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ي آستروسيت و رتينوئيك اسيد بر تمايز عصبي هاتأثير محيط كشت رويي سلول

   ي بنيادي جنيني موشهاسلول

*.M.Scرضا مقدس علي 

*.Ph.D بهمن زينلي، 

**.Ph.D مسعود سليماني، 

**.Ph.D روندهاحسين ب  ،

   

   شناسي، پرديس علوم، دانشگاه تهران دانشكده زيست* 

   ي بنياديهاوه سلولپژوهشكده رويان، گر **

  84 آذرماه :، تاريخ پذيرش84مهرماه  :وصولتاريخ 

چكيده

ي بنيادي هادهي تمايز سلولي آستروسيت در محيط كشت سوسپانسيون در جهتهاي مترشحه از سلولها ارزيابي خاصيت فاكتور:هدف

  ي عصبي هاجنيني موش به سلول

براي تمايز .  استفاده شدB1 موش رويان )ES: Embryonic Stem Cell (نينيي بنيادي جها در اين مطالعه از سلول:هامواد و روش

.  موش استفاده شدي  هيپوكمپ جنينها آستروسيتAstrocyte-conditioned-medium (ACM)ي عصبي از ها به سلولESي هاسلول

 گروه 7 در EBsاين .   بود(Embryoid bodies: EBs)ي عصبي براساس تشكيل اجسام شبه جنيني ها به سلولESي هانحوه تمايز سلول

 و محيط كشت (bFGF: basic Fibroblast Growth Factor)، فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي (RA: Retinoic Acid)با  رتينوئيك اسيد 

سپس .  تحت شرايط سوسپانسيون تيمار شدند(4d+2) روز 4 به مدت (ACM: Astyocyte- Conditioned Medium)آستروسيتي 

ي عصبي و ها تجلي نشانگرRT-PCR ايمونوسيتوشيمي و روشهايبا استفاده از .  ليزين پيش برده شد- L - روي  پليEBsايز اين تم

  .  بررسي شدESي هاي تمايز يافته از سلولهاقلبي سلول

ي قلبي ها و سلولهاسيت و آستروهاي عصبي از جمله نورونها به انواع سلول(5d+4+2) روز 5 به مدت EBsدر اين تجربه  :ها هيافت

 هايابند و تني عصبي تمايز نميها به سلولESي ها سلولACM تمايز يافته نشان داد كه تحت تأثير EBsآناليز آماري درصد . تمايز يافتند

تمايز  درصد40 با تمايزعصبي بالاي ESي ها از سلولدرصد50 بيش از RAدرحالي كه تحت تاثير. شود كاسته ميهااز تمايز قلبي آن

  . ي قلبي تمايز يافتندها به سلولbFGF تحت تأثير ESي هاپيدا كردند و سلول

 از تمايز هاي عصبي نقشي ندارد و تنها به سلولESي هادهي تمايز سلول احتمالا در جهتACM نتايج اين مطالعه نشان داد :گيرينتيجه

  .ي عصبي مي شودها به سلولESي هايز سلولعنوان يك القاء كننده قوي باعث تما ه بRAو .كاهد ميهاقلبي آن

، رتينوئيك اسيد، فاكتور رشدهاي بنيادي جنيني موش، اجسام شبه جنيني، محيط كشت رويي آستروسيتها سلول:ها هكليد واژ

