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Objective: In this investigation Murine Embryonic Stem (ES) cells were  differenti-
ated into  endothelial cells.
Materials and Methods: Murine ES cells (CCE cell line) exposed to Alpha-
MEM medium containing 10% FBS for 4 days. Then obtained Flk-1 (Flk-1: 
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) Positive cells were cultuted in  
Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2) until the last day of experiment. Differentiated  
cells were evaluated by immunocytochemistry, RT-PCR and Tube Formation 
Assays.
Results: When the ES cells cultured in collagen coated dishes containing  
Alpha-MEM & FBS, Flk-1 positive cells were obtained. After transfering Flk-1  
positive cells into fibronectin coated dishes containing EGM2, the cells were  
assumed a  relatively uniform endothelial cell morphology and could be propagated 
and  expanded. Immunocytochemical and RT-PCR analysis of differentiated 
cells showed that they take up acetylated low-density lipoprotein (LDL), express 
Flk-1, CD31 and bind the BS-l lectin. When placed in Matrigel, these Murine  
ES cell–derived endothelial cells formed capillary-like structures characteristic  
of endothelial cells
Conclusion: ES cell–derived endothelial cells provide a novel means to examine 
the mechanisms of endothelial cell development, and may open up new therapeutic 
strategies. 
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* هدف: تمايز سلول هاي بنيادي روياني موش به سلول هاي اندوتليال 
معرض  در  به كلاژن،  آغشته  هاي  در ديش  روز   4 مدت  به   CCE روياني  بنيادي  هاي  سلول  و روش ها:  مواد   *
مثبت  Flk-1 هاي  سلول  تا  شدند  داده  كشت  گاوي  جنيني  سرم  10درصد  محتوي   Alpha-MEM كشت   محيط 
جهت تمايز سلول  حاصل شوند.   ) Flk-1: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) 
اندوتليال هاي  سلول  رشد  مخصوص  كشت  هاي پيش ساز اندوتليال از محيط  دست آم��ده به سلول   هاي به 

پايان  تا  مثبت   Flk-1 سلول هاي  كه  طوري  به  شد.  استفاده   )EGM-2:  Endothelial  Growth Medium-2)
 آزمايش در محيط كشت مذكور كشت داده شدند. جهت تاييد سلول هاي تمايز يافته از ارزيابي هاي ايمونوسيتوشيمي،

PCR-RT و تشكيل ساختارهاي شبه مويرگي (Assay Formation Tube) استفاده شد.
* يافته ها: با كشت سلول ها در ديش هاي آغشته به كلاژن و محيط كشت Alpha-MEM محتوي 10درصد سرم 
 جنيني گاوي، سلول هاي Flk-1 مثبت حاصل شدند. بعد از انتقال سلول هاي مذكور به محيط كشت مخصوص رشد

ارزيابي هاي  نتايج  شدند.  تكثير  و  كرده  كسب  را  اندوتليال  سلول هاي  مورفولوژي  تدريج  به  اندوتليال،  سلول هاي 
ايمونوسيتوشيمي و RT-PCR نشان داد سلول هاي تمايز يافته قادر به جذب ليپوپروتئين با چگالي پايين و بيان ژن هاي 
 CD31 و Flk-1 هستند و نيز به لكتين (BS-1: Bandeiraea Simplicifolia Lectin) متصل مي شوند. زمانی كه 
سلول هاي تمايز يافته  به ماتريكس خارج سلولي يا ماتري ژل منتقل شدند ساختارهاي شبه مويرگي كه از مشخصه هاي 

سلول هاي اندوتليال است را تشكيل دادند.
* نتيجه گيري: سلول هاي اندوتليال تمايز يافته از سلول هاي بنيادي روياني موش كه در محيط آزمايشگاه نيز قادر به 
تكثيرند مدل مناسبي جهت بررسي مكانيسم هاي تكاملي سلول هاي اندوتليال فراهم می كنند و ممكن است منجر به ابداع 

روش هاي درماني نوين شوند.

گل واژگان: سلول هاي بنيادي روياني، سلول هاي اندوتليال، محيط كشت رشد سلول هاي اندوتليال، تمايز سلولي
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مقدمه
سلول هاي  از  يافته  تمايز  سلول هاي  خالص س��ازي  فرآيند 

سلول  تمايز  كارآيي  افزايش  ديگر  عبارت  به  يا  و  روياني  بنيادي 
به  ( Embryonic Sem Cells: ES) روياني  بنيادي   هاي 
پيش ساز سلول هاي  جمله  از  بدن  سازنده  مختلف   سلول هاي 
به را  محققان  ذهن  كه  است  موضوعاتي  از  يكي  اندوتليال،    

اين  در  مختلف  فرضيات  آزمايش  و  بررسي  و  كرده  مشغول   خود 
زمينه همواره در حال انجام است. در ارتباط با تمايز سلول هاي بنيادي 
 روياني به سلول هاي اندوتليال مروري بر مطالعات انجام شده تاكنون

