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Abstract 
 

Background and purpose: Dental pulp stem cells (DPSCs) with the ability to differentiate into 

different types of adult cells have provided a new vision in the treatment of various diseases. However, 

different challenges remain with differentiation methods to produce insulin-producing cells (IPCs). In the 

present study, the differentiation of dental pulp stem cells into IPCs using platelet-rich plasma (PRP) has 

been addressed. 

Materials and methods: In this experimental study for generation of IPCs, DPSCs were 

cultured in the first step, and then to confirm the characteristics of stem cells, the morphology of stem 

cells was confirmed by microscopic observation, and then the expression of CD90 and CD105 markers 

assessed by flow cytometry. After confirming the pluripotency of the stem cells, a 18days differentiation 

protocol into IPCs began. Following that, pancreatic endocrine genes such as insulin, pdx1, glut2 and 

glucagon were analyzed using Real-Time PCR. Insulin and C-peptide release was assessed using ELISA. 

To investigate the effect of platelet-rich plasma on cell viability, the MTT test was performed. 

Results: Results showed that the use of the above-mentioned differentiation protocol, in the 

differentiation group containing PRP, the cells resembled Langerhans islet clusters. The expression of 

pancreatic endocrine genes in the differentiation group containing PRP was significantly higher than the 

other groups. Additionally, in two differentiation groups with and without PRP, the cells responded 

differently to glucose concentrations compared to insulin and C-peptide release. Furthermore, the rate of 

cell proliferation in the differentiation group containing PRP was higher than the other groups. 

Conclusion: Based on the availability of dental pulp stem cells and PRP, the absence of invasive 

methods for obtaining these resources, as well as the low immunogenicity due to the use of the patient's 

tissues, seems to be appropriate method for producing insulin-secreting cells. 
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 پژوهشـی

 

( بر روی تمایز سلول های بنیادی PRPتاثیر پلاسمای غنی از پلاکت )
 مشتق از پالپ دندان به سمت سلول های انسولین ساز پانکراس

 
 1 رضا اسحاقی گرجی

 3و2سید احسان اندرامی
 4ریحانه نصیری منصور

 2و5هادی حسن نیا

 6محمدفواد اباذری

 چكیده
های فرد بالغ، چشم ( با قابلیت تمایز به انواع مختلفی از سلولDPSC) های بنیادی پالپ دندانسلول و هدف: سابقه

های ها فراهم کرده است. با این حال بازدهی روش تمایز، برای تولید سلولانداز جدیدی را در درمان انواع بیماری
های بنیادی پالپ دندان به لولباشد. در مطالعه حاضر، به تمایز سهای مختلفی مواجه میبا چالش (IPC)تولیدکننده انسولین 

 .پرداخته شده است (PRP)کننده انسولین با استفاده از پلاسمای غنی از پلاکت های تولیدسمت سلول
های بنیاادی پالاپ دنادان ، در مرحله اول سلولIPCهای برای تولید سلولمطالعه از نوع تجربی  این در ها:مواد و روش
های بنیادی با مشااهده میرروساروپی، های بنیادی، مورفولوژی سلولایید خصوصیات سلولاند و سپس برای تکشت داده شده
با فلوسایتومتری و پتانسیل تمایزسلول بنیادی به سمت چربی مورد ارزیابی قرار گرفت. بعاد  CD105و  CD90 هایبیان شاخص

های تولیدکننده انسولین شروع شاد. ساپس لولروزه تمایز به سمت س 81از تایید خصوصیت چند توانی سلول بنیادی، پروترل 
، Real_Time PCRباا اساتفاده از روش  glucagonو  insulin ،pdx1 ،glut2ژن های مرباو  باه انادوکرین پانرراسای شاامل 

 بر روی حیات سلول ها با استفاده از تسات زناده PRPپپتید ترشح شده با استفاده از الایزا و بررسی اثر _سنجش انسولین و سی
 نیز مورد ارزیابی قرار گرفت. MTT))مانی سلولی 

هاا باا ، سالولPRP در گاروه تماایزی حااوی نتایج نشان داد که با استفاده از پروترل تماایزی ناامدرده شاده، ها:یافته
هاای مرباو  باه انادوکرین پانرراسای در گاروه اند. بیاان ژنهای جزایر لانگرهانس حاصل شدهمورفولوژی شدیه به خوشه

هاا در دو گاروه تماایزی چناین ایان سالولهای دیگر بوده است. همصورت معناداری بالاتر از گروهبه PRPمایزی دارای ت
پپتیاد  _های متفاوت گلوکز نسدت به ترشاح انساولین و سایبازدهی متفاوتی در مواجهه با غلظت PRPو فاقد  PRPدارای 
 .ها بوده است، بالاتر از سایر گروهPRPدارای  اند. علاوه بر این نرخ ترثیر سلولی در گروهداشته

دسات ووردن ایان های تهاجمی برای بهبدلیل دردسترس بودن و عدم نیاز به روش PRPو  DPSCاستفاده از  استنتاج:
رساد یار روش هدفمناد بارای تولیاد های خاود فارد باه نظار مایدلیل استفاده از بافتزایی پایین بهچنین ایمنیمنابع و هم

 .باشدکننده انسولین میهای ترشحولسل
 

 کننده انسولین، تمایزهای تولیدپلاسمای غنی از پلاکت، سلول های بنیادی پالپ دندان،سلول واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
غادد درون  یهاایمااریب نیترعیاز شا ، یریابتید
در هماه کشاورها از  یطاور قابال تاوجهاست که به زیر

براساس گزارش سازمان  .ته استیافگسترش  رانیجمله ا
 شیزاااافال اادر ح ابتاای(، دWHOداشت )ابه یااناجه

 

 :ehsan.enderami@gmail.com E-mailجاده خزروباد، مجتمع دانشگاهی پیامدر اعظم، دانشرده فناوری های نوین پزشری       81ساری: کیلومتر  -سید احسان اندرامی مولف مسئول:

