از-Ki   دادنـد كـه نـشان         را بروز مي

 .اند ها ظرفيت تكثير خود را حفظ كرده دهد سلول مي
  

  RT-PCRتحليل واآنش 
      RT-PCR            نشانگرهاي سـلولي انـدوتليال قرنيـه را در سـطح 

-ZO  و Na/K-ATPase ييد كـرد و افـزايش بـروز ژن   رونويسي تا

  درصد را نـشان داد ۲۰در محيط کشت حاوي مايع آمنيوتيک      1

 برابـري در  ۴۰۰، افـزايش  شاهددر مقايسه با محيط ). ۶تصوير  (

 برابـري در    ۵۰۰و افزايش   ) =Na/K-ATPase )۰۰۸/۰Pبيان ژن   

 درصــد HAF ۲۰در محــيط حــاوي ) =ZO )۰۱/۰P-۱بيــان ژن 

 و  -۶۷Kiبا اين حال تفاوت معنـاداري در بيـان ژن           . ه شد مشاهد

Vimentin        بين محيط کـشت حـاوي HAF ۲۰      درصـد و محـيط 

 ).<۰۵/۰P(کنترل مشاهده نشد 

  

      

  
  

هاي آندوتليوم قرنيه  کشت سلول) A. يوتيکهاي مختلف مايع آمن هاي آندوتليوم قرنيه انسان در محيط کنترل و محيط با غلظت  کشت سلول-۲تصوير 

هاي آندوتليوم قرنيه انسان با مايع  کشت سلول) C.  درصد۱۰هاي آندوتليوم قرنيه انسان با مايع آمنيوتيک  کشت سلول) B. انسان بدون مايع آمنيوتيک

هاي آندوتليوم قرنيه انسان پس از چهار هفته  تعداد سلول) E . درصد۲۰هاي آندوتليوم قرنيه انسان با مايع آمنيوتيک  کشت سلول) D.  درصد۳۰آمنيوتيک 

 ) برابر۲۰۰نمايي  بزرگ. (شاهدعنوان ه  درصد بFBS ۲۰چنين   درصد و هم۳۰ و ۲۰، ۱۰درمان با مايع آمنيوتيک 

  

    
هاي  مايع آمنيوتيک فاقد اثرات مضر بر روي سلول. هاي آندوتليوم قرنيه انسان  درصد بر روي سلول۲۰وتيک  اثرات مضر و تکثيري مايع آمني-۳تصوير 

  . گردد آندوتليوم قرنيه انسان بوده و در مقايسه با محيط شاهد باعث افزايش تکثير سلولي مي
  

۸۰۰  
۷۰۰  
۶۰۰  
۵۰۰  
۴۰۰  
۳۰۰  
۲۰۰  
۱۰۰  

۰  

ل
تر
کن

د 
ص
در

  

 مايع آمنيوتيک  کنترل

   درصد۱۰ 

  مايع آمنيوتيک

   درصد۲۰

  مايع آمنيوتيک

   درصد۳۰

۳۰۰  

۲۵۰  

۲۰۰  

۱۵۰  

۱۰۰  

۵۰  

ل  ۰
تر
کن

ه 
ت ب

سب
ب ن

جذ
ن 

زا
مي

د 
ص
در

  

مايع آمنيوتيک   کنترل

   درصد۱۰

يع آمنيوتيک ما

   درصد۲۰

 مايع آمنيوتيک

   درصد۳۰

  ELISA(  ۱۲۰بررسي با (تکثير سلولي 

۱۰۰  

۸۰  

۶۰  

۴۰  

۲۰  

ل  ۰
تر
کن

ه 
ت ب

سب
ب ن

جذ
ن 

زا
مي

د 
ص
در

  

مايع آمنيوتيک   کنترل

   درصد۱۰

مايع آمنيوتيک 

   درصد۲۰

 مايع آمنيوتيک

   درصد۳۰

  کنترل مثبت

  )ELISAبررسي با (مرگ سلولي 



  

 )١٣٩٣بهار  (٣ شماره -١٩ دوره -زشكي بيناپ مجله چشم

 

 ٢٢٨

) ZO-1 .A، و ۶۷Ki- ،Vimentin ،Na+/K+ATPaseهاي آندوتليوم انسان شامل  لف سلول براي بيانگرهاي مختسيستوشيمي ايمونو-۴تصوير 

 رنگ سبز Vimentin عليه FITCبادي کونژوگه با  آميزي با آنتي ها در رنگ سلول) B. اند گرفته به رنگ آبي DAPIها با استفاده از  هسته سلول