نشان مي دهد كه در سال 1996 دنيل ويتت و همكارانش بيان يك 
مجموعه از ماركرهاي اختصاصي اندوتليال را در اجسام روياني مشتق 
نيز نيشيكاوا و همكارانش   .)1( دادند  نشان   ES از سلول هاي   شده 
 روش جديدي را براي تمايز سلول هاي خون ساز و اندوتليال، نه از
سلول ها كشت  از  استفاده  با  بلكه  روياني،  اجسام  تشكيل   طريق 

به صورت تك لايه اي ابداع كردند. با استفاده از اين روش پس از 
به ES به ظرف هاي آغشته  انتقال سلول هاي  از   گذشت چهار روز 

كلاژن نوع IV و كشت آنها در محيط Alpha-MEM، سلول هاي 
-Integrin مثبت حاصل شد  )2(. اوگاوا و همكارانش بيان Flk-1

4α در سلول هاي پيش ساز خون و اندوتليال كه از ES مشتق شده 
بودند را مورد مطالعه قرار دادند و اين ماركر را به عنوان يك ماركر 
سطح سلولي براي شروع انشعاب يا جدايي رده هاي سلولي اندوتليال 
و  بالكونی  جيووانی   .)3( كردند  معرفي  همديگر  از  خون ساز  و 
 همكارانش با تهيه اجسام روياني از سلول هاي ES موش و اضافه كردن

 ،(Vascular Endothelial Growth Factor: VEGF) 
به  اينتركولين  و   bFGF انساني،  نوتركيب  اريتروپويتين 

سلول  ب��ه  را  روي��ان��ي  بنيادي  سلول ه��اي  آن��ه��ا،  كشت  محيط 
همكارانش  و  ه��ي��رای   .)4( دادن���د  تمايز  ان��دوت��ل��ي��ال  ه��اي 
مثبت كادهرين  ع��روق��ي  اندوتليال  سلول ه��اي  دادن���د   نشان 
( Vascular Endothelial Cadherin: VE-cadherin) 

تبديل  به سلول هاي خون ساز  قادرند  از جنين موش  آمده  به دست 
شوند )5(. 

رزوس  ميمون   ES سلول ه��اي  از  همكارانش  و  كافمن 
و  كردند  استفاده  اندوتليال  سلول ه��اي  تكامل  آناليز  جهت 
سلول هاي به  را  ميمون   ES روياني  بنيادي  سلول هاي   توانستند 

جهت   EGM-2 محيط  از  آنها  دهند.  تمايز  اندوتليال  پيش ساز 
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سلول هاي  كه  طوري  به  كردند؛  استفاده  سلول ها  تمايز  القاي 
اختصاصي  آنتي ژن هاي  و  ژن ها  از  بسياري  بودند  قادر  حاصله 
ويلبراند ون  فاكتور  CD34 و  جمله  از  اندوتليال   سلول هاي 

(VWF: Von Willebrand Factor)  را بيان كنند. كافمن و 
كردند  پيشنهاد  را  فرضيه  اين  خود  يافته هاي  توجيه  در  همكارانش 
مثبت   Flk-1 ميمون  نيافته  تمايز   ES احتمالا چون سلول هاي  كه  
هستند  قادرند در محيط كشت مذكور به سلول هاي اندوتليال تمايز  
توسط  شده  ارائه  فرضيه  بررسي  حاضر  مطالعه  از  هدف   .)6( يابند 
كافمن و همكارانش در مورد سلول هاي بنيادي روياني موش است.
از همكاران،  و  نيشيكاوا  روش  از  استفاده  با  ابتدا  در  منظور   بدين 

سلول هاي ES موش، سلول هاي Flk-1 مثبت تهيه شد )2( و پس از 
آن از روش كافمن و همكاران جهت تمايز سلول هاي Flk-1 مثبت 

به سلول هاي پيش ساز اندوتليال استفاده شد )6(. 

مواد و روش ها
هاي بنيادي روياني  كشت سلول 

CCE سلولي  دودم���ان  بيستم  پ��اس��اژ  پ��ژوه��ش  اي��ن   در 
ق���رار اس���ت���ف���اده  م����ورد  ش��ف��ي��ل��د(  دان���ش���گ���اه  از   )ه���دي���ه 
كشت م��ح��ي��ط  از  س��ل��ول ه��ا  اي���ن  ك��ش��ت  ج��ه��ت   گ��رف��ت. 