 رانیا ،یمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشر ،ییدانشجو قاتیتحق تهیکمی علوم وزمایشگاهی، دانشجوی کارشناس .8
 مرکز تحقیقات ایمونوژنتیر، دانشگاه علوم پزشری مازندران، ساری، ایراناستادیار، . 2
 ایران . گروه زیست فناوری پزشری، دانشرده فناوری های نوین پزشری، دانشگاه علوم پزشری مازندران، ساری،3
 های نوین پزشری، دانشگاه علوم پزشری مازندران، ساری، ایرانفناوریدانشرده  ،ییدانشجو قاتیتحق تهیکمبافت، . دانشجوی دکتری تخصصی مهندسی 4
 ، ایرانومل. گروه علوم وزمایشگاهی، دانشرده پیراپزشری ومل، دانشگاه علوم پزشری مازندران، 5
 عصاب، شاخه علوم پزشری، برنامه پزشری جزیره ونرور، دانشگاه بریتیش کلمدیا، ویرتوریا، کانادادانشجوی دکتری تخصصی علوم ا. 6

 : 21/1/8442 تاریخ تصویب :             6/1/8442 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            24/4/8442 تاریخ دریافت 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

09
 ]

 

                             2 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-20007-fa.html


   
 و همکارانی گرج یرضا اسحاق     
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 پژوهشـی

 

 

تواناد دیابت و میزان غیرطدیعی قنادخون مای .(8،2)است

عامل نابینایی، نارسایی کلیه و قطاع انادام تحتاانی باشاد. 

 یهاایمااریدر ب ریاعامال مارو و م ریعنوان به اغلب

 نوع ابتید .(3)شودیدر نظر گرفته م یو سرته مغز یقلد

کننده دیبتا تول یهاسلول بیتخر لیبه دل (T1DM) یر

وابسته باه  به صورت خود ایمن،پانرراس  ریجزا نیانسول

پاانرراس و  یبتا یهااست. از دست دادن سلول نیانسول

 است. ابتیظهور عوارض د یاز عوامل اصل نیکمدود انسول

جمعیاات بیماااران درصااد از  84تااا  5 ،ریاانااوع  ابااتید

کنتارل  یروش بارا نیتارجیارا شود.یرا شامل م یابتید

 یاثربخشا رغمیاست. عل نیانسول قیتزر T1DM تیوضع

را  طیتواند شرایون درکاهش سطح گلوکز خون، تنها م

درمان در نظر گرفات.  ریتوان ون را یکنترل کند و نم

 یتواناد بارایماانساولین  روزاناه قیا، تزرعلاوه بار ایان

. (4،5)داشاته باشاد ییباالا نهیهز دردناک باشد و مارانیب

 ،هاای بتاا را دارنادکه توانایی تولید سلول یادیبن یهاسلول

هسااتند کااه مطالعااات  یدیااجد دوارکنناادهیام یابزارهااا

 ریدپا یتا منابع تجداند ها متمرکز شدهون یبر رو یاریبس

 .(6-1)را گسااترش دهنااد ریااجزا نیگزیجااا یهاساالول

 یادیابن یهااسالول یبه دو دساته اصال یادیبن یهاسلول

شااوند. یماا میبااالغ تقساا یادیاابن یهاااو ساالول یناایجن

 یاعضاا نیتار( مهمMSCs) یمیمزانش یادیبن یهاسلول

عناوان منداع باالغ هساتند و باه یادیابن یهاخانواده سلول

پاانرراس در  یهاایمااریدرمان ب یمناسب برا اریبس یسلول

 یهااسالول .(9)ر گرفته استمورد توجه قرامحققان  نیب

 طیدر شاراچنادتوانی را  زیتماا ییتوانا یمیمزانش یادیبن

 لیابه دل یمیمزانش یادیبن یهادارند. سلول یشگاهیوزما

 یباارا دیااکاند نیراحاات و اتولااوو بااودن بهتاار ریااترث

 یهااسالول. (84-82)ول هساتندبار سال یمدتنا یهادرمان

توان در خارج از بدن باا اساتفاده از عوامال یرا م یادیبن

را باه  هاتوان ونیمچنین هم کشت داد یسیرشد و رونو

. (83-85)داد زی( تمااIPC)نیکننده انساولدیتول یهاسلول

بار  یمحققاان اساتفاده از درماان مدتنا ر،یااخ یهادر دهه

انتقاال  یهااباا اناواع ناقل اباتیدرماان د یسلول را بارا

مطالعااه تمااایزی  یهاااطیمختلااو و مح هااایژندهنااده 

 (،DPSCsپالاپ دنادان ) یادیبن یهاسلول .(86-81)اندکرده

 یدمناس یدایهستند، کاند یمیمزانش یادیبن یهاکه سلول

 ییهااز دنادان یبه راحتا رایهستند، ز یدرمانسلول یبرا

بادون اقادامات  شوند،یم دهیکش یارتودنس لیکه به دلا

 نادیویدسات مابهبرای استخراج سلول بنیادی،  یتهاجم

ها نرخ رشاد باالایی دارناد و تواناایی ین این سلولنچهم

باشاند کاه حتای پاس از ا نیز دارا مایرتوانی تمایز چند 

یرای از  .(89)شاوندانجماد طولانی مدت نیز، حفا  مای

 یپلاساماعواملی که اثرات مفیدی بر پیوند اتولاوو دارد، 

 یطایاز خون محاست که ( PRP) یاز پلاکت انسان یغن

هاا و رشد متعادد، پلاکت یفاکتورها .(24)شودمی مشتق

 یهاسالول زیتما لیپتانس توانندیم PRPموجود در  نیدریف

باااه  ژهیوباااه یسااالول یهااااتماااام دودمان دررا  یادیااابن

 .(28-23)دهناد شیافازا نیکننده انسولدیتول بتا یهاسلول

 یو بازسااز یسالول زیتواناد تماایم PRPمفهوم که  نیا

اساتوار اسات کاه  تیاواقع نیاکناد بار ا تیبافت را تقو

مختلو را  هچسدند یهاها عوامل رشد و مولرولپلاکت

از جملاه فااکتور  ییهااکنند که شاامل مولراولیوزاد م

 نیرشد شاده انساول فاکتور (،PDGFرشد مشتق از پلاکت )

