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را  بـالغ    يهـاي تخصـص    به انواع سلول  توانايي تمايز   هاي همه تواني هستند كه       سلول) ES(جنيني  هاي بنيادي    سلول: زمينه و هدف  
 بيماريها با روش سلول درمـاني        از ارييسلولها در درمان ب   اين س از  در حال حاضر و آينده نزديك امكان استفاده         و  باشند    دارا مي 

هاي   مؤثر بر تمايز سلول   فاكتورهاي  با استفاده از    را  هاي سيستم عصبي      برخي بيماري بتوان  در آينده   رسد    به نظر مي  . وجود دارد 
وان و تمـايز    ت ـش به صورت همـه      هاي بنيادي جنيني مو     اين تحقيق سلول  لذا در    ،درمان نمود هاي عصبي و گليالي      سلولبنيادي به   

هـاي    بـه سـلول   اين سـلولها     به منظور القاي تمايز      NGF  ،Shh  ،RAشد و سپس تأثيرات فاكتورهاي رشد       داده  نيافته كشت و تكثير     
  .مورد بررسي قرار گرفتعصبي و گليالي 

  كـشت و   C57/BL6 ني موش نژاد   را روي فيبروبلاست جني    )CCBبنام   129 از موش نژاد  ( يهاي بنيادي جنين   سلول: روش بررسي 
 بر روي پليت كـشت     EBs هاي نيوانتقال و كشت كل    از بعد .تهيه شد ) EBs( معلق از آنها اجسام جنيني       اتبا روش قطر   ه و ادتكثير د 

  با غلظـت    RA و   500 و   ng/ml300،  100 و   ng/ml50 هاي   به ترتيب با غلظت    Shh و NGFفاكتورهاي القايي   ن،  تيپوشانيده با فيبرونك  
μM1  ي ديگرها و در گروه bFGF  با غلظتng/ml20 ساز عصبي اضافه شـد تـا سـلولها     هاي پيش به محيط كشت اختصاصي سلول

هـاي    بيـان ژن   RT-PCRهاي عصبي و گليالي بـا روش         به منظور بررسي تمايز به انواع سلول       .سمت تمايز عصبي هدايت شوند    ه  ب
ــصخا ــلولياصت ــاي  س ــصبيه ــامل ع ــد و Nestin  وS100 ،Olig-2،Nurr-1 ،Nkx2.2  ش ــابي ش ــن     ارزي ــر اي ــلاوه ب از روش ع

  . استفاده شدMAP-2 ييد حضور پروتئينأايمونوسيتوشيمي براي ت
  اختـصاصي  هـاي  ثير در بيـان ژن أايـن فاكتورهـاي رشـد بـا ت ـ     ك ازي نشان داد كه هر مولكوليهاي   در اين تحقيق، بررسي   : نتايج
 .هاي مختلف سيستم عـصبي نقـش اساسـي دارنـد           كنند كه در تمايز سلول     ولي را فعال مي   لكوهاي عصبي يك يا چند مسير م       سلول
هـاي    داراي زوائد دنـدريتي خـاص سـلول        حاصلهاي    نشان داد كه سلول    MAP-2بادي   آميزي اختصاصي اين سلولها با آنتي      رنگ

   .عصبي يا نورون هستند
، RA رشـد  در حـضور  فاكتورهـاي        هدي جنيني همه توان و تمـايز نيافت ـ       هاي بنيا  هاي اين تحقيق سلول    يافتهبراساس   :گيري نتيجه
NGF  ،Shh  طوريكه هـر يـك از ايـن عوامـل در مـسير خـاص تمـايزي                   به ؛يابند  ميروسيتي تمايز   داوليگودن هاي عصبي و    به سلول
تمـايز يـافتن ايـن     چگـونگي  رهاي تخصصي سيستم عصبي مؤثر بوده و حتي ميزان غلظت افزوده شده عوامـل فـوق نيـز ب ـ        سلول

  .باشد سلولها مؤثر مي
  

  

  .Shhروني، و رتينوئيك اسيد، فاكتور رشد نهاي بنيادي جنيني موشي، تمايز، نورون،  سلول:واژگانكليد 
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  زمينه و هدف
 1980 دهـه  دراولين بار    ES(1( هاي بنيادي جنيني   سلول

اين  .ند شد مختلف جداسازي تحقيقاتي  هاي   بوسيله گروه 
 بلاستي توده سلولي داخلي در     لايه سلولي اپي   سلولها از 

محققـين   .)1( شـوند  مـي جدا  مرحله بلاستوسيست   جنين  
يز و توانايي تما   ESهاي    همه تواني سلول   ويژگيمختلف  
را  اوليـه    ة سه لايه زاينـد    هاي  مختلف سلول انواع  آنها به   