جنين  سرم    ،(Dulbecco's Modified Eagle's Medium: DMEM)
 گاوي (Gibco, FBS) به ميزان 15درصد، 100 واحد بين المللي

استرپتومايسين  بين المللي  واحد   50 ميلي ليتر،  هر  در  پني سيلين 
مولار  5×10-5 مركاپتواتانول   2  ،)Gibco( ميلي ليتر  هر   در 

(Mercaptoethanol: 2ME, Sigma-2)  و فاكتور مهاركننده 
با   (Leukemia inhibitory factor, Sigma: LIF)  لوكمي 
در  سلول ها  شد.  استفاده  ميلي ليتر  هر  در  نانوگرم   غلظت10 
 (Sigma) به وسيله ژلاتين  ديش هاي 60 ميلي متري كه كف آنها 
درجه   37 انكوباتور  شدند. دماي  داده  كشت  بود،  شده  پوشانده 
تهيه ديش هاي بود. جهت  CO آن 5 درصد   2 ميزان   سانتي گراد و 
بافرفسفات در  ش��ده  ح��ل  درص���د   0/1 ژلات��ي��ن   ژلات��ي��ن��ي، 

به اندازه اي كه كف   )Phosphate Buffer Saline: PBS)
ظرف ها را بپوشاند به داخل ظرف ها ريخته شده و به مدت30  
 دقيقه در دماي اتاق نگهداري شدند. سپس مايع موجود در ديش ها

دور ريخته شد و حدود 30 دقيقه ديگر در دماي اتاق نگهداري 
شدند تا خشك شوند .تمامي مراحل مذكور در زير هود لامينار 

انجام شد. 

سلول هاي  به   CCE روياني  بنيادي  سلول هاي  تمايز  نحوه 
ساز رگ پيش 

پيش ساز  سلول هاي  به  مرحله  دو  در  روياني  بنيادي  سلول هاي 
روش  مطابق  مذكور  سلول هاي  ابتدا  شدند.  داده  تمايز  اندوتليال 
داده  تمايز  مثبت   Flk-1 سلول هاي  به   )2( همكاران  و  نيشيكاوا 
ديش هاي  به  سلول   2×104 تراكم  با  سلول ها  منظور  اين  به  شدند، 
كشت پوشانده شده با كلاژن نوع IV منتقل شده و در محيط كشت 
مركاپتواتانول  و   FBS سرم  10درص��د  حاوي   Alpha-MEM
شدند.  داده  كشت  روز  چهار  مدت  به  مولار   5×10-5 غلظت  با 
بيان  RT-PCR ارزيابي  از  استفاده  با  مرحله  اين  پايان  از   پس 

جهت  آزمايش  دوم   مرحله  در  شد.  تاييد  سلول ها  در   Flk-1 ژن 
سلول هاي  تمايز  در   EGM-2 كشت  محيط  توانايي  بررسي 
سلول هاي اندوتليال،  پيش ساز  سلول هاي  به  حاصله  مثبت   Flk-1 

ديش  از  چاهك  هر  به  سلول   2/5×103 غلظت  با  مثبت   Flk-1
منتقل  فيبرونكتين  با  ش��ده  پوشانده  چاهكي   24 كشت  ه��اي 
كشت  محيط  ش��دن��د.  داده  كشت  آزم��اي��ش  پ��اي��ان  ت��ا  و  ش��ده 
عروق اندوتليال  رشد  فاكتور  ح��اوي  استفاده  م��ورد   EGM-2 
،(Factor  Growth  Endothelial  Vascular: VEGF) 

 ف�����اك�����ت�����ور رش��������د ف����ي����ب����روب����لاس����ت����ي ب������ازي
(Basic Fibroblast Growth Facor: bFGF) فاكتور رشد 
شبه انسولين (like-Insulin Growth Factor: IGF) و فاكتور 
و  (Epidermal  Growth Factor:  EGF) اپيدرمال   رشد 

 (Fetal Bovine Serum:  FBS) 2 درصد سرم جنين گاوي 
كلاژن،  و  فيبرونكتين  با  شده  پوشانده  ديش هاي  تهيه  جهت  بود. 
حلالّ PBS حاوي مواد مذكور به  اندازه اي كه يك لايه نازک از 
مايع كف ظرف ها را بپوشاند به داخل ظرف ها ريخته شده و به مدت 
شوند.  خشك  تا  شدند  نگهداري  اتاق  دماي  در  دقيقه   45 الي   30
تمامي مراحل مذكور در زير هود لامينار انجام شد. ديش هاي آماده 

شده تا زمان استفاده در دماي 4 درجه سانتي گراد نگهداري شدند.
 

ارزيابي هاي مورفولوژيك و  توانايي تشکيل ساختارهاي شبه 
مويرگي )Tube Formation( در سلول هاي تمايز يافته

مورفولوژيك  ارزيابي  تحت  ها  سلول  آزمايش،  طول  در 
ها  سلول  عملكردي  توانايي  ارزيابي  جهت  همچنين  گرفتند.  قرار 
استفاده   Tube Formation  Assay از    In vitro به صورت 
كشت  از  بعد  روز   28 يافته،  تمايز  سلول هاي  منظور  اين  به  شد، 
حاوي  چاهكي(   24( ديش هاي  به   EGM-2 محيط  در  سلول ها 
رويان(  پژوهشكده  از  اهدايي   Matrigel, Sigma( ژل  ماتري 
داده  كشت   EGM-2 كشت  محيط  در  مجددا  و  شدند  منتقل 
الي 48 ساعت بر روي  ساختارهاي شبه بعد از گذشت 24   شدند. 
لكتين ب��راي  ايمونوسيتوشيمي  ارزيابي  شده  تشكيل   مويرگي 
فلورسنت معكوس  ميكروسكوپ  از   و  گ��رف��ت   ص���ورت 

سلول ها  عكسبرداري  و  مطالعه  جهت   (NIKON, TE-300)
استفاده شد.