(IGF-1فاکتور رشد اندوتل ،)یعروق الی (VEGF فااکتور ،)

 یدرمیااپ ( و فاکتور رشادbFGF) هیپا دروبلاستیرشد ف

(EGFفاکتور رشد هپاتوسا ،)تی (HGFو ،)ن،یتارونرتی 

 یهاااکااه توسااط گرانااول یعااوامل ریو سااا نیداارونرتیف

رشاد و  یفاکتورها. (28،22)است شوندیترشح م یپلاکت

ممرن است نقاش  PRPموجود در ه چسدند یهامولرول

داشاته باشاند.  IPCبه  یادیبن یهاسلول زیدر تما یموثر

PRP یفاکتورهاا نیاااتولاوو  تیماه لیدلممرن است به 

ی از جملاااه بهداااود گااارید دیااامف یرشاااد، کاربردهاااا

ماده  نیا ن،یداشته باشد. علاوه بر ا زین های تمایزپروترل

باا  .(6،24)شودمحسوب میمقرون به صرفه و در دسترس 

بارای مطالعاه  نیا، در اارد ذکار شادهاهمیت موتوجه به 

پالپ  یمیمزانش یادیبن یهاسلول زیتما لیپتانساولین بار 

 طیدر مح نیکننده انسولدیبالغ تول بتا یهابه سلولدندان 
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 ایان گیرد.مورد بررسی قرار می PRPشده با  نهیکشت به

 ریانیکلمراجعه کنندگان باه  مطالعه از نوع تجربی و در

پاژوهش ز کساب کاد اخالار در پاس ا یطوب یوموزش

(IR.MAZUMS..REC.1400.10233و رضااایت ) نامااه

وگاهانااه انجااام شااد. لازم بااه ذکاار اساات کااه تمااامی 

 وزمایشات سه مرتده تررار شد.
 

 (MSCs)نشیمی های بنیادی مزاجداسازی و کشت سلول -
هااای بنیااادی مزانشاایمی پالااپ دناادان طدااق ساالول

طاور خلاصاه به .(25)پروترل مطالعات پیشین جدا شدند

 کلینیاردر  پالپ دندان انسان از مولر سوم نهفته افراد ساالم

 یدنادان معماول دنیحت عمل کشوموزشی طوبی، که ت

شاده باا  دهیکشا یهااناداند قرار داشتند، استخراج شد.

 درصاد 8( متشارل از PBS ،Gibcoبافر فسفات ) نیسال

(v/vپناا )نیساایاسترپتوما-نیلیساای (Invitrogen ،USA )

 یدنادان یهابافت پالپ دندان از حفره تشو داده شدند.شس

باه قطعاات  لیاساتر یجراحا یچایخارج شد و توساط ق

گارم  یلایم 3پالپ با  یهاکوچر خرد شد. سپس بافت

 4( و Roche Diagnostics) Iناوع  کلاژنااز تریلیلیدر م

مدت ( بهSigma-Aldrich) سپازید تریلیلیگرم در میلیم

 میبا هم زدن ملا گرادیدرجه سانت 31 یساعت در دما 8

 نیاا ،بقایاای سالولیح ف هر گوناه  یبرا .هضم شدند

 یلونیناا یتاور ریاها از داخل مخلو  با عدور دادن سلول

 xg 444دور  هاا درسلول .شد لتریف یررومتریم 14با مناف  

 DMEM/F12شاادند و در  وژیفیسااانتر قااهیدق 5ماادت بااه

 گاااو  نیدرصااد ساارم جناا 84همااراه بااا )نیتااا فناااوران( 

(FBS ؛Invitrogen ،)2 نیگلوتااااام-مااااولار الیلاااایم 

(Sigma-Aldrich )درصد8و(v/v )نیسیاسترپتوما -نیلیسیپن 

 5باا  گارادیدرجه ساانت 31 یو در دماکشت داده شدند 

 .در اتاقر مرطوب شده انروبه شدند CO2 درصد

 

 (PRP)تهیه پلاسمای غنی از پلاکت  -

 یادو مرحله وژیفیلاکت با سانتراز پ یغن یپلاسما

 تاامخاون  تاریلیلایم 84طور خلاصاه، به .(6،26)شد هیته

 دیمعرف اسا تریلیلیم 8 یحاولوله فالرون  تازه انسان در

شاد.  یووردکستروز به عنوان ضد انعقااد جماع تراتیس

 دور در یشاگاهیوزما وژیفیدر ساانتر هتراتیسپس خون س

xg254  پاس از ون،  شاد. وژیفیساانتر قاهیدق 84به مدت

 وژیفیساانتر و شد یوورجمعافی کوت همراه با ب پلاسما

پلات  انجام شاد. قهیدق 84مدت به xg 8444دور  دوم در

 2با استفاده از  لوله فالرون یپلاکت انداشته شده در انتها

 PRPشد تا  یووراز پلاکت جمع ریفق یپلاسما تریلیلیم

از  ریافق یپلاسما به عنوان پلاسما ییرو عیشود. ما دیتول

درجاه  -14 یدر دماا PRPشد. محلاول پلاکت استفاده 

 .ردیقرار گ همورد استفاد ندهیتا در و ،شد رهیذخ گرادیسانت

 

 های بنیادی با فلوسیتومتریتعیین خصوصیات سلول -
که شامل  یطیدر محهای بنیادی پالپ دندان سلول

DMEM/F12  درصد  84وFBS ندکشت داده شد ،بود .