هـاي همـه     ، سـلول  ESهاي   سلول .)2،3(اند    گزارش كرده 
بـدون   2 خـود نوسـازي  ويژگـي تواني هستند كه به دليل     
د و توانايي تمايز بـه انـواع        يابن هيچ محدوديتي تكثير مي   

 هاي بنيـادي همـه تـوان در چنـد          سلول . را دارند  هاسلول
دسـته كـه در دوران       شـوند، آن    مختلف تقسيم مي   گروه

هاي بنيادي   شوند در گروه سلول    اوليه جنيني تشكيل مي   
  .)4(گيرند  جنيني قرار مي

هاي   سلول  در تمايز مستقيم به    ESهاي   استفاده از سلول  
 منظـور اسـتفاده در  ه خـاص ب ـ تخصص يافته با فنوتيپ   

 خاصـي   هـاي   كـه سـلول    ييهـا  بيمـاري از   درمان برخي 
 يكــي از ،اســت  را از دســت داده خــودعملكــرد صــحيح

هاي بعـد از دسـتيابي    كه محققين سال  است   ياهدف مهم 
  تـلاش  براي رسيدن بـه آن     ،هاي بنيادي جنيني   به سلول 

  .)5( نمايند مي
در شــرايط آزمايــشگاهي نيــز مراحــل   ESهــاي  ســلول

اگر براي چند هفته و  كنند تكوين طبيعي جنيني را طي مي 
كـشت   LIFفـاكتور سـيتوكيني    بدون حضور در شرايط   

  به سـه لايـه جنينـي       خودبخود داده شوند توانايي تمايز   
  .)6(باشند  دارا ميم، مزودرم واندودرم را راكتود

كريني در تكــوين اهــاي پــار ســيگنالنقــش بــا توجــه بــه 
در طول مرحله گاسترولاسـيون،     صحيح سيستم عصبي    

شـرايط  هـاي بنيـادي جنينـي مـوش را در             سـلول  اهگهر
مختلـف  هـاي    مكمل كشت سلولي با استفاده از عوامل و      

هـاي عـصبي را       توانايي تمايز به سلول    يمثر كشت ده  ؤم

                                                 
1- Embryonic Stem Cells 
2- Self renewal 

 تمـايز يافتـه   هـاي   ايـن سـلول   طوريكهه  ب .خواهند داشت 
فولوژي رتمام خصوصيات يك نورون بالغ را از نظر مو        

 NGF5 و RA3  ،Shh4 .)7(خواهند بود   فيزيولوژي دارا   و  
باشند كه حضور آنها  لقايي و مورفوژنيكي مياز عوامل ا 

زايـي   در مراحل اوليه القا عصبي و مراحل بعدي نـورون      
 مغـزي   ـ ـ  در طول صفحه عصبي و لوله عـصبي نخـاعي         

  .نقش اساسي دارند
Shh         عامل مورفوژن مهمي است كه از نوتوكورد ترشح 
ايـن   ).8(گـذارد   مـي  روي بيان اين دسته ژنها اثر   و   هشد

تمـايز  رفوژن در بخش شـكمي نخـاع باعـث          پروتئين مو 
هـاي حـد     و نـورون  حركتـي   صفحه عـصبي بـه نـورون        

 نـوع   7 گـردد و باعـث تغييـر در بيـان          واسط شكمي مي  
 HD هـاي همـودمين كـلاس       برداري از ژن   فاكتور نسخه 

س هاي كلا   ژن. شود   تقسيم مي  II  و Iشده و به دو گروه      
HD    به موقعيتenhancer در DNA  و د  نشـو    متصل مي

هـايي   بـرداري ژن   در كنترل اختصاصي يا عمومي نسخه     
يـابي   كـه در مراحـل مختلـف تخـصص         كننـد  شركت مي 

 نقـش   ،CNS  چه در نخاع و چه در ساير مناطق        ،نورونها
 Olig-2, pax7, pax3, Dbx12 نــوع ژن7  ايــن.دارنــد

Nkx2.2, Nkx6.1هـاي اوليـه    كه توسط سلول باشند  مي
كنترل  Shhو بوسيله  دشون عصبي ناحيه شكمي بيان مي

  ).8،9،26 (شوند مي
هاي خلفـي لولـه عـصبي         بخشدر   )RA( رتينوئيك اسيد 

هاي بين سلولي لازم براي تمـايز و تكـوين          باعث واكنش 
 به اين صورت است كـه       RA مكانيسم اثر    .)10( شودمي

هاي اين عامل بر روي رسپتورهاي خود در سطح سلول        
 mRNAر اســت لازم بــه ذكــ .شــودبنيــادي متــصل مــي