ارزيابي ايمونوسيتوشيمي
سلول هايي تشخيص  جهت  استفاده  مورد  روش هاي  از   يكي 
جذب در  سلول ها  توانايي  ارزي��اب��ي  اندوتليالي،  ويژگي   با 
ل���ي���پ���وپ���روت���ئ���ي���ن اش�����ب�����اع ش������ده ك�����م چ���گ���ال   
  (lipoprotein  density-low Acetylated:  LDL-Ac-Dil)
شده  كونژوگه   Dil فلورسنت  م��اده  با  مذكور  م��اده   .)6( است 
اندوتليالي  ماهيت  با  سلولي  رده هاي  وسيله  به  اختصاصا  و  است 
هها  سلول  توانايي  بررسي  منظور  به  مطالعه  اين  در  مي شود.  جذب 
انتقال  از  بعد  هيجدهم  روز  در  چگال،  كم  ليپوپروتئين  جذب  در 
Dil-Ac-LDL از  فيبرونكتين  به  آغشته  ديش هاي  به   سلول ها 

 10 غلظت  (.Biomedical Thechnologi Inc) ب��ا 
روز  اين  در  همچنين  شد.  استفاده  ميلي ليتر  هر  در  ميكروگرم 
دقيقه   20 مدت  به  سلول ها  ايمونوسيتوشيمي،  ارزيابي  جهت 
فيكس  درص��د   4 پارافرمالدئيد  از  استفاده  با  ات��اق  دم��اي  در 
 (Santacruz,Goat antimouse) اوليه  آنتي بادي  شدند. 
 37 دم��اي  در  ساعت   2 مدت  به   100 به   1 غلظت  با   ،CD31
به متصل  ثانويه  آنتي ب��ادي هاي  شد.  اعمال  سلول ها  به   درج��ه 
 (Santacruz, Donkey  antigoat)  Texaz-Red
100 به   1 غلظت  با   CD31 برعليه  آنتي بادي  به  اتصال   جهت 
شد. اعمال  سلول ها  به  ات��اق  دم��اي  در  ساعت  يك  م��دت   به 
ع��ن��وان BS-1 lectin ب��������ه   28 روز  در   ه��م��چ��ن��ي��ن 
 ي��ك ن��ش��ان��گ��ر اخ��ت��ص��اص��ي س��ل��ول ه���اي ان��دوت��ل��ي��ال م��وش
ميكروگرم  5 غلظت  با   (BS-1 lectin,Vector laboratori)   

گ��رف��ت.  ق�����رار  اس���ت���ف���اده  م�����ورد  م��ي��ل��ي ل��ي��ت��ر  ه���ر  در 
از ف��س��ف��ات،  ب���اف���ر  ب���ا  س���ل���ول ه���ا  ش��س��ت��ش��وي  از   پ���س 

(Vector hard set, Vector Laboratories) كه همراه آن 
رنگ DAPI هم موجود بود جهت ماونت كردن استفاده شد و نهايتا 
 (Nikon TE-300) فلورسنت  ميكروسكوپ  كمك  به  سلول ها 
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مطالعه و عكسبرداري شدند.

RT-PCR ارزيابي
مطالعه ژن ه��اي م��ورد  بيان  تاييد  جهت   RT-PCR  از 

با استفاده از محلول  ابتدا  )جدول 1( استفاده شد. براي اين منظور، 
سلول ها  از  كل  RNAي   (RNX  Plus, Sinagen) استخراج 
استخراج  RNAی  ازكيفيت  يافتن  اطمينان  از  و پس  استخراج شد 
با انجام الكتروفورز ژل آگارز و اسپكتروفومتري، جهت تهيه  شده 
cDNA از پرايمر (oligo dT, MWG-Biotech AG) و كيت 
 50 نهايی  حجم  RT در  واكنش  شد.  استفاده   (Bioneer)  RT
ميكروليتر انجام گرفت. پس از تهيه cDNA، واكنش PCR جهت 
تكثير قطعه مورد نظر انجام گرفت. واكنش PCR در حجم نهايی 
 DNA 20 ميكروليتر انجام شد و جهت تهيه حجم مذكور علاوه بر
آب   ،(Bioneer)  PCR كيت  از   )RT واكنش  )محصول  الگو 
مقطر استريل و پرايمرهاي بالا دست (Forward) و پايين دست 
استفاده  يك  جدول  در  اشاره  مورد  مشخصات  با   ،(Reverse)
واكنش،  انجام  جهت  نظر  مورد  حجم  ساختن  آماده  از  پس  شد. 
 94 دماي  در  ثانيه   45  Denaturation شرايط  با   PCR واكنش 
درجه   60-64 دماي  در  ثانيه   45  Annealing سانتي گراد،  درجه 
سانتي گراد )بر اساس نوع پرايمر( و Extention 1 دقيقه در دماي 
 extention 72 درجه انجام گرفت. تعداد 35  سيكل و يك سيكل
نهايي به مدت پنج دقيقه در 72 درجه سانتي گراد در نظر گرفته شد. 
ماسترسايكلر  از دستگاه   PCR و   RT انجام هر دو واكنش  جهت 
)Eppendorf( استفاده شد. ژن GAPDH به عنوان كنترل داخلي 