شدند. در پاسااژ  داده پاساژ رداریروز  4تا  3ها هر سلول

جاادا شاادند و حاادود  EDTA-نیپساایهااا بااا تر، ساالول3
لولااه  نیبااه چنااد DMEMساالول تاار معلااق در  10×55

 قاهیدق 5به مدت  xg 8244 روددر  شدند و سپس میتقس

سارم  تریلیلیم 8مجدداً در پلت سلولی  .شدند وژیفیسانتر

 یدر دماا قهیدق 34مدت سپس محلول به معلق شد و یانسان

 xg دورباا  سپس محلاول .شد حف ن گرادیدرجه سانت 4

دست ومده هب شد. پلت وژیفیسانتر قهیدق 5مدت به 8244

معلاق  PBS( سارم باز در v/v) درصد 3در  از سانتریفیوژ

 یهاایباادیاز جملاه ونتا ییهاایباادیونتاو ساپس  شد

CD105  وCD34  نیتریراااواریفنشاااان دار باااا (PE)  و

 نشااان دار بااا CD90ی موشاا یضااد انسااان یبااادیونتاا

سااعت بار  8، به مدت (FITC) اناتیوسیزوتیفلورسنت ا

 PBSپس از شستشو با  ت،یدر نها وبه شد.اخ انراروی ی

 پلاات قااه،یدق 5ماادت بااه 1200xgدر دور  وژیفیو سااانتر

و  معلاق قارار گرفاتبه صاورت   PBSمجدداً در داخل

افازار نارمباا  یتومتریفلوساا دستگاه ها با استفاده ازلولس

FlowJo version 7.6 د.شدن زیونال 
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 تمایز به چربی -
در  3سالول در پاسااژ  10×32 ،یچرببه  زیتما یبرا

 و کشت داده شادندپلیت چهارخانه  ریهر چاهر در 

 8بااا  DMEM یکشاات اختصاصاا طیمحاا تااریلیلاایم 5/4

 تاریدر ل رروماولیم 64دگزامتاازون،  تاریدر ل ررومولیم

و  مااولارررویم 1/8 نیانسااول تااریرولریم 5 ن،یندومتاساایا

 تماامی ماواد از) نیگازانتلیامت لیزوبوتیا تریررولیم 454

Sigma-Aldrichها اضاافه شاد. دو چاهار ر( به چاه

 84مرمال باا  DMEMعنوان گروه کنترل در معارض به

در معارض  گریدر دو چاه قرار گرفتند و FBS درصد

روز هار محایط کشات قرار گرفتند.  یزیتما طیمح ری

باا  افتهی زیتما یهاروز، سلول 28شد. پس از یض میعوت

گاراد یدرجاه ساانت 4 یدرصد در دماا 4 دیپارافورمالدئ

شستشاو  PBSشادند و توساط  تیاتثد قاهیدق 24مدت به

O (Oil red )بااا رناا   قااهیدق 5ماادت داده شاادند و بااه

 .(21)ومیزی شدندرن 

 

تمایز وزمایشگاهی سلول بنیادی مزانشیمی پالپ دندان  -
 به سلول تولیدکننده انسولین
هاای بنیاادی مزانشایمی پالاپ در این مطالعه سلول

، 3دندان، بعاد از تعیاین خصوصایات و وناالیز در پاسااژ 

هاای تحقیاق در ایان گاروه مورد استفاده قارار گرفتناد.

پالپ دندان در های بنیادی مطالعه عدارتند از گروه سلول

های بنیاادی پالاپ دنادان محیط غیرتمایزی،گروه سلول

هاای بنیاادی گروه سالول، PRPدر محیط تمایزی بدون 

بااود. از یاار  PRPپالااپ دناادان در محاایط تمااایزی بااا 

های بنیادی ای برای القای سلولپروترل تمایز سه مرحله

های تولیدکنناده انساولین مزانشیمی پالپ دندان به سلول

(IPCاستفاده شد )(4).  های بنیادی در ، سلول8در مرحله

 25)نیتااا فناااوران( بااه حجاام  DMEMحاااوی  Iمحاایط 

مااول در لیتاار میلاای 5/4مااول در لیتاار بااه همااراه میلاای

 2 به مادت PRPدرصد  5( و Invitrogenبتامرکاپیتواتانول )

، CO2درصاد  5گاراد و درجاه ساانتی 31روز در دمای 

محاایط  هااا در، ساالول2کشاات داده شاادند. در مرحلااه 

درصاد ومینواسایدهای غیرضاروری 8حااوی  IIتمایزی 

(Invitrogen،) 24 فاااکتور رشااد  تااریلیلااینااانوگرم در م

 تاریلیلایم نانوگرم در 24، (EGF,Sigma-Aldrichی)درمیاپ

(، bFGF, Sigma-Aldrih) هیپا دروبلاستیفاکتور رشد ف

 B27درصد 2(، Sigmaمیلی مول بر لیتر ال گلوتامین ) 2

(Invitrogen ،)84 لیتااار ناااانوگرم در میلااایexendin-4 

(Sigma-Aldrich و )درصد 2PRP روز کشات  6مادت به

 IIIها در محایط تماایزی ، سلول3اده شدند. در مرحله د

  نیبتاسااااالول تاااااریلیلااااایناااااانوگرم در م 84حااااااوی 

(Sigma-Aldrich ،)2  درصاادB27  ،84 مااول در میلاای

ناانوگرم در  84(، Sigma-Aldrichلیتر نیراوتین ومیاد )

ناانوگرم در  A (Sigma-Aldrich ،)84لیتر اکتیوین میلی

روز  6ماادت بااه PRPدرصااد exendin-4 ،8لیتاار میلاای

و  2کشت داده شدند. لازم به ذکر است کاه در مراحال 

، هر دو روز یار باار محایط تماایزی باا محایط تاازه 3

 جایگزین شد.