 سلول را به رنگ سبز -۶۷Kiبادي عليه   هسته سلول را آبي و آنتيD (DAPI. ر کامپيوتريافزا به کمک نرم) B(و ) A(ادغام تصاوير ) C. اند گرفته

)E (درآورده است .F ( ادغام تصاوير)C ( و)D (به کمک نرم افزار کامپيوتري .G (ها با استفاده از  هسته سلولDAPI اند گرفته رنگ آبي .H (

افزار  به کمک نرم) H(و ) G(ادغام تصاوير ) I. اند گرفته رنگ سبز Na+/K+ATPase عليه FITC کونژوگه با  بادي آميزي با آنتي ها در رنگ سلول

 رنگ ZO-1 عليه FITCبادي کونژوگه با  آميزي با آنتي ها در رنگ سلول) K. اند گرفته آبي   رنگDAPIها با استفاده از  هسته سلول) J. کامپيوتري

 ). برابر۴۰۰نمايي  بزرگ(افزار کامپيوتري   به کمک نرم)K(و ) J(ادغام تصاوير ) L. اند گرفتهسبز 
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 در بررسي ZO-1، و Ki-67 ،Vimentin ،Na+/K+ATPaseهاي مثبت براي نشانگرهاي   درصد بر روي تعداد سلول۲۰ اثر مايع آمنيوتيک -۵تصوير 

يابد در صورتي که   در حضور مايع آمنيوتيک افزايش ميZO-1، و Vimentin ،Na+/K+ATPaseهاي مثبت براي نشانگرهاي  تعداد سلول. ايمونوسيستوشيمي

Ki-67دهد  تغييري نشان نمي.  

  

    

    
.  درصد۲۰هاي درمان شده با مايع آمنيوتيک   در سلولRT-PCR به کمک آزمايش ZO-1، و Ki-67 ،Vimentin ،Na+/K+ATPase بررسي بيان ژن -۶تصوير 

  .باشد  مي-۶۷Ki و Vimentinاثر بر بيان ژن   بي شده وليZO-1، و Na+/K+ATPaseمايع آمنيوتيک باعث افزايش بيان ژن 
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بحث

 ـک  يوتيع آمن يما مناسبو غلظت    مطالعه اخير اثر         راي تكثيـر  ب

هـاي انـدوتليال داراي       سـلول . دومشخص نم  راهاي اندوتليال     سلول

ط يمح ـ باشـند ولـي در      ظرفيت تقسيم در محيط آزمايشگاهي مـي      

  .۶-۸شود  متوقف مي۱Gها در فاز   فعاليت آن)Invivo(زنده 

 Transforming رشـد عامل  مثبت رشد و حضور     عوامل  عدم حضور   

)۲TGF- β (تواند ورود به فاز  در مايع زلاليه كه ميS را متوقف كند 

-۱۳کنـد   دلالت مي  هاي اندوتليال قرنيه   سلول تكثير عدم بر وضعيت 

۱۱.  