مورد استفاده قرار گرفت.
 PCR واكنش  محصول  از  ميكروليتر   8 واكنش  اتمام  از  بعد 

توسط الكتروفورز ژل آگارز 1 درصد بررسي شد.
افزار  نرم  كمك  با  مطالعه  اين  در  استفاده  مورد  پرايمرهاي 

Gene runner طراحي شدند.

جدول 1: اسامي ژن ها  و توالي مربوط به پرايمرهاي بالا دست )F( و 
 )R( پايين دستي

نام ژن )bp( اندازه توالی پرايمر

GAPDH 308 F GCCCATCACCATCTTCCAFG

R TGAGCCCTTCCACAATGCC

CD31 261 F GTCATGGCCATGGTCGAGTA

R CTCCTCGGCATCTTGCTGAA

Flk-1 530 F AAGGTGCCCAGGAAAAGAC

R CTTGCCCCGTAAGTAAGTTG

VE-Cadherin 457 F GGCTTTCTGACTGTTGTGGAC

R TTATAGATGTTTCCCTGCTTGG

يافته ها
كشت با  داد  نشان  پژوهش  اي��ن  از  آم��ده  دس��ت  به   نتايج 

هاي كشت پوشانده شده  CCE در ديش  بنيادي روياني  سلول هاي 
با كلاژن نوع IV و محيط كشت Alpha-MEM حاوي 10درصد 
حاصل  مثبت   Flk-1 هاي  سلول  روز  چهار  گذشت  از  بعد   ،FBS 
در مثبت   Flk-1 هاي  سلول  كشت  از  پس  همچنين  شوند.   مي 

كشت  محيط  و  فيبرونكتين  با  شده  پوشانده  كشت  هاي  ديش 
هاي پيش ساز اندوتليال تمايز  ها به تدريج به سلول  EGM-2، سلول 

می يابند و مورفولوژي دوكي شكل و سنگفرشي كه مختص سلول 
كنند )شكل 1(. سلول هاي مذكور  هاي اندوتليال است را كسب مي 
تكثير  پاساژ  تا دهمين  و  داده شدند  پاساژ  الي 5 روز يك بار   3 هر 

تشكيل  توانايي  تدريج  به  يافته  تمايز  هاي  سلول  همچنين  شدند.  
را كسب كرده   )Tube Formation( مويرگي  شبه  ساختارهاي 
مذكور  ساختارهاي  تشكيل  در  ها  سلول   28 روز  در  كه  طوري  به 

شركت كردند )شكل 1(.

مثبت   Flk-1 های  سلول  از  يافته  تمايز  اندوتليال  های  سلول   )A  :1 شکل 
كشت  های  ديش  به  ها  سلول  اين  انتقال  از  روز   41 گذشت  از  پس  كه 
عکسبرداری  EGM2 كشت  محيط  و  فيبرونکتين  با  شده   پوشانده 
مورفولوژی  دارای  ها  سلول  شود،  می  مشاهده  كه  طور  همان  اند.  شده 
مورفولوژی  عمدتا  ها  سلول  بعد،  به   28 روز  از   )B باشند.  می  شکل  دوكی 
سنگفرشی پيدا كردند كه 48 ساعت پس از انتقال اين سلول ها بر روی ماتری 
تشکيل را   )Tube  Formation( مويرگی  شبه  ساختارهای  توانستند   ژل، 

.)C( دهند 

از  حاصل  اندوتليال  ساز  پيش  هاي  سلول  به  مربوط  تصاوير   :2 شکل 
و  )B&A( هيجدهم  روز  در   CCE روياني  بنيادي  هاي  سلول   تمايز 
Flk-1 مثبت به ديش هاي كشت  انتقال سلول هاي  از  )C(  بعد  سي و دوم 
واكنش   :A  ،)200  xبزرگنمايي(  EGM2 محيط  در  فيبرونکتين  به  آغشته 
نشان  را   CD31 عليه  بر  بادي  آنتي  به  يافته  تمايز  هاي  سلول  مثبت 
ليپوپروتئين  كه  دهد  مي  نشان  را  يافته  تمايز  هاي  سلول   :B دهد.  مي 
جذب را  است  قرمز  فلورسنت  رنگ  يك  كه   Dil به  كونژوگه  چگال   كم 
كرده اند. C: سلول هاي تمايز يافته را نشان مي دهد كه بعد از انتقال به ماتري 
ژل ساختارهاي شبه مويرگي ايجاد كرده و سلول ها قادر به اتصال به لکتين 