  فيبروبلاستي بازي 
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  مقدمه

  تكوين سيستم عصبي در پستانداران توسط عوامل اپي ژنتيكي 

زايي و بعد از آن انجام جنينهاي سلولي اندوژن طي و پيام

از . زايي مشكل استتبيين دقيق اين پيامها طي جنين. شود مي

اين رو شناخت مكانسيمهاي تنظيم كننده اين مراحل هدف 

از سوي . بسياري از مطالعات زيست شناسي تكويني است

ريزي شده فراوان سلول تمايز يافته، براي  توليد برنامه؛ديگر

در اين .  پيوند، مورد توجه دانشمندان استكارگيري در طب هب

 مشتق از توده سلولي (ES)ارتباط، سلولهاي بنيادي جنيني 

صورت سلولهاي  هتوانند ب بلاستوسيست مي(ICM)داخلي 

 در محيط كشت حفظ شده و با (pluripotent)بنيادي پرتوان 

قابليت تمايز زياد، طيف وسيعي از انواع سلولهاي تمايز يافته، 

بيشتر مطالعات روي  .]2و  1[مل نورونها را ايجاد كنند شا

 به سلولهاي عصبي در (ES)تمايز سلولهاي بنيادي جنيني 

 همراه با كشت سوسپانسيون اجسام شبه جنيني in vitroمحيط 

(EBs)صورت شناور در محيط حاوي سرم انجام شده  ه و ب

شكل در واقع اجسام شبه جنيني ساختارهايي مت. ]4 و 3[ است

.  هستند كه تمايز ابتدايي در آنها رخ داده استESاز سلولهاي 

كه سلولهاي آن، ژنهاي سه لايه زاينده جنيني را بيان  طوري هب

 يكنند و در واقع با تقليد از همان مراحل ابتدايي جنيني القامي

دنبال آن تمايز سلولهاي بنيادي جنيني  هب. گيردلازم صورت مي

همچون تيمار اجسام ا روشهاي متفاوتي به سلولهاي عصبي ب

، انتخاب دودمان سلولهاي ]6 و 5 ،1[شبه جنيني بارتينوئيك اسيد 

 in vitro  يا تقليد از شرايط ]2[واسطه فاكتورهاي رشد  هعصبي ب

  . گيرد انجام مي]7[در محيط آزمايشگاهي 

دهي تمايز سلولهاي بنيادي جنيني يكي از روشهاي جهت

ويژه  هي عصبي استفاده از سلولهاي گليال ببه طرف سلولها

عنوان سلولهاي پشتيبان سيستم عصبي مركزي  هها بآستروسيت

ها سلول سلولهاي گليال در ميان اجزاي اصلي ميليون. است

اطراف سلولهاي بنيادي عصبي هستند كه هم در تكوين و هم 

هايي با  سلولها كهويژه آستروسيت هب. ]8[بلوغ مغز شركت دارند 

سري فاكتورهاي محلول و فاكتورهايي  منشاء عصبي هستند يك

كنند كه روي انواع زيادي از در ارتباط با غشاء توليد مي

 CNS: Central)ها و عملكرد سيستم عصبي مركزي  پديده

Nervous System)شواهد زيادي هم . ] 9- 11[ گذارند تأثير مي

آستروسيتها يك كنند كه  ثابت ميin vitro  و هم درin vivoدر 

. ]12-14[كنند ماده مقدماتي را براي مرحله رشد فراهم مي

 كنند كه امكان داردتجربيات كشت بافت نيز ثابت مي

. ر تمايز عصبي بازي كنند يك نقش هدايتي دآستروسيتها

وسيله انواع زيادي  هتواند بهاي نورون آستروسيت ميبرهمكنش

هاي محلول، مولكول فاكتورهاي تروفيك از فاكتورها شامل

هاي چسبندگي وابسته به غشاءهاي سلولي مانند مولكول

سلولي، اجزاي ماتريكس خارج سلولي، پارامترهاي فيزيكي 

. رسان ثانويه وساطت شودمانند چسبندگي و سيستمهاي پيام

انواع اين فاكتورها كه هم شامل فاكتورهاي تروفيك انتشاري و 

شود،  سلول مي-ل سلولهم فاكتورهايي كه نيازمند اتصا

اند هاي مهم رشد اكسون شناخته شدهعنوان تنظيم كننده هب

]17-15[ .  