 

 (MTT)تست زنده مانی سلولی  -
هاای سالول ریاترث ییو توانا نیمازنده  ،یچسدندگ

در  PRPبنیادی پالپ دندان در حضاور یاا عادم حضاور 

روز  1 یدر طا MTTباا اساتفاده از روش محیط کشات 

 متریدر هر سانتسلول  10×34 انجام ون، یبرا .شدند نییتع

 5گاراد، یدرجاه ساانت 31 یمربع کاشته شدند و در دماا

 24سااپس بعااد ازگ شاات  .(6)دانروبااه شاادن CO2درصااد 

میررومولار از  2و  5/8، 8، 5/4دوزهای متفاوت  ساعت

PRP .5، 3، 8 یدر روزها به محیط کشت اضافه گردید 

محلااول  تااریررولیم RPP ،54از اضاااقه کااردن پااس  1و 

MTT (3-[4،5-2-لیااازولیت-لیاامت ید]-لیاافن ید 5، 2 

 تاریلیلایگرم بار میلیم 5 یی( با غلظت نهادیبروما ومیتترازول

پس از  .اضافه شد ربه هر چاه FBSبدون  DMEMدر 

 یشد و بلورهاا رهیوسپ ییرو عیما ون،یساعت انروباس 3

( حل DMSO) دیسولفوکس لیمت یفورمازان با افزودن د

 514در طول ماوج شده  تولیدرن   ینور. ج ب شدند

 .شد یریگاندازهالایزا ریدر  با دستگاهنانومتر 
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 از پلاکت بر پالپ دندان  يغن یپلاسما ریتاث
 

 2042 آذر ، 2شماره ویژه نامه  ،دوره سي و سوم                              مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                         6

، Real-Time PCR insulin ،pdx1و  RNAاساتخراج  -
glut2  وglucagon ،RNA 

هااای مربااو  بااه اناادوکرین ژنباارای بررساای بیااان 

کل از  RNA و pdx1 ،glut2 ،glucagonپانرراسی شامل 

هر دو گروه )با  افتهی زیتماهای بنیادی پالپ دندان لسلو

PRP بدون  وPRPاستخراج  تی( و گروه کنترل با کRNA 

. قدال از انجاام ( اساتخراج شادرانیاا وزماا، زیتجه رتای)

رونوشت برداری معروس، باه منظاور حا ف ولاودگی 

DNA  ژنومی از ونزیمDNaseI  فاقاد(RNase اساتفاده )

شد. به منظور انجام رونوشت برداری معراوس بار روی 

RNA استخراج شده و تولید DNA ( مرمالcDNA از )

( و کیاات random hexamerپرایماار رناادوم هگزاماار )

دقیقاه  64صاورت استفاده شد. پروترل باه cDNAز سنت

درجاه  14دقیقاه در  5گاراد و درجه ساانتی 42در دمای 

 Real-Time PCR با توجه به دستورالعمل، گراد وسانتی

 )ورین ژن گستر، ایاران( Syber-greenبا استفاده از کیت 

میررولیتار  24با حجام  ABI Step One plusو دستگاه 

 لی پرایمرهای ماورد اساتفاده در جادولبه توا انجام شد.

 اشاره شده است. 8 شماره
 

 Realتاوالی پرایمرهاای ماورد اساتفاده در تسات  :1جدول شماره  

Time PCR 
 

Product size  
(bp) 

Primer sequences Human genes 

846 Forward:5'-AAGCTCACGCGTGGAAAGG-3' 

Reverse:5'-CGGCCGTGAGATGTACTTGTT-3' 
 

Pdx1 

824 Forward:5'-GCAACGTTCCCTTCAAGACAC-3' 

Reverse:5'-ACTGGTTAATGTGCCCTGTG-3' 
 

Glucagon(Gcg) 

15 Forward:5'-TCTACCTAGTGTGCGGGGAA-3' 

Reverse:5'-TCCACCTGCCCCACCTG-3' 
 

Insulin 

841 Forward:5'-TCACTGCTGTCTCTGTATTCC-3' 

Reverse:5'-TGCTCACATAACTCATCCAAG-3' 
 

Glut2 

826 Forward: 5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3' 

Reverse: 5'-GTTGCTGTAGCAAATTCGTTGT-3' 
GAPDH 

 
  پپتید -سنجش وزادسازی انسولین و سی -

)باا و بادون در گروه کنتارل و گاروه تماایز یافتاه 

PRPیهااباه غلظت دیاپپت -سی و نیانسول ی(، وزادساز 

 یریگ( انادازهمولاریلیم 25و  85، 5/5مختلو گلوکز )

 ختاهیدور ر رهر چاها مایع روییشد. به طور خلاصه، 

در باافر تاازه ها شساته شاد و سالول PBSشد و سپس با 

( بادون KRBکربناات )یبا نگاریر-وماده شاده کاربس

 یهاسپس غلظت ساعت انروبه شدند. 2مدت گلوکز به

 31 یهاا اضاافه شاد و در دماامختلو گلوکز به چاهر

 قاهیدق 34مادت باه CO2 درصاد 5باا  گرادیدرجه سانت

در  دیاپپت -سایو  نیترشاح انساول ت،یدر نها انروبه شد.

 ELISA تیامختلو گلاوکز توساط ک یهاپاسخ به غلظت

(Mercodiaونال )توسط نوری ون  ج ب وشد  زی، سوئد

 .شدخوانده نانومتر  454طول موج در دستگاه الایزا ریدر 

 

 ونالیز وماری -
ترارار انجاام شاد. مرتداه در سه  شاتیوزمای مامت

 tطرفه و وزماون  ری انسیوار زیها با استفاده از ونالداده

توساط  جینتا .شد انیب ارمعیو انحراف نیانگیصورت مبه

، GraphPadزار اافارما)ن GraphPad Prism 9زار اافرمان

La Joiia ،California45/4 ریشااد و مقاااد می( ترسااP< 

 .شد نییدار تعیمعن
 

 یافته ها
 افتهین زیتماهای بنیادی پالپ دندان سلول اتیخصوص
 دشاومشاهده می (A8تصویر شماره طورکه در )همان

ساطح سالول  ینشاانگرها یتومتریفلوسا لیو تحل هیجزت

 94) و CD90 درصاد( 844) از ییباالا انیاب ،3در پاساژ 

را نشان داد درحالی که بیان بسیار کمی  CD105 درصد(

نشان داده شده است. نتایج تست  CD34درصد(  1/4از )

های بنیادی پالپ فلوسایتومتری مارکرهای سطحی سلول

 CD90دهد که مارکرهای سوم نشان می دندان در پاساژ

باشاد کاه منفای مای CD34مثدات و ماارکر  CD 105و 

تاییدکننده هویت سلول بنیادی مزانشیمی استخراج شاده 

 هاایچنین در زیر میرروسروپ معروس، سلولهم است.