نيز بودند. هسته سلول ها در تصاوير A و C با  DAPI رنگ شده اند.
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و  CD31  ،Flk-1 ژن ه���اي  ب��ي��ان  ب��ررس��ي   :3  ش��ک��ل 
VE-cadherin با استفاده از تکنيك RT-PCR: همانطور كه مشاهده 
ديش هاي  در   CCE روياني  بنيادي  سلول هاي  دادن  كشت  مي شود، 
 Alpha-MEM كشت  محيط  در  و   IV نوع  كلاژن  با  شده  پوشانده 
از گذشت  بعد  اين سلول ها  كه  مي شود  باعث   FBS حاوي 10درصد 
انتقال طرفي،  از  يابند.  تمايز  مثبت   Flk-1 سلول هاي  به  روز   چهار 
فيبرونکتين  با  شده  پوشانده  كشت  ديش هاي  به   Flk-1 سلول هاي 
سمت به  سلول ها  اين  تمايز  پيشرفت  باعث   EGM2 كشت  محيط   و 
سلول هاي اندوتليال مي شود. به طوري كه بعد از گذشت 28 روز از زمان 
 انتقال )روز 32 آزمايش(، سلول ها علاوه بر ژن Flk-1، ژن CD31 كه 
يکي از ماركرهاي اختصاصي سلول هاي اندوتليال است را نيز بيان 

مي كنند. بيان ژن VE-cadherin در اين سلول ها مشاهده نشد.

ايمونوسيتوشيمي  ارزيابي  و  اندوتليالي  فنوتيپ  تاييد  منظور  به 
از نيز  و   Dil-Ac-LDL م��اده  از  ش��ده  ج��داس��ازي   سلول ه��اي 

شد.  استفاده   CD31 آنتی بادی  و   BS-1 Lectin آنتي بادي هاي 
سلول هاي تمايز يافته اي كه جهت ارزيابي استفاده شدند داراي توانايي 
جذب Dil-Ac-LDL  و بيان آنتی ژن CD31 بودند. همچنين پس 
 از اينكه سلول ها قادر به تشكيل ساختارهاي شبه مويرگي در داخل 
منظور  به  ايمونوسيتوشيمي  ارزيابي  آنها  روي  بر  شدند،  ژل  ماتري 
صورت   BS-1 Lectin لكتين  به   اتصال  در  آنها  توانايی  تاييد 
نشان مثبت  پاسخ  مذكور  ارزيابي  به  سلول ها  اين  كه   گرفت 
به  BS-1 Lectin كه  سلول هايي  كه  طوري  به  )شكل2(.   دادند 

آنها متصل شده بود. اين آنتي بادي كونژوگه به رنگ  فلورسنت سبز 
بود لذا با فيلتر FITC به رنگ سبز قابل مشاهده بودند )شكل 2(. 

بحث
به  جديد  روش��ي  يافتن  نظر  نقطه  از  پژوهش  اي��ن  نتايج 
هاي سلول  به  موش  روياني  بنيادي  هاي  سلول  تمايز  القاي   منظور 

هاي  سلول  اينكه  ويژه  به  است.  اهميت  حايز  اندوتليال  ساز  پيش 
فنوتيپ  تكثيرند.  به  قادر  سلولي،  رده  يك  صورت  به  يافته  تمايز 
و  ايمونوسيتوشيمي  هاي  ارزيابي  انجام  با  ها  سلول  اين  ژنوتيپ  و 
مشخص  عملكردي  ارزيابي  در  همچنين  و  شد  تاييد   RT-PCR
 شد سلول هاي تمايز يافته، توانايي تشكيل ساختارهاي شبه مويرگي 
بنيادي  )Formation Tube Assay( را دارا هستند. سلول هاي 
بار اولين  براي  كه  هستند  پراستعدادي  سلولي  ES دودمان   روياني 
شدند جداسازي  آزمايشگاهي  كوچك  موش  بلاستوسيست   از 
ايران جمله  از  مختلف  كشورهاي  در  محققان  آن  پس  از   .)7( 