ها كنند كه آستروسيتزارشهاي اخير ثابت ميبيشتر گ

وسيله سلولهاي بنيادي عصبي بزرگسالان و  هزايي را هم ب نورون

هم بوسيله سلولهاي بنيادي جنيني در محيط ازمايشگاهي القاء 

كنند كه اين اطلاعات پيشنهاد مي. ]19و  18[كنند  مي

-آستروسيتها فاكتور يا فاكتورهاي انتشاري را سنتز و آزاد مي

اي از رشد هم اكسون و هم دندريت كنند كه حداقل تا اندازه

كنند كه دات تأييد مياگر چه كه اين مشاه. كنندحمايت مي

رمتعهد ها داراي پتانسيل هدايت سلولهاي بنيادي غيآستروگليال

درباره اما براي تمايز به يك سرنوشت عصبي هستند 

اطلاعات زيادي در فاكتورهاي مسئول براي چنين اثر هدايتي 

. دست نيست

 بنابراين تمايز سلولهاي بنيادي جنيني در محيط 

 به طرف سلولهاي عصبي درك ما را از (in vitro)آزمايشگاهي 

 در اين مطالعه با ينبنابرا. كندهاي تكوين بيشتر ميمكانيسم

استفاده از روش كشت سوسپانسيون سلولهاي بنيادي جنيني 

صورت  هعنوان يك مدل تكويني مناسب ب ه ب(mES)موش 

 (ACM)  در محيط كشت آستروسيت (EBs)اجسام شبه جنيني 

 تمايز عصبي ي مترشحه از آستروسيتها در القاينقش فاكتورها

  . بررسي شد
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  مواد و روشها

  يطهاي كشتمواد و مح

كار گرفته شده در اين  ههاي كشت بمواد شيميايي و محيط

  : است زيرمطالعه به شرح 

Knock-out DMEM (ko-DMEM) (GIbco, 10829-018), 
Leukemia inhibitory factor (LIF) (chemicon, ESG, 1107), Es-
qualified serum (GIbco, 16141-079), L-Glutamin (1-glu) 
(GIbco, 25030-024), Nonessential amino acids (NEAA) 
(GIbco, 11140-35), β-Mercaptoethanol (βME) (sigma, 
M7522), penicillin/ streptomycin (pen/ strep) (GIbco, 15070-
063), DMEM /F12 (GIbco, 21331-020), N2 (GIbco, 17502-
048), Fetal Bovine serum (FBS) (GIbco, 16141-079), bFGF 
(sigma, F0291), heparin (Manufactured- by: 
I.P.D.I.C.RASHT-IRAN), Retinoid Acid (RA) (sigma, 
R2625), poly-L-lysine (sigma, P4832), Trypsin- EDTA 
(GIbco, 25300-054), Hank's balanced salt solution (HBSS) 
(GIbco, 14185-045), β-tubulin III (sigma, T5293), Glial 
Fibrillary acidic protein (GFAP) (chemicon, MAB3402), 
Fluorescein isothiocyanate (FITC) (Jackson lmmono research 
Labratories, 715-095-150), Agaros jel (cinnaGen, MR7730), 

Bacterial dish پليت باكتريايي (Griener; 648-102, 60mm, 

Germany), Tissue culture plate پليت كشت بافتي (Falcon, 

60mm, 353004)

  

  كشت سلولهاي بنيادي جنيني موش

 رويان (mES)در اين مطالعه از سلولهاي بنيادي جنيني موش 

B1 اين سلولها داراي مورفولوژي . ]20[ استفاده شدES ،

كاريوتيپ طبيعي، جنسيت نر و الكالين فسفاتاز مثبت بودند و 

سلولهاي . كردندرا بيان مي) pluripotencyنشانگر  (oct-4ژن 

مزبور بر سلولهاي فيبروبلاستي جنيني موش و در محيط كشت 

Ko-DMEM عنوان محيط كشت  ه كه بزير همراه با افزودنيهاي

ESشوندشود كشت مي گفته مي :  

LIF 1000 I.u, Es- qualified serum, L-glu 2Mm, NEAA 
0.1Mm, βME 0.1 Mm, pen/strep (100 u/ml pen, 100 mg/ml 

strep).

  