ه هاي كشت به وسيله عوامل متعددي از جمل        بسياري از محيط       

 ۱۵هاي بنيادي جنين مـوش       سلول ۱۴هاي اندوتليال قرنيه گاو،     سلول

جهت تقويت تكثير  ۲و۱۶(EGF, NGF, b FGF) رشد مختلفي عواملو 

  .اند غني شدهه يال قرني اندوتليسلولها

عنوان يك محيط كشت قابل قبول    ه   ب FBSمحيط كشت حاوي         

تليالي قرنيـه   تليـالي، اسـترومال و آنـدو        هاي اپـي    براي تكثير سلول  

 اين محـيط حـاوي پـروتئين، آمينواسـيد،          ۱۷،۱۸.استفاده شده است  

ها و    گليسيريد، ويتامين، مواد معدني غيرارگانيك، نمك      چربي، تري 

هـاي قرنيـه      تواند منجر به تكثير سـلول       كه مي  باشد  ميعوامل رشد   

از تكثيـر   توانـد     مـي نتايج مطالعه حاضر نشان داد اين محيط        . شود

بـا ايـن حـال مـا        .  اندوتليوم قرنيه انساني حمايـت كنـد       هاي  سلول

هـا وابـسته بـه         بر روي رشد اين سـلول      FBSمشاهده كرديم كه اثر     

هاي اندوتليالي شروع به تغييـر   زمان است و پس از يك هفته سلول 

ايـن مـشاهده    . يابـد   شكل كـرده و سـرعت رشدشـان كـاهش مـي           

در صورت عـدم    ند  دادكه نشان    باشد  ميمطالعات قبلي   تاييدکننده  

توانـد از تكثيـر        اين محيط نمـي    FBSعوامل رشد به محيط     افزودن  

از ديـدگاه   . قرنيه حمايت كنـد    ۲۰ اندوتليال  و ۱۹تليال   اپي هاي  سلول

ثر بايـد شـامل سـه مرحلـه         وآل و م ـ    نظري، يك روش كـشت ايـده      

  : كليدي به شرح زير باشد

دسمه، اتـصال   سپس غشا   و ها از قرنيه دهنده     جدا كردن سلول       

 و  ها به محيط كشت با سطوح پوشيده شده با مـواد مختلـف              سلول

 .شده بـر روي يـك محـيط مناسـب     هاي جدا    تكثير سلول  سرانجام

هاي انـدوتليال قرنيـه از روش دو          اكنون جهت جدا كردن سلول     هم

 روي آن و سـپس      ي از استروما   مرحله شامل جدا كردن غشا دسمه     

هـاي مختلـف     به كمك آنزيمDMليوم از هاي اندوت  آزاد كردن سلول  

. شود  استفاده مي  EDTA۱۶/  و يا تريپسين   ۲۲ ديسپاز ،۲۱شامل كلاژناز 

 EDTA/ كمــك تريپــسينه در ابتــدا مــا از روش درمــان آنزيمــي بــ

 ـحاصـل شـده     هاي    استفاده كرديم اما مشاهده نموديم كه سلول       ه ب

دن  ش ـ انكوبـه  از آنجـايي كـه زمـان      . يابـد   نمـي طور مناسبي تكثير    

جداسازي به كمـك ايـن آنـزيم          طولاني است،   ها با تريپسين      سلول

   .۲۳گردد ها مي منجر به دژنره شدن سلول

با توجه به اين واقعيت كه ماتريكس خارج سلولي احاطه كننده          

روش در مطالعه مـا      ،۲۴و۲۵باشد  مي IVكلاژن نوع   از  اندوتليوم عمدتاً   

ناز تغيير يافت و مشاهده شـد كـه         درمان آنزيمي به استفاده از كلاژ     

هاي اندوتليوم را از غـشا دسـمه جـدا            ثر سلول وطور م ه  اين روش ب  

اين يافته منطبـق بـا مـشاهده انجـام شـده توسـط سـاير                . كند  مي

كـه تجمـع     پـس از آن   ن وجـود،    ي ـبـا ا   .۱۶،۲۶و۲۷باشـد   محققين مـي  

 از درمـان    حاصل شـد   IVهاي اندوتليوم به كمك كلاژناز نوع         سلول

هاي كـشت بعـدي جهـت          در محيط  EDTA/ مدت با تريپسين   تاهكو

  .۱۶گرديدسلولي استفاده  ميتوزي و ايجاد يك لايه تك هارمحذف 

هــاي  بــسياري از محققــان جهــت بهبــود شــرايط رشــد ســلول     

مورفولوژي ذاتي و عملكـردي خـود تـلاش          با حفظ    اندوتليال قرنيه 

ردن اندوتليوم از محيط     پس از جداك   ۲۲ و همكاران  Ishino. اند  نموده

جدا نمـوده و  به كمك ديسپاز هاي آندوتليوم را    سلول ،قرنيه دهنده 

.  كـشت دادنـد   IVروي محيط كشت پوشيده شده يا كلاژن نـوع           بر

 ۱۰ حـاوي سـرم جنـين گـاوي          DMEMايشان با استفاده از محيط      

 توانستند يـك لايـه      μg/ml ۲ و عامل رشد فيبروبلاست پايه       درصد

اسـتخراج  پاسـاژ پـنجم را     دريشباع از آندوتليوم انسان تك سلولي ا  

  . نمايند

     Li  هاي آندوتليوم انسان را از محـيط قرنيـه            سلول ۱۶ و همكاران

دهنده جدا كردند و نشان دادند كه تجمعات سلولي جـدا شـده در              

محيط بدون سرم و حاوي كلسيم زياد براي سه هفته قابـل كـشت              

بـراي رشـد    به طـور معمـول      يطي كه   ها از مح   سپس آن . باشند  مي

هـاي    رود استفاده كردنـد تـا سـلول         كار مي ه  تليالي ب   هاي اپي   سلول

 .هاي پلاسـتيكي گـسترش دهنـد        آندوتليال انساني را بر روي ظرف     

 مشاهده كردند كه افـزودن عـصاره غـده هيپـوفيز            چنين  ايشان هم 

 ـ             ه گاوي و يا عامل رشد فيبروبلاستي پايه به محيط مذكور منجـر ب

 ۶۷Kiتغيير بارز شـكل سـلولي و كـاهش رنـگ گـرفتن هـسته بـا                  

 . شود مي
     Zhu   و Joyce۲۸           اثر عوامل افزايش دهنده رشد متعـددي را بـر 