حيوانات  گونه هاي  ساير  از  ديگري  دودم��ان ه��اي  شدند  موفق 
نامحدود  تكثير   .)9  ،8( كنند  تهيه  انسان  همچنين  و  آزمايشگاهي 
سلول هاي ES در محيط كشت، منبع عظيمي از سلول هاي تمايز نيافته 
را فراهم مي كند كه كاربردهاي بالقوه درماني بسياري دارند )10(. با 
توليد مقادير زيادي از جمعيت هاي سلولي خالص، مانند سلول هاي 
 عضله قلبي، سلول هاي خوني، سلول هاي اندوتليال و عصبي مي توان 
قبل  تا  كرد.  استفاده  درماني  سلول  هاي  روش  در  سلول ها  اين  از 

همكارانش  و  آساهارا   بار  اولين  براي  كه  زماني   ،1997 سال  از 
انسان  محيطي  خون  از  را  اندوتليال  ساز  پيش  هاي  سلول  توانستند 
توليد تولد،  از  پس  كه  بود  اين  بر  باور   ،)11( كنند   جداسازي 

تغيير  و  مهاجرت  تكثير،  طريق  از  فقط  جديد  اندوتليال  هاي  سلول 
از  خوني  عروق  اندوتليال  هاي  سلول   )Remodeling( شكل 
آنژيوژنزيس  اصطلاحا  فرآيندي كه  است  پذير  امكان  موجود  پيش 
ناميده مي شود، در حالي كه محققان مذكور نشان دادند كه فرآيند 
فرآيند  اين  افتد. در طي  اتفاق مي  تولد هم  از  بعد  واسكولوژنزيس 
جنين خوني  عروق  دهد  مي  رخ  جنين  تكامل  طي  در  بيشتر   كه 
حاصل ها  آنژيوبلاست  يا  اندوتليال  س��از  پيش  ه��اي  سلول   از 
هاي سلول  و  ها  آنژيوبلاست  ژني،  بيان  نظر  از   .)11( شوند  مي    
 هماتوپويتيك )Hematopoietic Stem Cells: HSCs(، هر دو
به توان  مي  آنها  جمله  از  كه  كنند  مي  بيان  را  مشابهي  هاي  ژن   آنتي 
راحتي به  ل��ذا  ك��رد.  اش��اره   Flk-1 و   CD34 ه��اي  ژن   آنتي 

ها از يك منشاء مشترک برخوردار  مي توان حدس زد كه اين سلول 
 VEGF رشد  فاكتور  براي  اي  گيرنده   Flk-1  .)12  ،11( هستند 
هاي هماتوپويتيك اوليه و سلول هاي  است كه در هردو دسته سلول 
اندوتليال بيان مي شود، اما بيان آن در سلول هاي هماتوپويتيك تمايز 
 VEGFR-2 همچنين در موش با نام Flk-1 .يافته از دست مي رود
و  )11(. آساهارا  است   KDR انساني آن  و همولوگ  شناخته شده 
همكارانش با تكيه بر اين واقعيت و در جهت اثبات اين فرضيه كه 
هاي  سلول  به  توانند  مي  كه  است  هايي  سلول  حاوي  محيطي  خون 
اندوتليال تمايز پيدا كنند اقدام به جداسازي سلول هاي +CD34 از 
خون محيطي انسان و Flk-1 مثبت از خون محيطي موش كردند و 
پس از كشت آنها در شرايط خاص آزمايشگاهي توانستند آنها را به 
هاي  سلول  فنوتيپ  تاييد  براي  دهند.آنها  تمايز  اندوتليال  هاي  سلول 
ارزيابي  بر  اي، علاوه  هاي تك هسته  از سلول  اندوتليال حاصل  شبه 
ها در جذب Acl-Dil و اتصال به لكتين، بيان ژن هاي  توانايي سلول 
در را  ها  ژن  اي��ن  بيان  و  بررسي  را   CD31و  Flk-1/KDR   
پيوند طريق  از  همچنين  آنها  كردند.  مشاهده  مذكور  هاي   سلول 

حيوانات  ايسكميك  هاي  مدل  به  اندوتليال  ساز  پيش  هاي  سلول 
تاييد  را  يافته  تمايز  هاي  سلول  عملكردي  ماهيت  آزمايشگاهي، 

كردند )11(. 
هاي  سلول  كشت  طريق  از  توانستند  همكارانش  و  كافمن 
حاوي  كه  اندوتليال  سلول هاي  پايه  كشت  محيط  در  ميمون   ES
اين ب��ود،   EGF و   IGF  ،bFGF  ،VEGF رشد   فاكتورهاي 

اي  به گونه  تمايز دهند.  اندوتليال  ساز  هاي پيش  به سلول  را  ها  سلول 
قادر  و  يكنواخت  مورفولوژي  لحاظ  به  هاي حاصل شده  سلول  كه 
به تكثير بودند. اين سلول ها قادر به بيان اكثر ماركرهاي اختصاصي 
محيط در  همچنين  بودند.   Flk-1 جمله  از  اندوتليال  هاي   سلول 