  كشت سلولهاي آستروسيتي هيپوكمپ موش 

 جنيني در 19 يا 18هاي موش سوري روز مغز موش از جنين

. جدا شدند HBSS: Hank’s Balanced Salt Solutionمحلول 

سپس ناحيه هيپوكمپ مغز جنينهاي موش زير يك 

شت ميكروسكوپ كالبد شكافي شناسايي شده و در محيط ك

DMEM/F12: Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium F/12 

براي خالص كردن سلولهاي .  كشت شدندL-glu و N2حاوي 

آستروسيتي از اليگودندروسيتها در محيط كشت از روش 

تريپسينه كردن استفاده شد و به دليل مقاومت كم اين سلولها به 

دا  دقيقه از كف فلاسك ج3 الي 2 در مدت EDTA -تريپسين

از طرف .  شدند(passage)شده و به محيط كشت جديد منتقل 

ديگر براي جدا شدن آستروسيتها از نورونها از اختلاف 

رت ها به كف فلاسك استفاده شد، بدين صوچسبندگي سلول

حدود (چسبند ها به سرعت به كف فلاسك ميكه آستروسيت

hr4 (ها در محيطي كه با پليكه نورون در صورتي-L-ليزين  

. چسبند اتصال بالايي ندارند و دير مي،مفروش نشده است

ويض شد و  محيط كشت تعساعت4بنابراين بعد از حدود 

براي شناسايي . شدها خالص بدين صورت كشت آستروسيت

ها يعني ه از آنتي بادي اختصاصي آستروسيتها با استفادروسيتآست

GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein ميزي آسلولها رنگ

زماني كه تراكم). 2شكل(شدند 
1

ها به حدود سلولي آستروسيت 

 درصد رسيد از محيط رويي آن80 الي 70
2

عنوان يك محيط  ه ب

براي تهيه محيط رويي سلولهاي . القاءكننده عصبي استفاده شد

 12مدت  ه بDMEM/F12/N12/1-gluآستروسيتي، محيط حاوي 

ر داده شد و از آن  ساعت روي سلولهاي آستروسيتي قرا24الي 

.  استفاده شدAstrocyte-Conditioned Medium (ACM)عنوان  هب

 به همراه محيط ACM.RA رتينوئيك اسيدي ACMبراي تهيه 

DMEM/F12/N2/1-glu رتينوئيك اسيد (RA) با غلظت M 
6-

10 

  . ها اضافه شد به محيط كشت آستروسيتنيز

  روش تمايز

 موش به سلولهاي عصبي نحوه تمايز سلولهاي بنيادي جنيني

ايز در حالت تم. براساس تشكيل اجسام شبه جنيني انجام شد

هاي متراكمي را بر سلولهاي تغذيه نيافته سلولهاي مزبور، كلوني

در حالت سوسپانسيون، اين سلولها به . كنندكننده ايجاد مي

. (2d)دهند  را مي(EB) روز تشكيل اجسام شبه جنيني 2مدت 

جنيني به مدت چهار روز در ظرف باكتريايي سپس اجسام شبه 

 گروه 7 و در (4d+2)صورت سوسپانسيون كشت داده شدند  هب

هاي كشت كتورهاي القاءكننده مختلف و محيطتحت تيمار فا

از فاكتورهاي رشد ). زيرگروههاي (مجزا قرار گرفتند

   و رتينوئيك اسيد (20ng/ml) (bFGF)فيبروبلاستي بازي 

________________________________

1. confluency
2. condition medium
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)M
6-

ان فاكتورهاي القاءكننده تمايز اكتودرمي و عنو هب) 10

همچنين در جريان تيمار . ]6و  5 ،2، 1[عصبي استفاده شد 

اجسام شبه جنيني با فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي، هپارين به 

در فاصله  چهار .  كند كمك ميFGFفعال شدن رسپتورهاي 

   .بار محيط با كاهش سرم تعويض شد روز تيمار هر دو روز يك

 اين اجسام در پليتهاي كشت 4d+2 در روز در نهايت

.  ليزين كشت شدند-L- مفروش شده با پليmm60سلولي 

براي ارزيابي نتايج حاصل از تمايز سلولهاي بنيادي جنيني، به 

 روز فرصت داده شد تا كاملاً 5 الي 4اجسام شبه جنيني حدود 

در محيط كشت پهن شده و سلولهاي آنها مهاجرت كنند 

.(2+4+5d)   

 براي جلوگيري (EBs)در مرحله تشكيل اجسام شبه جنيني 

-Ko توسط فاكتورهاي مختلف از محيط EBs ياز هر گونه القا

DMEMاجسام شبه يو در جريان مرحله القا.  استفاده شد 

 DMEM/F12/N2 به محيط Ko-DMEMجنيني بتدريج از محيط 

همچنين . منتقل شدند و در نهايت در اين محيط پليت شدند

براي مهار تمايز مزودرمي و قلبي اجسام شبه جنيني و توليد 

بيشتر سلولهاي اكتودرمي و عصبي در مراحل القاء و كشت 

 كاهش داده درصد5 به درصد15تدريج از حدود  هميزان سرم ب

. شد

  گروه  تيمار

FBS+bFGF  20ng/ml+Heparin+ACM 

FBS+bFGF  20ng/ml+Heparin              

FBS+RA 10 -6 M+ACM

FBS+RA 10 -6 M

FBS+ bFGF 20ng/ml+ACM

FBS+RA.ACM

FBS

1

2

3

4

5

6

7

  مطالعات مورفولوژيكي

هاي تمايز يافته به سلولهاي عصبي EBبراي آناليز آماري درصد 

و عصبي با درصد ) دارتپش(نيهاي تمايز يافته قلبي وو قلبي، كل

 گروه با كمك ميكروسكوپ 7 در درصد40تمايز عصبي بالاي 

 5d+4+2 در روز (Nikon, Ts100) معكوسفاز كنتراست 

اي عصبي توليد شده از سلولهاي سلوله. شدندشمارش قرار 

كه از نظر  طوري ه مشخصات نورونها را داشتند بB1رويان  

  . مورفولوژيكي داراي اكسون و دندريت بودند

  

  ها و ايمونوفلورسنسباديآنتي

 سلولهاي كشت شده در (5d+4+2)پنج روز پس از كشت نهايي 

ا  شستشو شدند و بعد بPBSهاي كشت ابتدا دو بار با پليت

 درون گراد سانتي4° در دماي درصد4محلول پارافرمالدئيد 

 + 20Tween% 05.0سپس سلولها دوبار با . يخچال تثبيت شدند

PBS 100 2.0% شستشو داده شده و با محلول- Triton x 

 20Tween 05.0 +PBSنفوذپذير شده و مجدداً دوبار با محلول 

 10 با سرم سپس سلولها). دقيقه5مدت  ههر بار ب(شسته شدند 

 -β(باديهاي اوليه آنتي).  دقيقه30(درصد بز پوشانده شدند 

مدت  هب) 50/1 با غلظت GFAP و 250/1 با غلظت IIIتوبولين 

هاي گراد جداگانه به مجموعه سانتي37° دقيقه در دماي 60

 PBS+Tweenسپس سلولها دوبار با . سلولي متفاوت اضافه شد

بادي ثانويه دنبال آن آنتي ه بو) دقيقه10هر بار (شستشو شده 

 37° دقيقه در دماي 60 اضافه شد و به مدتFITCدار با نشان

 PBS+Tween در پايان سلولها دوبار با .گراد انكوبه شدندسانتي

 يا (Nikon/TE2000)شستشو و با ميكروسكوپ فلورسنس 

(Olympus, Bx51) شدند ارزيابي .  

