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Abstract 

purpose: The aim of the present study is to understand if EBs can generate neural rosette upon co – culture 

with chick embryo somites. 

Materials and Methods:  The mouse ES cells, line Royan B1,  were cultured in hanging drops to induce 

embryoid bodies (EBs) formation.  Somites were isolated from the chick embryos and then embedded in 

alginate solution. Finally, alginate beads containing somites were co-cultured with EBs . RA was added to 

some EBs according to 2-/2+/2+ protocol  

Results:  Mean percentage of EBs containing early and late rosettes  in somite, control and RA was 14.56%, 

2.6% and 0.0% , respectively and what is important to rosette formation in EBs was the presence of  neural  

inducing components as well as the time course of neural differentiation of  EBs 

Conclusion: Chick embryonic somites can induce ES cells –derived EBs to generate rosette structures with 

neuron formation capacity.  
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 چكيده
هاي جنين جوجه در محيط  كشتي با سومايت هاي بنيادي جنيني موش به دنبال هم هاي عصبي سلول بررسي تشكيل رزت :هدف

  آزمايشگاهي 
ه ، به روش قطره آويـزان اجـسام شـب   Royan B1 هاي بنيادي جنيني رده از سلول.اين مطالعه به روش تجربي انجام شد :ها مواد و روش

حاوي  آلجينيت هاي  دانه نهايت در .شدند داده قرار آلجينيت محلول در و شده جدا جوجه جنين از ها سومايت . تهيه شدند  (EBs)جنيني
  . اسيد رتينوئيك اضافه شد2-/2/+2+ نيز مطابق با پروتكل هاEBبه برخي از .  هم كشتي داده شدند EB با سومايت

ها شوند در حـالي كـه ايـن ميـزان در گـروه                EBاز% 56/14ظهور ساختارهاي رزتي اوليه و بالغ در        ها توانستند سبب      سومايت :ها يافته
 جداسازي و كشت مجدد توانستند نورون توليـد نماينـد و مـشخص      ها پس از    رزت.  درصد بود  RA 0/0 درصد و در گروه      6/2كنترل  

  .ها نقش دارد رزتشد كه علاوه بر حضور عوامل القاگر عصبي، گذشت زمان نيز در تشكيل 
هاي   سلولهاي حاصل از    EBهاي رزتي در      هاي جنين جوجه قادرند در محيط آزمايشگاهي باعث تشكيل ساختار           سومايت :گيري نتيجه

   . شوند كه قابليت توليد نورون را دارندبنيادي جنيني موش
  

   جنين جوجههاي كشتي، سومايت هاي بنيادي جنيني، هم هاي عصبي، سلول رزت :ها  كليد واژه
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 كشيده هستند كه مشابه مقطع عرضي لوله عصبي حول يك

العات مختلف نشان مط. يابند حفره مركزي آرايش شعاعي مي
هاي   طي تمايز عصبي سلولدهند كه اين ساختارها معمولاً مي

اولين  آنها تشكيل و ]2و1[ شوند مي ظاهر انساني جنيني بنيادي
ي ـل از تمايز عصبـبي حاصـازهاي عصـور پيش سـنشانه ظه

. ]4و 3[ بنيادي جنيني انساني در محيط كشت استهاي  سلول
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>?@>?@A?�haKi��$	�����	�D �����-����

{M
JAKP�}all-trans RA(�!B�N��,�7�� 1�����	-�<�% ,�=�g��

�-��-��-���(���W:�5-(�RA��8EB��(�()�����	���{A?}�8

��(����Q|�?5'����-������RA�()��B�C,�{>?�}��,�Q<�-

e,�(+�� ��"� #�$�� � �.	 EB � �(�� �� ��?��& �� �-��

�����	��$	RA�(�!B�N��,�7�{>?�1}�
�-������V/,�� �9����EB�

2-�N����"��()�
� ��,���{���)?1}��

��

%�&���'������ ����������(��

Q<��,���9H�����������EB�8�% ,�����!;�����DT"�5���� �

���

��
��� ���,�
3�"�� ��	� ��3:,��������
3�������3)�*�43�,�����3	(EB)�-�

����5'�
!�"�����,������������ ������-�:�����+/'��������3����%��������1���

2-�N���!�"�EB�����$	���T�	��,�7�2�,��(�(���-����2-�NRA�8�EB����3�

���D�E���	��(��,�����	��$	���s�u����MJAKP�����(�(3)�2�,���,�37��1�����,�Q3<L�

���85��4��|�����-�EB�����������2�,����!4N��!\��-���(����2-�N�����������
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��,���!��<��|�<�-�
��/�4�,EB���"�#�$�����-�2()�,(�����

(�()� 2�,�� ��"� e,�(+�� �6 �T	� 1�6��� 
T 6�'� �W�� �-�� �,

�����(+����"��,��()�2��\!�,���� 1,��-��% ,������ ,(!

EB���(����%�4| �	�� 6�'������-�:����a��B�C,��V�7��

*���#�$����� 6�'�����	�tU:�,�Q<�-�()������!4)�-��,�

PBS�8�4��|���3�"�#�$����� e,�(+��
/����5��3��6 �T	��

(�()�2�,����"�1��

��

�)��� ��*�+#,��! &��	���-.������/��

������3��
����6 �T	���������
3)���
3��������3�����3����-���3��

�������"�	-�<���=�0��5���-��q�S!�,Rolletchek�������3��w	�
3T"���

����B�N����O[32]�1����������3	��,�3�,(!,EB������2�307��-���3

85,6 -'����,�07?P�����-�:��!�/-�����JPP�������2�307��3����������

#�$����K-DMEM , ES-FCS 15(O����8K�
�����(��,��f��

��8��-�C��u�����'K@P
�������!��f�������	,�!<�"���8K��(3O���

��,��8%���33	��N�K��-��%�433 ���!<�!�,�-�%���33��
�<(33O���

��������������2�,����3"��-��-���(3���3�
 �3 �!"����"�t-�H�q��

(�().������5��4��|�����-�-���,�Q<EB������3"�#�$�������K-

DMEM , ES-FCS 20���2,�T��(O����A���-�43��N��	�����

(�-MTG)�8EB���(33���33��33�K����33"�#�33$������-��K-

DMEM , ES-FCS 20(O����(7�B��A��-�43��N��	���������

�����"�t-�HJP������(3�!B� ���!43N���!�/�
�����1������3)��-����

�����"�#�$�EB����������(37�B�#�3$��������2��	�% ,�-��B� ����w	���

*���N2B27��"����)DMEM/F12 + Neurobasal������4�

K_K����%�/�4�,�(�����
 �9�T�����2,�T��{µg/ml?I}��% �\43�,�	�8

{µg/mlKPP}8�������� (��{nmaP}8�B27�?�8(O����5-�!�k-�<

{ ng/mlJ}�%���	�<�8{µg/mlKJ�}-�µg/mlIP���%���3�/'�*�3��

���-�N(BSA)
?������(�()�2�,����"�1������3)UN��,�Q<K?AKL�

���-�EB����������� �	�� 6�'����!B� ���!4N����������(3���3�%�43|K�

������������������������ 

1. Neural lineage selection 

2�. Bovine Serum Albumin  

��-�(�(3)��3W���3V�7�H��-�3�"�t-�3�)�<��3)�2(3���2(

Polyornithin/Laminin�#�33$�����N2B275'��33��33"�bFGF�

{ng/mlKP�}����e,�(+�����2()��B�C,�6�����(�()�2�,����"��1��Q3<

��)UN��,?Aa(�()����H����5-�����-���1��

��

�����#���,������

EB�(���� *���(7�B�#�$�� ����!4)���� -���,�Q<� ��� �

aP� (�E(/���B,��<� ��� �V�7��L� ��� (O���L��,�N� 
!���� �����

(�()� ���]	� 1�� �,� Q<� �� ��!4)� ��� �PBS/Tween20��� 8

��(�?I5'���V�7������Triton X-100()�2�,������	��1EB������

an������
!�����,�N����(��K������� normal goat serum�

� (O��� 2�� ���O� �� -� 2()� r��overnight� ���L������

����
!�'����,�N�
!����(C�����/-,������
mouse anti-�-tubulin III monoclonal Ab (Sigma, T8660) 
mouse anti-Map-2 monoclonal Ab  (Sigma, M1406) 
mouse anti-Nestin monoclonal Ab (Chemicon, MAB353)���

��,3���)3(�(1�Q<��,��3��3����!4)3����PBS/Tween208�

EB��(���� ��?���������an
!�������������.������,�N
secondary fluorescein-conjugated anti-goat IgG (FITC) 

(Chemicon, AP124F)(�!B�N��,�7�� 1���!4)��������,�Q<

��PBS/Tween20������!4��������PI�(.�e,�(+��-�()�����

�����!4)��������,PBS/Tween20�����-�����DT"���

� Q��-���BOlympus� �(��BX51� �,6B,� *��� �� -�Olysia�

Q���()��!B�N�*�f����1��

��

Semi-quantitive RT-PCR��

�"�RNA���������,�
/��������������3)�*�4�,�-�
��������������

2-�N��T��
�����������3�"��,�2��\!3�,��3��3�RNeasy Mini Kit�

()��,�S!�,�-�Q<��,���T�	���3- free DNase RNase��=�30����3�

�2(���33���T./,��!33��superscript II RNase H- reverse 

transcriptase�L�����,�*�N-�����RNA�����6!����,����	�	�cDNA�

����������L?��������(3���3������K���������
 �39���3+:�������3��?P�

�!�/-�����)�2��\!�,3(�1T ,�<��,�3�d�!S������IP��*�N������



�

1������2��)�"��$������"3��45���63�78$�6���'9'�

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 6, Winter & Spring 2009 

515 

�!�"#������2��\!�,����������T ,�<����S���RT-PCR���
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��

��

cDNA�33+:������
33�"?IY�33",-��33������33!�/-������PCR�

�()�2��\!�,�1����������������3!B� ��3�]�	���3.07���3g�-����T ,�<�
/,�	

���-(�K�����,�2()�2��-'��1�����f��3$��Q|�PCR�����-���3�

������N'��kK���������(3 ��-��*� (3�	,��-�3:�(O���)I@P���*�3N-�����


�������!�/�}���� ,����(���-�(�()����B-�!�/,������D3T"��3�2()���+

�����UV��(�()�2(������1�9����3���� �3��4��5�3��
mRNA������

�d3�!S����43�3����3��3�35���-tubulin mRNA���3��2��\!3�,��,�

*�����,6B,Gene Tools����$	�-�� 6+	�()�1��

���� �!���������������%�3�.	��,�Q3<�8
3�+	��3./�0��% ,����2(�'����� �

SEM�� mean2�,����,6B,�*����,�2��\!�,�����SPSS�43����SKI�

�5�33��'�D33T"��33�-Tukey One-way ANOVA��-��33 6+	

()����$	1��

��

����������������������������������������

0�����-.���1������(ES�2���������RA� ���

��������

RA�
� ��,�% �!T9��5k�B������
 �3����3�,���3"���3�����3O�

������6 �T	�F����s�u����!4,-EB�������3���,��3O�:���3�����3��

�
�����������(ES)�����,3����p,�3�����������T���,������
��3�����


���)] KL�8aK-�aa. [� ,���3�3./�0��% ,����8%3���3s�u��,��

3�f�RAM) 
JAKP (�,������2��\!3�,�
��3����3V/,��(3)�1���,�3

���N�33����,�*�33u�,�� ���33���33���33�EB��33��Q33<��,�
 ,(33�� �

���

��

��

��

��

��

��

� �����������,��%�3�������3��I�����3	KP�����5'��3����
! ���3����������3�

��,��(�()�2�,���,�7�����+/'����1���

�������� ������"�()�2�,��5����
��7��./�0���������������
 �3V/,��3�,���

������,�5-����(�/�	�����ES(��,��] ?b[�1�� �!�RT-PCR6����

��!B� �% ,����������� ������"�()�RS���-���"�(� �	�,��������3���F�3��

�(33�����
�-��33������&���33��5�33�nestin 8��-Tubulin III-��

Map2��5-�����������������,��O�:����������ES�(�()��1���3j�N,

�2-�N�������&�����% ,�5���5,6��RA�����!���{���)a1}��

��

��-.�%�&�&�
3��

���������������
����6 �T	�������%�/-,���������	�������������


�����
��4�,�q�4$��
����)] a[��,���!B� ����3����3���5��3���,�� �

���"KK@K�M��J`@KL�M�,EB���������(�!43�,�	�� ���3��2-�3N���3�

�����!;���
	���+ ,���(��"����
/�:��"�% ,�5,6������2-�N���!�"� �

IJ@K�M��J@?�M�2-�N����-RA�PP@P�M�PP@PM��� ���3s���,�-

�-�\	�% ,�����'�
�.����������,�(p<0.001){����)L1}��

����3�/-,�
	��������!;���(Early-rosette)�JA`������,�Q3<��-��

����!4NEB���������������5�3��,��%�!43���&���3���3"�(�(3)�2(���3�����


���(���"{)���I A - B�1}��)UN��,�Q<K?���KL�% ,��-��

����������!;���G/������(Late- rosette)
��6 �T	���"�(�!B� �

m��aJ@J���LL@KKJ���
��33���33/�/�(33���T��-�(�!33),���3307�


<,-����*���	��
��.)�Y ,�'���:3�6"���2�\:�D ���cT+	���

Cycle Length (bp) AT (ºC)�Primer Sequence (5�� 3�) Gene 

aJ aK`��Ja��F:GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC��
R:CATACTCGAACCACATCCTTCTCT��Oct3/4��

aP aI? II F:TCGAGCAGGAAGTGGTAGG 

R:TTGGGACCAGGGACTGTTA 
Nestin 

aP��Lnb��JI��F:GTTCCCACGTCTCCACTTCTTC 

R:CCAGGTCATTCATGTTGCTCTC��Tuj1��

aJ LaL��J?��F:GCGGAAAACCACAGCAGCAA��
R:TTGGAGGAGTGCGGATGATGG 

Map2��

?I��aKb��Ja��F:TCACTGTGCCTGAACTTACC 

R:GGAACATAGCCGTAAACTGC���-tubulin��
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����!B� �1��&���������!;���% ,Map 2��
3��5�3��,����(3���"�-�

5-����������Map2+������5'�2�,�3 ��t,�3g,������������(�(3)�2(���3���3�

{���3)I�C�-D�}�5'�5��3"�,(33���,�Q33<�-��-���33��33�����33�

�������,�
3T 6�'�-�
������EB������������,�(3.�(�!43�,�	��(3+����3"�-�

��)UN?��	�a����(3�� �6 �3T	�5-��3�����-��{����3)I E -F1}�

�k�/�B����!�����,��,���������6������)UN�5�����,��-���9��	��

��B� ����.	���!4N��,�(.����{��)�JA �1}5'���,�(�!4�,�	���

#�-�EB�{��)J�B} ��t�g�#�$���+���(��)�{��)J�C�}

��������-��
g�-KP���Ka��������(�� �6 �T	�5-��������!4N��,�Q<�

{��)JD�- E1}��

�
��$$�%�2-�33N����
�-��33������&���33��5�33���d33�!S����33��1(A�5�33��

�������
�-��������&������ �������9�-�N���-RA�����2-�3N�� ����,��!�������3��

����(B�6�/��'�RT-PCR���������5k��3���4�����&�����
T"��T����-tubulin�1

�2-�N�������������������% �	f�3�
3/-���3���!�"�2-�N��,��!�����4��% ,�� ��������

����2-�N������4�RA����(3)�2(���3���1a��8���
3�.��tX!3;,������2-�3N��3��,������3��

8� �����ES���-�����!�"(p<0.01)�-�b��8��
3�.��tX!;,����2-�3N��3��,�����3��

ES�-����!�"(n=4, p<0.05)��

��
����&�����(O����EB����������2-�3N����
3	��������!;�3��2(3��"���+ ,�������3�

d�!S��1������
3��2(���3��� �����2-�N����(O���% �!������3)�a_��tX!3;,�

2-�N����,��
�.���-���!�"����RA�(p<0.001, n=5)1 

��

�����������45��4	���-4.�������! &�&��%�&�6�7���%&

)��� ��*�+#,���

����
����6 �T	������������3"��3�,�
3)-��5�3��-��q�S!�,����O

������
����!",� �������#�$����"�(7�B�*����,�EB������3��

� f��,�q�S!�,�
���(��)�-�������������
����6 �T	�
���(�� �haL�1i

�,��
����% ,��!����"�� ' �����5����6����������	������YV�

�����,���,(.	���,�EB�������������
��3��6 �T	�5���-��q�S!�,��-���

������,�
�f�g�2��)��"�(�!B� �1�!B� ������������"��,��5���������������

������(�/�	��"����4�(�j����-��% ,�����
/-�(�()�����9�'�(�/�	�
/-

KL��������!4N��,�Q<��-��EB������B�N����O����{�����3)n�A1}�

������������8*�3��(7�B�#�$������(+����"�-�
T 6�'�����,(���,�Q<

�������!4�,�	���������(�� �6 �T	�5-������({����)n�B�}����&���3��-

Map2�(��"�5���,��{���)n�C1}��
��
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ها  ن كنتراست از ساختارهاي رزتي اوليه در گروه سومايت، پيكا تصوير ميكروسكوپ فاز A).  هاي گروه سومايتEB تشكيل رزت عصبي در .5شكل 
 D، تصوير ميكروسكوپ فازكنتراست از ساختارهاي رزتي بالغ در گروه سومايت C) ،رزت اوليه بيان نشانگر نستين در B) ،دهند هاي اوليه را نشان مي رزت

 . هاي حاصل از رزت به نورون  تمايز سلولF) ، و كشت مجددEB رزت بالغ پس از جدا شدن مكانيكي از E)، در رزت بالغ Map2بيان نشانگر

  

   
 و تمايزشان به 13به سمت محيط در روز   EB،(C جابجايي آنها از وسط  تا دهم پس از گسترش وB) ،ها در روز نهم  تغيير مرفولوژي رزتA) .6شكل 

  .D ل كادربزرگنمايي بيشتر تصوير داخ E) و Cل كادر  بزرگنمايي بيشتر تصوير داخD) ،نونور
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���)��(A������������	�EB��,�Q<�5���-��q�S!�,����O���
����6 �T	��-��������KL��!4N��-��8(B�D �T 6�'��W���,�Q<��-�
������-���

5-�����(+����"�(�()����H����-�(C��&�����Map2�(���"�5���,�8�(D���!4���6��'����������DAPI���

��

��������������

��������������������,�3�
3�,-,�B���43��!<�
��43�,�
3��������3������

��������������!;�3��% ,���9H�-�(��,��
������V/,�����������������	

����������3��9�'����
��3��6 �3T	��&����ha8aI�i���-������3�,������3�

���V/,���T.��
���������������������
3��������3����3!T"���3�

��+ ,�������,�2()��!;,��<�
 ����!;���%��j�1����3��j{Chiba�}�-

���� Y�,���T������?PPI������3	��������3��,����3����3�������3V/,�


������������������3�����
��������������RA�����Q|3��-�`���-��

����������	���"3�:�
/�3O�3�� ,��,��3������%�����,������#�$����

���"DMEM/F12 + Fibronectin + N2���-��3)����O���

��"�t-�H�d"���5(��4j�5-(�-����,6N2��"�(�,h�Li��1��

���������������3"�(3)�RS�3�����%�/-,��,��6����./�0��% ,���EB����3�

��������,��O�:���������
����������������������3����3������(����7

��� �������
!�"����������3+ ,�
3	��������!;��������%���������

�����������
T 6�'��W��-�
��������-��������,(���,�Q<��"�(� �T�

���������)UN��,�Q<�(�!4�,�	��(+����"�-?����	�a�����5-��3�����-�

���(�� �6 �T	{��)�I�E�-�F�1}�������2(���3���3./�0��% ,����%��mT�

�����"�()��#�-�����"�
 ��EB
������	�������m���j�(��)

���������#�$���T����#�-��,�5�����)UN��EB����������3)�����-�(�

�����������(3����7�(�)���!),�����!;,����5()�2��!4N��,��
B�"���WB
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