غیار  صاورتباه (P0)در پاساژ صافر  بنیادی پالپ دندان

 (1Bماره تصویر شا)دوکی شرل و چسدیده مشاهده شد 

های بنیادی پالپ دنادان باه سلول (P3)اما در پاساژ سوم 

تصاویر صورت دوکی شارل و چسادیده مشااهده شاد )

هاای چناین تماایز سالول. در این مطالعه هم(C-8شماره 

های چربی القا شد که بنیادی پالپ دندان به سمت سلول
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بااا مشاااهده واکوئاال و ی، چرباابااه  زیتماااروز  28بعااد از 

(. D8 تصاویر شامارهشد ) دییتا Oil red O یزیومرن 

هاای بنیاادی پالاپ سالولتاوانی چناد  تیاقابل جینتا نیا

 کرد. دییرا تا یدودمان مزودرم لیتشر یبرا دندان
 

هاای بنیاادی پالاپ سلول زیتما یریلوژومورف راتییتغ -
 های تولیدکننده انسولینسلولبه دندان 

فتاه طداق هاای بنیاادی پالاپ دنادان تماایز نیاسلول

 های تولیدکنناده انساولین تماایزپروترل ذکر شده به سلول

انااد و در روز اخاار تمااایزی، گااروه تمااایزی دارای یافتااه

PRPهاای جزایار ها مورفولوژی شادیه باه خوشاه، سلول

 که درگروه تمایزیلانگرهانس پیدا کرده بودند در صورتی

هاا صارفا در کناار ، در روز اخار تماایز سالولPRPفاقد 

 هااییگر جمع شده بودند و مورفولوژی شدیه به خوشهردی

 (.2جزایر لانگرهانس مشاهده نشد )تصویر شماره 
 

های بنیادی پالاپ دنادان در طاول قابلیت حیات سلول -
 های تولیدکننده انسولین تمایز به سلول
اثارات مراحال مختلااو  نیایتع یبارا MTTتسات 

در  یسالول ریاترث ایزنده ماندن  یبر رو زیتما یهاروش

سارعت نشاان داد کاه  جینتاا .شداعمال طول هفت روز 

 نسادت PRPترثیر در همه روزها در محیط تمایزی دارای 

تار باود. در روزهاای بایش PRPبه محیط تمایزی بدون 

 PRPاول و سوم، سرعت ترثیر در محیط تمایزی دارای 

تر بوده اماا ایان بیش PRPنسدت به محیط تمایزی بدون 

 داری نداشته است. در روزهاای پانجمفاوت معنیافزایش، ت

نسادت  PRPو هفتم، سرعت ترثیر در محیط تمایزی باا 

تر بوده و این افازایش، بیش PRPبه گروه تمایزی بدون 

 .(8)نمودار شماره  داری بوده استدارای تفاوت معنی
 

هااای مربااو  بااه اناادوکرین پانرراساای در بررساای ژن -
 های تمایز یافتهسلول

 یهااپاانرراس توساط ژن ترامالدر  mRNA انیب

 ،Pdx-1 ،Insulin، Glucagonمانند اندوکرین پانرراسی 

Glut-2 هاای تولیدکنناده سلول به زیتما یانیدر مرحله پا

 گیری شد.اندازه Real-Time PCRی با روش کم انسولین،

نشاان داده شاده اسات،  2شماره  نمودارطورکه در همان

 Pdx-1 ،Insulin، Glucagon، Glut-2 هاایژن کام انیب

های تولیدکنناده انساولین مشاتق تمایزی سلولدر گروه 

 ییشناساا PRPهای بنیادی پالپ دندان بادون شده از سلول

 یهاسلول، PRPبا تمایزی  در گروهطور کلی به ماا شد.

 دهد.رانشان می م کور یهااز ژن ییبالا انیب افتهی زیتما
 
 

 
 

های بنیادی پالپ دنادان در : نتایج تست فلوسایتومتری مارکرهای سطحی سلول (A)تصویر .تعیین هویت سلول های بنیادی مزانشیمی :1تصویر شاره  
در  های بنیادی پالاپ دنادان: سلول(C)تصویر صورت چسدیده و غیر دوکی. به  (P0)های بنیادی پالپ دندان در پاساژ صفر : سلول(B)پاساژ سوم. تصویر 

هاای بنیاادی پالاپ تماایز سالول :(D)های بنیادی مزانشایمی(. تصاویر به صورت چسدیده و دوکی شرل )مشخصه مورفولوژی سلول (P3)سوم پاساژ 
 روزه 28دندان به سمت بافت چربی با استفاده از پروترل 
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تغییارات مورفولاوژیری تماایز سالول هاای بنیاادی  :2تصویر شاره  

روز،  81پاس از  تولیدکننده انسولینهای پالپ دندان به سمت سلول
هاای با ساختار شدیه باه خوشاه PRP(: گروه تمایزی دارای Aشرل )

که که سلوال  PRP(: گروه تمایزی فاقد Bجزایر لانگرهانس شرل )
ها صرفا در کنار یردیگر جمع شاده اناد و بای شاداهت باه سااختار 

 خوشه های جزایر لانگرهانس

 