  

   RT-PCRتجلي ژنهاي خاص عصبي با 

-RT)مراز اي پليبرداري معكوس واكنش زنجيره روش نسخهاز

PCR) براي ارزيابي تجلي رونوشتهاي (transcripts) خاص 

 با استفاده از كيت RNA (Total RNA). عصبي استفاده شد

Nucleospin RNA II از سلولهاي بنيادي جنيني (ES) اجسام ،

هاي ته و دس(4d+2)، اجسام شبه جنيني (EB) (2d)شبه جنيني 

 استخراج (5d+4+2)هاي پليت شده سلولي منشاء گرفته از كلني

با استفاده از پرايمر هگزامر تصادفي و آنزيم ريورس . شدند

سپس .  ساخته شدcDNA(k1632, Fermentas)ترانسكريپتاز 

PCR با استفاده از كيت Smart tag kit (cinnagen, IRAN) همراه 

محصولات . ه است انجام شدآمد 2با پرايمرهايي كه در جدول
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PCR جدا شده و همراه با اتيديوم درصد 5/1 روي ژل آگارز

  . شدآميزي برومايد رنگ

,uvidoc)شدت فلورسنس باند همراه با ترانس لومينوتور 

uk) uvشد ارزيابي و مشاهده .  

  آناليز آماري

هاي تمايز يافته هاي مورفولوژيكي كلنيآناليز آماري داده

(2+4+5d)ا استفاده از آزمون آماري  بMann-whitney و با 

صورت  هنتايج ب. ارزيابي شدند) 13ويرايش (spssافزار  نرم

 P<0.05. اندنشان داده شده] (SEM) خطاي استاندارد ±ميانگين [

  . دار درنظر گرفته شداز نظر آماري معني

  ها يافته

  ي عصبي از سلولهاي بنيادي جنينيتمايز سلولها

) B1رويان (شخصات شاخص سلولهاي بنيادي جنيني قبلاً م

و قدرت تمايز بالاي آنها ) تيپيك(همراه با مورفولوژي شاخص 

معمولاً دو . ]21[در شرايط آزمايشگاهي نشان داده شده است 

صورت  هروز بعد از كشت سلولهاي بنيادي جنيني ب

منظور  به. (2d)گيرند سوسپانسيون اجسام شبه جنيني شكل مي

 روز 4مدت  هيز سلولهاي بنيادي جنيني، اجسام شبه جنيني بتما

 گروه تحت تأثير فاكتورهاي القاء كننده مختلف تيمار 7در 

هاي كشت سلولي، ها در پليتEBدنبال كشت  هب. (4d+2)شدند 

EB به كف ظرف چسبيده و سلولها شروع به مهاجرت از آن 

به در گروههايي كه  معمولاً ضربان (5d+4+2).كردند 

 شروع 1d+4+2ها تمايز پيدا كرده بودند در روز كارديوميوسيت

شد و گروههايي كه به سلولهاي عصبي تمايز پيدا كرده بودند 

براي آناليز آماري .  كاملاً قابل مشاهده بودند2d+4+2در روز 

 7هاي تمايز يافته به سلولهاي قلبي و عصبي در EBدرصد 

ده مختلف از جمله محيط گروه تحت تأثير فاكتورهاي القاءكنن

 و (RA)، رتينوئيك اسيد (ACM)كشت رويي آستروسيتها 

دار و نيهاي قلبي تپشلفاكتور رشد فيبروبلاستي بازي، ك

 در روز درصد40كلنيهاي عصبي با درصد تمايز عصبي بالاي 

2+4+5d 2 و 1نمودار. (شدند شمارش .(  

 در نتايج حاصل از شمارش اجسام شبه جنيني تمايز يافته

 ACMترتيب در داشتن و نداشتن  ه كه تفاوت آنها ب2 و 1گروه 

 افزايشي در تمايز عصبي ACMبودنشان داد كه تحت تأثير 

داري از تمايز قلبي كاسته طور معني هآيد، اما بوجود نمي هب

داري بين تمايز عصبي در از طرف ديگر تفاوت معني. شود مي

 بود نيز ACMه فاقد  ك4 بود و گروه ACMكه داراي  3گروه

  PCRپرايمرهاي مورداستفاده در . 2جدول 

Refrences
Annealing

Tempreture
Size
(bp)