هـاي آنـدوتليوم قرنيـه انـساني بدسـت آمـده از               روي تكثير سـلول   

 ،صرف نظـر از سـن دهنـده       . دهندگان جوان و مسن بررسي كردند     

. الاتر از ميـزان پايـه را القـا نكـرد           تكثير سلولي ب   ،عامل رشد عصب  

هـاي    طور متوسط تكثير سـلولي در سـلول       ه  تليالي ب   عامل رشد اپي  

چنـين عامـل رشـد       هـم . از دهندگان جوان را القا كرد     شده   حاصل

طـور متوسـط و     ه  و عصاره غده هيپوفيز ب    ) PDGF(حاصل از پلاكت    

الي تكثيـر   تلي ـ  معمولاً بالاتر از ميزان القا شده توسط عامل رشد اپي         



  

   از مايع آمنيوتيک انسانيهاي اندوتليال قرنيه   کشت سلول-دکتر سپهر فيضي

 

 ٢٣١

تركيبـي از عـصاره هيپـوفيز و عامـل رشـد            . سلولي را تحريك كرد   

تر از تك    طور بارز بيش  ه  مشتق از پلاكت يك اثر تجمعي داشته و ب        

نظـر   صرفدر مطالعه مذکور .  را القا كردند   ي تكثير سلول  ،تك عوامل 

 به تنهايي و يـا در تركيـب بـا عامـل رشـد               FBS،  اکنندههدااز سن   

امل رشد عصبي و عصاره غده هيپوفيز بيـشترين رشـد   تليالي، ع  اپي

  .را القا كرد

     Engelmann   و Friedl۲۹ ۲۰  ،و   هاي مختلـف      سرم    محيط مغذي

گـذاري بـر روي رشـد كلنـي و             ميتوژن را از نظر توانايي در تأثير       ۶