 
در  ترثیر سلول های بنیادی پالپ دندان ی ونزنده ما :1شاره   ناوداه
 MTT. تستتوسط  زیتمامدت طول 
 .نشان داده شده استMean ±SD  صورتدر هر نمودار به ادیرمق
**48/4>P   

W/O PRP گروه تمایزی فاقد :PRP  
With PRP گروه تمایزی دارای :PRP 

 

 
، Pdx-1 ،Insulin ،Glucagonهاای بیاان نسادی ژن :2شماره   ناوداه

Glut-2 هاای تولیاد کنناده انسااولین در مرحلاه انتهاایی تماایز سالول
   .هاهای بنیادی پالپ دندان. مقدار بیان ژنمشتق شده از سلول

  .نشان داده شده استMean ±SD  صورتدر هر نمودار به ادیرمق
**  :48/4>P   

**  :448/4>P   

****  :4448/4>P   

W/O PRP گروه تمایزی فاقد :PRP  
With PRP گروه تمایزی دارای :PRP 

Contolگروه غیر تمایزی : 

 گلوکز ریدر پاسخ به تحر پپتید_سی و  نیترشح انسول -
هاای در این مطالعه به منظور بررسای پاساخ سالول

 هاای مختلاوسااز نسادت باه غلظاتتمایز یافته انسولین

باا پپتیاد _سای و نیانساول یوزادسااز باه منظاورگلوکز 

 (Mecodia ,Winston–Salem ,NC) تیااساتفاده از ک

 85، 5/5 منظور از سه غلظت متفاوتبدین استفاده شدند.

گلوکز استفاده شاد. ترشاح انساولین در  مولارمیلی 25و 

 PRPنسدت به گروه تمایزی بدون  PRPتمایزی با  گروه

های گلوکز بیشاتر باوده و گروه کنترل در تمامی غلظت

گلوکز ،ترشح  ولارمیلی م 25و  85است ولی در غلظت 

نسدت به گاروه کنتارل  PRPانسولین در گروه تمایزی با 

تاار و دارای تفاااوت باایش PRPو گااروه تمااایزی باادون 

ترشاح سای  (.A 5 شاماره نمودار (داری بوده استیمعن

 نسدت به گروه بدون  PRPپپتید نیز در گروه تمایزی با 

PRPهای گلاوکز بیشاتر و گروه کنترل در تمامی غلظت

گلاوکز،  ماولارمیلای 25و  85ده است ولی در غلظت بو

نسادت باه  PRPپپتیاد در گاروه تماایزی باا  -ترشح سی

داری یصاورت معناو گروه کنترل باه PRPگروه بدون 

 (.B 3 نمودار( تر بوده استبیش

 

 
 

 
 

های بنیادی پالپ دندان گاروه کنتارل و اسخ سلولپ :3شاره   ناوداه
هاای تولیدکنناده انساولین در مواجهاه باا ولتمایز یافته به سمت سال
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در ترشاح  ماولاریلایم 25و  85، 5/5غلظت هاای متفااوت گلاوکز 
  .(B)پپتید  _و سی (A)انسولین 
  .نشان داده شده استMean ±SD  صورتدر هر نمودار به ادیرمق
**  :45/4>P   

**  :48/4>P   

W/O PRP گروه تمایزی فاقد :PRP  
With PRPزی دارای : گروه تمایPRP 

Contolگروه غیر تمایزی : 