Primer sequences (5/-3/)Genes

1953/5 351 F:TCGAGCAGGAAGTGGTAGG
R:TTGGGACCAGGGACTGTT A

Nestin

1959/2494F:GAAATCCGAGACAGATTATTATCCGAG
R:CCATTTGGCCCTTCGATTAGAPax-6

3162 74 F:GCACTACTTGGAACAACAGAACA
R:CGTGCGAGGCCTGCTT

NF-M

1959/5 402 F:AGAGGGTGGGCAGAGAAG AT
R:GGTAGTTGGGTCGGTTCAAANurr1

1963432F:AGTATGAACCTCGGATTCACATCG
R:GCAGATGAATTGTCCGCATAGG

Brachyury

1959/5 413 F:CTCTATCACAAGATGAACGGCA
R:CTGCTGTGCCCATAGTGAGAGATA4

1959/8367F:AGAGGGTGGGCAGAGAAGAT
R:GGTAGTTGGGTCGGTTCAAACytokeratin-17

2071317F:GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC
R:CTCGAACCACATCCTTCTCTOct-4

3263317F:GGAACATAGCCGTAAACTGC
R:TCACTGTGCCTGAACTTACC

β-tubulin
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با  6همچنين با مقايسه تمايز عصبي در گروه. مشاهده نشد

داري بين تمايز مشخص شد كه تفاوت معني 4 و3 گروههاي

عصبي اين گروهها وجود ندارد، بنابراين براساس اين نتايج 

ACM نقشي در تمايز عصبي ندارد و در حقيقت نقش اصلي 

.  است(RA)تينوئيك اسيد دهي تمايز عصبي بر عهده ردر جهت

در 6 و 4 ،3 درصد تمايز عصبي در گروههاي ؛از طرف ديگر

داد داري نشان ميافزايش معني) 7گروه(مقايسه با گروه كنترل 

عنوان يك القاءكننده قوي تمايز  ه را بRAو اين موضوع نقش 

  . كندعصبي تأييد مي

   درصد تمايز قلبي 2تحت تأثير فاكتور رشد فيبروبلاستي 

و 2 بطوري كه با مقايسه گروه ؛داري افزايش يافتطور معني هب

 2شود كه فاكتور رشد فيبروبلاستي گروه كنترل مشخص مي

  از طرف ديگر . كندعنوان يك القاءكننده تمايز قلبي عمل مي هب

رصد تمايز قلبي تحت  مشخص شد كه د5و 1با مقايسه گروه 

يابد و داري نمي در حضور هپارين افزايش معنيbFGFتأثير 

اين موضوع نشان داد كه هپارين باعث افزايش اثر القاءكنندگي 

bFGFشوددهي تمايز قلبي نمي روي جهت.  

تجلي نشانگرهاي عصبي در سلولهاي عصبي مشتق 

  از سلولهاي بنيادي جنيني

شان داد كه سلولهاي عصبي حاصل ايمونوسيتوشيمي سلولها ن

درصد40مقايسه ميانگين درصد تمايز عصبي بالاي : 1نمودار 

ميانگين درصد تمايز قلبي: 2نمودار 
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د اكسوني و دندريتي مشخصه سلولهاي عصبي يداراي زوا

β-tubulinدر ضمن سلولهاي عصبي نشانگرهاي عصبي . هستند

III و GFAP نشانگر سلولهاي آستروسيتي را بيان كردند 

 اجسام شبه جنيني RT-PCRعلاوه بر اين بررسي ). 1شكل(

2+4+5dداد كه در تمام گروهها هاي عصبي نشان  و سلول

، nestin ،pax6 ،NF-Mنشانگرهاي اكتودرمي و عصبي شامل 

Nurr1 ،cytokeratin-17 و نيز نشانگرهاي مزودرمي و قلبي 

  ).2شكل(يابند  تجلي ميGATA4 و Brachyuryشامل 

 GFAPيمي با آنتي بادي عليه وايمونوسيتوش) A( آستروسيت هاي مشتق از هيپوكمپ جنين موش فازكنتراست 1شكل

)B .( فازكنتراست : درصد40سلولهاي عصبي با درصد تمايز عصبي بالاي)C ( و ايمونوسيتوشيمي با آنتي بادي عليه

β- tubulin III) D .(فازكنتراست : آستروسيت هاي تمايز يافته از سلولهاي بنيادي جنيني)E ( و ايمونوسيتوشيمي با

).  دايره محدوده تپش دار را نشان مي دهد)(G (ES سلولهاي قلبي تمايز يافته از سلولهاي ).GFAP)Fآنتي بادي عليه 
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  بحث