ايـشان مـشاهده    . هاي اندوتليوم قرنيـه بررسـي كردنـد         شكل سلول 

 ۱بـه    ۱ بـه نـسبت      ۱۲F Hamisو   ۱۹۹M محيط   وكردند مخلوط د  

هـاي انـدوتليوم انـساني        يمؤثرترين محيط كشت پايه در رشد كلون      

هاي مختلـف، سـرم انـساني و سـرم جنـين              در ميان سرم  . باشد  مي

گاوي فعاليت تكثيري مناسبي در تركيـب بـا محـيط پايـه مـذكور             

در حالي كه سرم نـوزاد گـاوي از نظـر تكامـل مورفولـوژي               . داشت

  .تري داشت  قرنيه ارجحيت بيشاندوتليوم

     Peh  چهار محـيط كـشت كـه در مطالعـات فـوق             ۲۰ و همكاران 

هـاي    جداسازي و تكثير سـلول     يتوانائ از نظر    ند را استفاده شده بود  

دست آمـده از يـك تعـداد قرنيـه دهنـده جفـت مقايـسه                ه  قرنيه ب 

 FNCايشان دريافتند كه در هر چهار محيط وقتي ظروف بـا          . كردند

محـيط  . يابنـد   اتـصال مـي    ي مناسـب  رطوه  ها ب    سلول ،يده شوند پوش

 ۱۶ و همكـاران   Li و   ۲۲ و همكـاران   Ishino توسطكشت توصيف شده    

نتوانست منجر به گسترش سلولي بـه ترتيـب پـس از پاسـاژ اول و                

هاي آندوتليوم كشت يافته در محيط توصيف شـده    سلول. دوم شود 

طـور  ه   ب Friedl۲۹ و   Engelmann نيچن  هم  و Joyce۲۸ و   Zhuتوسط  

تـري   هاي اندوتليوم قرنيه انساني بيش      بارزي تكثير و عرضه شاخص    

ــد  ــشان دادن ــوژي   . را ن ــرد مورفول ــصر بف ــصات منح ــه مشخ اگرچ

هاي قرنيه انساني كشت داده شده در اين دو محـيط پـس از                سلول

  .  نشدحفظ پاساژ ديگر هس

     Nakahara  از ه حاصـل شـد  ثير محـيط كـشت      ا ت ـ ۳۰ و همكاران

هاي بنيادي مزانشيمال مشتق از مغـز اسـتخوان انـساني بـر               سلول

در . هاي اندوتليوم قرنيه انساني را بررسـي كردنـد          روي كشت سلول  

القـا  تـري را      بيش ياين محيط تكثير سلول     ،  شاهدمقايسه با محيط    

هـاي     بـراي عملكـرد سـلول      مـورد نيـاز    مشخصات فنـوتيپي      و ردک

  . دنمواندوتليال را بهتر حفظ 

تجربيـات   و   ۳۱ک انـسان  ي ـوتيع آمن يمـا اي    طبق خواص تغذيـه        

ــشين  ــلول  پي ــر روي س ــا ب ــا م  RPE (Retinal Pigmented ه

Epithelium)۱۰ HAF,  ــار ــراي نخــستين ب  يهــا  ســلولدر كــشتب

  .كار برده شده در اين مطالعه ب )HCEC(ه يال قرنياندوتل

تقويـت كننـده    يـك   ک انسان   يوتيع آمن ينتايج نشان داد که ما         

  درصـد  ۹۵ بيش از    ،با اين محيط غني شده    .  است HCECقوي رشد   

 درصد  ۸۰علاوه بيش از    ه  ب. اند  اميز بوده   هاي قرنيه موفقيت    از كشت 

دهنده ايـن      بودند كه نشان   Ki-۶۷هاي اندوتليال قرنيه داراي       سلول

  . بودند ها خاصيت تكثير خود را حفظ كرده بود كه سلول

     ۶۷-Ki  هـا ظـاهر      رحله مياني تا انتهايي ميتوز روي سلول       طي م

شـود، لـذا يـك نـشانگر عـالي جهـت فعاليـت سـيكل سـلولي                    مي

 را  HCECكافي جهت رشد و تكثير      عوامل  ،  HAFبنابراين  . ۳۲و۳۳است

  . باشد دارا مي

ــدوتليوم قرنيــه       ــون،ويژگــي خــاص ان ــايي انتقــال ي هــا از   توان

زمـان آب بـه خـارج از         ن هـم  استروماي قرنيه است كه باعث جريـا      

 داراي پمـپ    فتهاكشت ي هاي اندوتليال     سلولتمامي   .شود  قرنيه مي 

Na/K-ATPase              بودند و توافق عمومي بر اين است كـه پمپـاژ مـايع 

هـاي    سـلول بنـابراين    باشـد   مـي  Na/K-ATPaseوابسته به فعاليـت     

 نقـــش طبيعـــي خـــود را حفـــظ انـــدوتليال كـــشت داده شـــده

دوتليال كشت  هاي ان   سلولآميزي   رنگبر اين   لاوه  ع .۳۴و۳۵نمايند  مي

 هويـت  HAF دهـد  نـشان مـي  مثبت بود كـه  ZO -۱براي داده شده 

  .۲و۳۶است هها را تغيير نداد آن

     HAF ًتقريبا  PH     و فـشار اسـموتيك آن در       ) ۲/۷( طبيعـي دارد

يك محيط مناسب براي تكثيـر    بنابراين  . محدوده فيزيولوژيك است  

 HAFجهـت مـشخص كـردن محتـواي          .كنـد  مـي هـا فـراهم       سلول

 مقـادير   ،۳۱ و همكـاران   Cho .انـد   صـورت گرفتـه   مطالعات مختلفـي    

 هفتـه حـاملگي     ۱۶-۱۸در مـايع آمنيوتيـك در       را  ين  يفراوان پروت 

نـسفرين،  اآلبـومين، فيبـرونكتين، سروتر       شامل كهشناسايي كردند   

  .باشد مي TGFβ سرولوپلاسمين و  ،۳Cن ماكمپل

 است كـه مـسئول بازسـازي بافـت          HAFدر  عاملي   ۳C مانكمپل     

نوژن در تكثيـر سـلولي و بهبـود         ي پلاسـم  .۳۷و۳۸باشد  ميديده   آسيب

ــروتســاير  .مــوثر اســتزخــم  شــامل  HAFهــاي موجــود در  ينيپ

 ميكروگلوبين، سروترانسفرين، آپوليپوپروتئين    α-۱ سرولوپلاسمين،

A باشند ميضروري سلولي براي هموستاز و انتقال  و آلبومين.  