 
 بحث

 هاایطراحی وزمایشی این مطالعه، شامل تمایز سالول

هااای تولیدکننااده بنیااادی پالااپ دناادان بااه ساامت ساالول

 .(6)طدق پروترال باوده اسات PRPانسولین با استفاده از 

و  T1DMدرماان  یبرا یادیز زیتما یهااگرچه پروترل

 یادیبن یهااز سلول های تولید کننده انسولینسلول دیتول

 یهااز مشرلات عمده در پروترل یریاند، شده یطراح

ی باه دنداال سالول تیاوپوپتاوز در جمع ینرخ بالا ز،یتما

 در محیط تماایزیو کمدود فاکتورهای رشد  FBSح ف 

هستند و  نهیعوامل رشد پرهز نیا گر،ید یاز سوباشد می

 هاای کشااتمحاایططاور جداگانااه باه هاا بااهافازودن ون

تاوان یرا ما PRPشود. یم یادیز یباعث بار مالیزی تما

و  یعایدست وورد و مندع طدبه یطیاز خون مح یبه راحت

است که ممرن اسات  یرشد و مواد یاز فاکتورها یغن

 .(21)باشد ازیمورد ن لولس یو زنده مان زیتما یابر

 یهااشود، مولراولیم ریتحر PRPکه  یهنگام

کند که در یا وزاد مر یادیرشد ز یچسدنده و فاکتورها

کننده انسولین های تولیدسلولبه  یادیبن یهاسلول زیتما

 نیدااارونرتیو ف EGF ،bFGF ،HGF ،VEGF-Aمانناااد 

 یالقاا یبرا PRP در این مطالعه نیبنابرا .(24)نقش دارند

هاای تولیاد به سمت سلول های بنیادی پالپ دندانسلول

 یمورد استفاده قرار گرفت. فاکتورها کننده انسولین ساز

ممراان اساات نقااش  PRPرشااد متعاادد وزاد شااده از 

پالپ دندان  های بنیادیسلول زیدر تما یو مهم ییافزاهم

 داشته باشند.کننده انسولین های تولیدبه سلول

در این مطالعه پس از تایید چند توانی سلول بنیادی 

روزه شروع شد. نتاایج  81پالپ دندان، پروترل تمایزی 

 زیتماا لیپتانسا یدارا ،PRPتماایزی باا گاروه نشان داد 

در کننده انساولین های تولیدسمت سلول به یقابل توجه

 جاینتا ن،یچن. هماست PRP تمایزی فاقدبا گروه  سهیمقا

 PRP ،یامرحلاه سه زیپروترل تما رینشان داد که پس از 

در گاروه تماایزی  را یسالول یماان زناده زانیم تواندیم

 صورت قابل توجهی نسدت به گاروه تماایزیبه PRPدارای 

دهاد. مطالعاه حاضار  شیافازاو گروه کنترل  PRP فاقد

هاای بنیاادی پالاپ دنادان باه ومیاز سالولتمایز موفقیت

هااای تولیدکننااده انسااولین را نشااان داد. ساامت ساالول

بااه  هیشااد یریفولااوژمورز نظرهااا اچنااین ایاان ساالولهاام

چنین با استفاده از هم اند.بودهپانرراس  ریجزا یهاسلول

را  دیاپپت -سای و نینشان داده شد که انساولتست الایزا، 

پپتیاد هماراه باا انساولین -ری سیگیاندازه. دنکنیم انیب

همراستا با دیگار مطالعاات محققاان پیشاین اسات بادین 

انساولین از  de novoدلیل که نشان دهنده و تایید تولیاد 

 Suchanekدر مطالعاه . (1،83)های تمایزیافته اساتسلول

ن حاصال از هاای تولیدکنناده انساولیو همراران، سلول

های بنیادی پالپ دندان نیاز نسادت باه گاروه تمایز سلول

 .(29)پپتید را ترشح کرده اناد_تمایز نیافته انسولین و سی

ترشاح  تفااوتج مطالعه حاضر نشان داد که همچنین نتای

گلاوکز  یدر پاسخ به غلظات باالا نیو انسول دیپپت -سی

تماایزی دو گاروه  نی( بامولاریلیم 25و  مولاریلیم 85)

ه است که ایان نتاایج هام راساتا باا بود داریمعنوزمون، 

هاا مطالعه جعفریان و همراران بوده است، در بررسی ون

 25و  85گلاوکز پاسخ باه غلظات  در نیترشح انسولنیز، 

ی مغز اساتخوان میمزانش یادیبن یهاسلول، در مولاریلیم

باه هاای تولیدکنناده انساولین به سمت سالول افتهی زیتما

 .(34)بود افتهین زیاز گروه تما ترشیب یطور قابل توجه

و همراااران  Suchanekای کااه توسااط در مطالعااه

ان برای تمایز باه های بنیادی پالپ دندانجام شد از سلول

و بارای تاییاد  شدهای تولیدکننده انسولین استفاده سلول

 Glut-2 های اندوکرین پانرراسی از جملهتمایز، بیان ژن

 هاا درمورد بررسی قارار گرفات بیاان ایان ژن Pdx-1 و

هاای داری نسدت به سالولیصورت معنگروه تمایزی به
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لاتر هاای کشات اساتاندارد بااکشت داده شده در محیط

در مطالعه حاضار نیاز باه منظاور تاییاد تماایز  .(29)بودند

 هاای انادوکرین پانرراسای شااملهای بتا، بیان ژنسلول

Insulin، Glut-2، Pdx-1 و Glucagon  ماااورد بررسااای

 (4)قرار گرفت که همراستا با مطالعه اندرامی و همرااران

نتاایج ایان مطالعاه  (38)چنین ژان  و همراران بودو هم

عناوان شااخص بلاو  که باهGlut-2 نشان داد که که ژن

 هاای بتاا، براسااس مطالعاه انادرامی و همرااران وسلول

چنااین خرسااندی و همراااران در نظاار گرفتااه شااده هاام

بااه صااورت  PRP در گااروه تمااایزی دارای ،(4،32)بااود

 بیاان باالاتری PRP گروه تمایزی فاقاد داری نسدت بهیمعن

و همرااران  Hojatباا مطالعاه همراستا این نتیجه  داشت،

هاا در مطالعاه خاود باه بوده است با این تفااوت کاه ون

 PRPهای بنیادی خون قاعدگی با استفاده از تمایز سلول

شاود در مطالعاات ویناده پیشنهاد می .(21)پرداخته بودند

هاای انساولین سااز باا محایط میزان بازدهی تولید سالول

توسط دیگار محققاین باا اناواع  PRPتمایزی بهینه شده 

دد و سپس های بنیادی مزانشیمی و جنینی انجام گرسلول

 نتایج مطالعات با یردیگر مورد بررسی قرار گیرد.

  یهاسالول زیبا بهداود پروترال تماا در این مطالعه

 

 یدیجد رردی، روPRP یسازنهیبا بهی پالپ دندان ادیبن

باه  ینساانهاای بنیاادی پالاپ دنادان اسالول زیتماا یبرا

  جی. نتاااشااد یطراحاا نیانسااول دکنناادهیتول یهاساالول

  افتاااهی زیتماااا یهاسااالول نیاااکاااه اداد  مطالعاااه نشاااان

پااانرراس جزایاار  یبتاا یهاساالولمشااابه  یژگایو یدارا

  نیو پااروت  mRNA بیااان سااطو  مورفولااوژی، هماننااد

 دهناد. یمختلو گلوکز پاساخ ما یهابه غلظت و هستند

 مطالعاه ناه تنهاا  نیاشاده در ا گازارش یزیپروترل تماا

، بلرااه اسااتبااا راناادمان بااالا ثر ؤمااتمااایزی روش  ریاا

 خاود PRPو  های بنیاادی پالاپ دنادانسلولاز  توانمی

 یپزشاار یایاارو نیا. اکاارددرماان اسااتفاده  یباارابیماار 

 لیتداد تیابه واقع یابتید مارانیدرمان ب یبرای را شخص

نتایج این مطالعه قدال از بررسای در حال،  نیکند. با ایم

هاای حیاوانی دیاابتی ماورد بیماران دیابتی، باید در مدل

 .ررسی قرار گیردب
 

 سپاسگزاری
ایاان طاار  بااا هزینااه کمیتااه تحقیقااات و فناااوری 

با کد طار    دانشجویی دانشگاه علوم پزشری مازندران

 .انجام گردیده است 84233
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