توليد سلولهاي عصبي از سلولهاي بنيادي جنيني داراي 

شناسي تكويني، طب ت زيستاي در مطالعاكاربردهاي بالقوه

اما اين . شناسي استپيوند و توسعه داروسازي و ناهنجاري

يهاي بالقوه سلولهاي عصبي مشتق از يكاربردها و ساير توانا

هاي عملي توليد سلولهاي بنيادي جنيني بطور عمده به جنبه

از جمله عواملي . شرايط كشت مطلوب اين سلولها بستگي دارد

هاي بنيادي جنيني به سلولهاي عصبي مؤثرند، كه در تمايز سلول

هاي فاكتور يا فاكتورهاي القاءكننده تمايز عصبي، برهمكنش

سلولي، مدت زمان القاء و تمايز اجسام شبه جنيني و عوامل 

  . ناشناخته در سرم جنين گاو است

 عملكردي يعنوان اجزا هب) هانورون(سلولهاي عصبي 

ف وسيعي از سيگنالهاي سيستم عصبي همواره در معرض طي

در . محيطي هستند كه ممكن است در رشد آنها تأثير بگذارند

ويژه آستروسيتها  هميان اين سيگنالهاي محيطي، سلولهاي گليال ب

 با توليد (CNS)عنوان سلولهاي پشتيبان سيستم عصبي مركزي  هب

فاكتورهاي تروفيك محلول و مولكولهاي وابسته به غشاءهاي 

آستروسيتها . ]22[يت خاصي برخوردار هستند سلولي از اهم

سازهاي هاي جوان و پيشبراي پيشبرد بقاء و بلوغ نورون

. ]23-25[ وسيله محققان زيادي نشان داده شده است هعصبي ب

   چندين رده از شواهد in vivoهمچنين در توافق با مطالعات 

in vitroدهند كه فاكتورهاي محلول آستروسيت در  نشان مي

ابراين يكي از روشهايي بن. ورفوژنزيس عصبي شركت دارندم

 به سلولهاي عصبي ES تمايز سلولهاي برايهاي اخير كه در سال

كارگيري سلولهاي آستروسيت  همورد توجه قرار گرفته است ب

 در سلولهاي عصبي وقلبي مشتق از سلولهاي بنيادي RT-PCRعصبي و قلبي با روش بررسي تجلي ژنهاي خاص : 2شكل 

   استcDNA بدون  نشان دهندهNC. جنيني

Stage 0 :يني سلولهاي بنيادي جن)ES                 (                  Stage 1 : اجسام شبه جنيني)2d(  

Stage 2 : 4+2(اجسام شبه جنينيd                      (               Stage 3 : اجسام شبه جنيني پليت شده)5+4+2d(  
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كنند كه سلولهاي آستروگليال اگر چه مشاهدات تأييد مي. است