 HAFهـاي بـالاتر       نتايج اين مطالعه دال بر اين است كه غلظـت              

عوامـل  شايد اثر  .كند  ميها را مهار      تر سلول  تكثير بيش )  درصد ۳۰(

 ـ. تر باشـد   هاي بالاتر بيش    در غلظت عوامل رشد   نسبت به   مهاري   ه ب

هـاي     را در سـلول    S فاز   به  ورود HAF موجود در    TGFβعنوان مثال   

  .۱۳كند ال قرنيه مهار مياندوتلي

عوامـل  مكمـل بايـد     عوامـل   علاوه بر وجـود        براي القاي تكثير،       

توانـد    كـه مـي     اسـت  سـازوکاري مهار تماسي،    .دنمهاري حذف شو  

 Invivoهاي اندوتليال بالغ را در شـرايط          فعالانه همانندسازي سلول  
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هـاي انـدوتليال      در كشت بافت قرنيـه، فقـط سـلول         .۳۹متوقف كند 

دهنـده اهميـت از بـين     شوند كه نـشان     اور با لبه زخم تكثير مي     مج

  .باشد ميرفتن تماس سلول به سلول جهت تكثير 

 Cadherins، ۱-ZOشامل  اتصال  هاي    انواع مختلفي از كمپلكس        

 همگي جهـت حفـظ اتصالـشان نيـاز بـه كلـسيم              Connexin-۴۳ و

 از هـم  هـا     سكمپلك اين وقتي ميزان كلسيم پايين باشد       .۴۰-۴۲دارند

ک ي ـ EDTA .شـود   سلول شكـسته مـي    -و تماس سلول  شده  يده  شاپ

 از  ياريوم اسـت کـه در بـس       ي ـزيم و من  يشلاتور شناخته شده کلـس    

 کـشت داده شـده از مهـار         يها  آزاد کردن سلول   يها برا  شگاهيآزما

 يهـا  هـا بـه محـرک      شـود سـلول    ي باعث م  و رود ي به کار م   يتماس

 يمختلف ـعوامـل    يک حاو يوتيع آمن ي و ما  ک حساس شوند  يتوژنيم

  .به عهده دارندن نقش را ياست که ا

 ش كوش ،هاي استروما   به منظور جلوگيري از آلودگي كراتوسيت          

هاي اندوتليال همراه با غشاي دسـمه         گرديد تا نوار باريكي از سلول     

مقـداري اسـتروماي خلفـي      با اين وجود     .در اين مطالعه جدا شوند    

. ۴۳نـد ام يم باقي دسمه زيرين چسبينده     به غشاي )  ميكرون ۲۰-۶(

هاي مختلـف      باعث جمعيتي از سلول    Invitroكشت در شرايط    پس  

  .شود مي هاي اندوتليال هاي استروما و سلول كراتوسيت شامل

 ،نـد رتـري دا  هاي استروما رشد سـريع  جايي كه كراتوسيت   از آن      

 .۴۴شود  ميتر    بيشهاي اندوتليال     روز تعدادشان از سلول    ۱۰از  پس  

جهـت  توسيت، اسـكراپ سـلولي       تعداد كمي كرا   هبه محض مشاهد  

انـدوتليوم  هاي   سلول  و ها صورت گرفت    حذف آلودگي با كراتوسيت   

نتايج اين مطالعه نشان داد كه روش       . يافتند  انتقال به محيط جديد  

برداشتن دسمه از قرنيه دهنده و اسكراپ سـلولي جهـت برداشـت             

 يـك روش    ،يار زودرس كـشت سـلولي     ها در مراحل بـس      كراتوسيت

  .مفيد جهت حذف آلودگي با كراتوسيت است

  

  گيري نتيجه
ه ب درصد HAF ۲۰مطالعه نشان داد كه     هاي حاصل از اين            يافته

 HCECطور بارزي باعث افزايش توانايي تكثيـر و حفـظ موفولـوژي             

عنـوان يـك مكمـل غنـي بـراي          ه  تواند ب    مي HAFبنابراين  . شود  مي

ها اسـتفاده      اين سلول  Invitroشت بدون سرم جهت تكثير      محيط ك 

 روي رشـد و تكثيـر       HAF مـل اعدانيم كـه كـدام        ما نمي البته   .شود

 عوامـل  دارد ولي شناسايي اين       اثر مثبت  هاي اندوتليال قرنيه    سلول

  .باشد مي مفيد HCECبراي ساختن محيط غني براي كشت 
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