پيوند  از  مويرگي  پس  تشكيل ساختارهاي شبه  به  قادر   In  Vitro
پوست  زير  به    C755            تومورال سلول هاي  رده  با  آنها  هم زمان 
البته  توانستند در ساختار عروق تشكيل شده در تومور وارد شوند. 
دست  به  سلول هاي  در   VE-cadherin و   CD31 ژن هاي  بيان 
توانايي احتمالي  دلايل  از  يكي  محققان  اين  نشد.  مشاهده   آمده 

سلول هاي ES ميمون در تمايز به سلول هاي اندوتليال با استفاده از 
محيط كشت EGM-2 را بيان غيرقابل انتظار ژن Flk-1 در سلول 
هاي ES تمايز نيافته ميمون ذكر كردند )6(. لذا نظر به اينكه آساهارا  
و همكارانش )11( و نيز كافمن و همكارانش )6( در طي انجام دو 
 Flk-1 مطالعه متفاوت توانستند به ترتيب سلول هاي تك هسته اي و
مثبت   Flk-1 و   ES سلول هاي  و  محيطي  خون  در  موجود  مثبت 
به سلول هاي  EGM-2 از طريق كشت در محيط كشت   ميمون را 

از  استفاده  با  ابتدا  مطالعه  اين  در  دهند.  تمايز  اندوتليال  پيش ساز 
شد.  تهيه  مثبت   Flk-1 سلول هاي   )2( همكاران  و  نيشيكاوا  روش 
سپس با استفاده از كشت سلول هاي Flk-1 مثبت حاصله در محيط 
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كشت EGM2، سلول هاي بنيادي روياني موش به سلول هاي پيش 
ساز اندوتليال تمايز يافتند. البته در اين مطالعه همانند مطالعه آساهارا 
EGM-2 از ديش هاي كشت  با محيط كشت  و همكاران هم زمان 
استفاده  تمايز سلول ها  القاي  فيبرونكتين جهت  با  داده شده  پوشش 
ديش هاي  از  فقط  همكاران  و  كافمن  مطالعه  در  كه  در حالي  شد. 
مخصوص كشت سلول و فاقد هر گونه پوشش بيولوژيك استفاده 

شد )11(.
نئوواسكولاريزاسيون جنيني  زمينه  در  كه  قبلي  مطالعات  نتايج 
و  Flk-1 هاي  ژن  هم زمان  بيان  مي كند  پيشنهاد  شده اند   انجام 
سلول هاي از  اندوتليال  سلول هاي  جدايي  نقطه   VE-cadherin 
ع��لاوه  .)13( م��ي ش��ود  محسوب  خ��ون س��از  سلولي   رده ه��اي 

بر  آنها  واكنش  كه  مونوكلونال  آنتي بادي هاي  از  تركيبي  اين،  بر 
عليه CD31 ،VE-cadherin ،Flk-1 مثبت است، بيانگر مراحل 
روياني  بنيادي  سلول هاي  از  اندوتليال  سلول هاي  تمايز  حدواسط 
است و توانايي سلول ها در جذب Acl-Dil و اتصال به لكتين باعث 
شناسايي بيشتر سلول هاي اندوتليال مي شود )1، 2، 14(. در اين مطالعه 
در   VE-cadherin ژن  بيان  همكاران  و  كافمن  مطالعه   همانند 
سلول هاي تمايز يافته مشاهده نشد. در اين ارتباط مطالعاتي وجود دارد 

كه عدم بيان ژن  مذكور را در بعضي از رده هاي سلولي اندوتليال 
نيز مطالعات قبلي  از اين مطالعه و  گزارش كرده اند )4، 15(. آنچه 
تمايز براي   Flk-1 ژن  بيان  كه   است  اين  گرفت  نتيجه   مي توان 

سلول هاي بنيادي و به ويژه سلول هاي ES ضروري است و محيط 
 كشت EGM-2 محيط كشت مناسبي جهت القاي تمايز سلول هاي 
همچنين  است.  اندوتليال  پيش ساز  سلول هاي  به  مثبت   Flk-1
يافته  تمايز  اندوتليال  پيش ساز  سلول هاي  رده  دو  هر  اينكه  به  نظر 
از غني  منبع  بدين ترتيب يك  و  تكثيرند  به  قادر  و موش  ميمون   از 
فراهم مختلف  مطالعات  انجام  براي  اندوتليال  پيش ساز   سلول هاي 

جهت  مناسبي  منشاء   ،ES سلول هاي  كه  گفت  مي توان  مي شود، 
مبتني  اندوتليال و مطالعات سلول درماني  مطالعه تكوين سلول هاي 

بر به كارگيري سلول هاي اندوتليال محسوب مي شوند.

تقدير و تشکر
پژوهشي  معاونت  واح��د  مساعدت  و  هزينه  با  پژوهش  اين 
قدرداني بدينوسيله  كه  شد  انجام  كردستان  پزشكي  علوم   دانشگاه 

مي شود. همچنين نويسندگان مقاله مراتب تقدير و تشكر خود را از 
حسن همكاري پژوهشكده رويان ابراز مي دارند.
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