دي غيرمتعهد داراي پتانسيل آموزش و هدايت سلولهاي بنيا

براي سازگاري با يك سرنوشت عصبي هستند اما برخلاف 

 كه نشان دادند تحت ]19[ و همكارانش (Nakayama)هاي يافته

 به ESها سلولهاي تأثير فاكتورهاي مشتق از آستروسيت

هاي ما نشان كنند، يافتهسلولهاي عصبي و نورونها تمايز پيدا مي

سيتي حاوي فاكتورهاي داد كه محيط رويي سلولهاي آسترو

 ESها نقشي در تمايز عصبي سلولهاي مترشحه از آستروسيت

  . دهندندارد و فقط تمايز قلبي را كاهش مي

 در جريان تكوين جنين و (RA)نقش رتينوئيك اسيد 

است مشخص شده خصوص در فرايندهاي تمايز عصبي مدته هب

اسخ هاي عصبي از سلولهاي پرتوان در پاست و تمايز دودمان

 شده است و در اين ارتباط  مدتهاست كه ثابتRAبه 

ها از سلولهاي بنيادي گزارشهاي متعددي در زمينه تمايز نورون

  تحت تأثير غلظت (EBs)صورت اجسام شبه جنيني  هجنيني ب

6-

 و 10
7-

 مطابق ] 26 و 6، 1[ وجود دارد رتينوئيك اسيد 10

عنوان  هيك اسيد را بهاي ما نيز نقش رتينوئ يافتهگزارشهابا اين 

و آناليز آماري . كنديك القاءكننده قوي تمايز عصبي تأييد مي

درصد تمايز اجسام شبه جنيني در گروههايي كه تحت تيمار 

RAدهد كه در اين گروهها بيشتر از  قرار گرفته بودند نشان مي

 40درصد از سلولهاي بنيادي جنيني با تمايز عصبي بالاي 50

  . اندي عصبي تمايز پيدا كردهدرصد به سلولها

در اين مطالعه  مشخص شد كه فاكتور رشد فيبروبلاستي 

كند زايي عمل ميعنوان يك فاكتور القاءكننده قلب هبازي ب

طوري كه تحت تأثير اين فاكتور ميزان تمايز قلبي به مقدار  هب

از جمله سيگنالهايي كه فعاليت ميتوزي . يابدزيادي افزايش مي

زايي تنظيم هاي جنيني را در مراحل اوليه قلبميوسيتو بقاي 

به طوري كه مهار سيگنالهاي .  استFGF سيگنالهايكنند مي

FGFسازهاي قلبي  از القاي سلولهاي مزودرمي و محتوي پيش

 روي FGFاز طرف ديگر تأثير . ]28و  27[كند ممانعت مي

نشان طوري كه نتايج  هزايي جوجه هم مطالعه شده است بقلب

هاي قلبي را در مرحله شد ميوسيت رFGF سيگنالهايدهد مي

، تكثير و FGFهاي كنند و تخريب گيرندهتوبولار تنظيم مي

كند و بقاي قلب جنيني جوجه را در اين مرحله متوقف مي

القاي سلولهاي مزودرمي محتوي پيش سازهاي ميوسيتي قلبي 

 FGFاز خانواده عنوان عضوي  ه هم بbFGF.]29[كند را مهار مي

در القاي مزودرم، تنظيم تمايز و رشد سلولي، چسبندگي، 

 bFGF. كندمهاجرت، مرگ سلولي و غيره نقش مهمي ايفا مي

هاي سطح سلولي خاص از خانواده تيروزين وسيله گيرنده هب

كند كه حضور اين گيرنده براي  عمل ميFGFR1نام  هكينازي ب

عنوان يك ماده  هرين بهپا. ]30[تكوين قلبي ضروري است 

 به فعال شدن رسپتورهاي فاكتور FGFهاي فعال كننده گيرنده

بنابراين در حضور . ]22[كندرشد فيبروبلاستي بازي كمك مي

اين ماده تأثير فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي روي سلولهاي 

هاي ما نشان داد كه اما يافته. يابدبنيادي جنيني افزايش مي

 در حضور هپارين افزايش bFGFبي تحت تأثير درصد تمايز قل

يابد و مشخص شد كه هپارين باعث افزايش اثر داري نميمعني

  . شوددهي تمايز قلبي نمي بر جهتbFGFالقاءكنندگي 

مجموع نتايج حاصل نشان داد كه تحت تأثير رتينوئيك 

اسيد درصد بالايي از سلولهاي بنيادي جنيني به سلولهاي 

كنند و فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي يدا ميعصبي تمايز پ

عنوان يك القاءكننده تمايز قلبي شناخته شد و معلوم شد كه  هب

فاكتورهاي مشتق از سلولهاي آستروسيتي در محيط كشت 

  .  نقشي در تمايز عصبي ندارند(ACM)آستروسيتي 

وسيله فعاليت  هاما به هر حال تكوين سيستم عصبي ب

هاي داخلي بيان شده توسط برنامه ژنتيكي و متوازن بين فاكتور

هاي وسيله برهمكنش هژنتيك مشخص شده بفاكتورهاي اپي

 سلول كه ممكن است سلولهاي عصبي در سراسر - سلول

. شودمورفوژنزيس سيستم عصبي انجام دهند هدايت مي

چندين .  گليا است-بيشترين اين برهمكنشها ميان نورون

هاي يله سلولهاي گليال يا سلولده بوسفاكتور محلول ترشح ش

ها روي يكديگر اعمال صبي در اثرهاي متقابل كه اين سلولع

بنابراين معماري عملكردي مغز بستگي . كنند شركت دارندمي

بنابراين با توجه به .  گليا دارد-به شراكت نزديك و زياد نورون

اين اطلاعات فاكتورهاي محلول آستروسيتي يك نقش مهمي 

رحله مورفوژنزيس عصبي از حوادث اوليه تكثير در چندين م
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هاي بعدي تمايز عصبي و تثبيت جريان ساز عصبي تا دورهپيش

به هرحال بررسي نقش سلولهاي . كنندعصبي بازي مي

دهي تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به آستروسيتي در جهت

قيقات بيشتر در جهت شناخت سلولهاي عصبي در گرو تح

هاي آزاد شده از سلولهاي آستروسيتي در ولسيگنالها و مولك

محيط كشت و هم كشتي سلولهاي بنيادي جنيني با سلولهاي 

. آستروسيتي است

  تقدير و تشكر

ها  پاكزاد، محمد معصومي و خانم محمدبدينوسيله از آقايان

 و كليه كساني كه در مريم حاتمي و سپيده ملامحمدي

ف اين پژوهش پژوهشكده رويان در انجام مراحل مختل

  .نمايمهمكاري نمودند تشكر و قدرداني مي
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