هاي بنيادي  در سلول  RA) RAR(6 ي رسپتورها كدكننده
ــا حــضور    ــان آنهــا ب ــد و بي ــاء RAنيــز وجــود دارن  الق

 مؤثر است تا    NF-L در القاي ژن     RA بطوريكه   ؛شود مي

                                                 
3- Retinoic Acid  
4- Sonic hedge hog factor 
5- Nerve Growth Factor 
6- Rapidly Adapting Receptors 
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در مراحل نوروژنز   . هاي اوليه عصبي تشكيل شود     سلول
حضور  ، I كلاس   HD هاي مشخص شده براي بيان ژن     نيز

RA   تـوان  از ايـن گـروه ژنهـا مـي         .م است نيز لاز  Pax6  و 
Dbx-1/2               را نام برد كه در نواحي خلفـي طنـاب عـصبي در

   .)11 (هاي حركتي مؤثرندتمايز نورون
NGF  فــاكتور رونويــسي اســت كــه در تكــوين و ايجــاد
همچنـين  . )10( و حسي مؤثر است    سيهاي سيناپ نورون

 . اسـت از خصوصيات شيميايي آن افزايش رشد نوريتها   
ئي خـود بـا ويژگـي        غـشا  ةاتصال بـه گيرنـد     اين فاكتور با    
 سلول القاء   درتأثيرات خود را     ،TRK-A(1( يتيروزين كيناز 

 ايـن   .شود مي بيان   Tck-1ن  گيرنده ژ با فعال شدن    و  كند  مي
نمايد كه باعـث حفـظ       لكولي كينازي را فعال مي    وژن مسير م  
 و در دو    گـردد  هاي عصبي و رشد نوريتهـا مـي        بقاي سلول 

 MAP و پـروتئين كينـاز   IP3 مسير مختلف با فعـال شـدن   
نمايد  هاي عصبي را روشن مي     ثر در تمايز سلول   ؤهاي م  ژن

)12.(  
bFGF2       عنوان ه  فاكتور رشد فيبروبلاستي است كه هم ب

هاي اجدادي نورواپيتليالي    عاملي در تحريك تكثير سلول    
و هـم در بـالغين      عمـل نمـوده     سيستم عـصبي مركـزي      

هـــاي بنيـــادي عـــصبي   نـــوروژنز در ســـلولموجـــب
ثير اين أ ت  .شود هاي سيستم عصبي مركزي مي     گانگليون

در تكثير سلولي با القـا سـنتز كمـپلكس سـيكلين             رفاكتو
هـاي سـيكليني در      ايـن پـروتئين   . گيـرد  كيناز انجـام مـي    

ثير أبراســاس تــ شــروع تقــسيم ســلولي نقــش دارنــد و
ــرا عامــل مهمــي د ،bFGFميتوژنيــك  ــايز  آن ــاي تم ر الق

در . داننـد  هاي اجدادي عصبي مـي     عصبي و تكثير سلول   
 اين فاكتور در برقراري صـحيح مراحـل   in vivoشرايط 

ــان ژن ــاي  بي ــش دا I رده HDه ــ شــته ونق صــورت ه ب
ــان ژن  ــسي در بيـ ــاي رونويـ ــاص   فاكتورهـ ــاي خـ هـ

  .)8(باشد  ثر ميؤهاي حركتي م نورون
 عـصبي    سيستم حدود نيمي از حجم   در   توجه به اينكه     با

هاي اوليگودندروسـيت و آستروسـيتها     مركزي را سلول  
                                                 
1- Tyrosine Kinase Receptor-A 
2- Basic Fibroblast Growth Factor 

دهند و نقش حمايتي، تغذيه كنندگي و حفاظتي         تشكيل مي 
كـشت و   اين بررسي با هـدف      ). 16(براي نورونها دارند    

هاي بنيادي جنيني موش بـا حفـظ خاصـيت           لتكثير سلو 
ثير أبررسـي ت ـ   گي آنها و سـپس    تواني و تمايز نياف   تهمه  
به منظور القاي تمـايز      Shh  ،RA  ،NGF رهاي رشد فاكتو

نجام شد و همچنين القاي تمايز به       اهاي عصبي    لبه سلو 
يتي و آستروسيتها نيـز مـورد       سهاي اوليگودندرو   سلول

   .نظر قرار گرفت
  

  بررسيروش 
 سـلولي   ردةاز   ESهـاي    سـلول : هاي بنيـادي   كشت سلول 

)CCB ()   129د  از مـوش نـژا    ) اهدايي از دانشگاه كمبريج 
هاي پوشيده بـا    پليتبعد از مراحل ذوب سلولي بر روي        

در محـيط    فيبروبلاست غيرفعـال شـده بـا ميتومايـسين        
% 15محـيط    :ندشدداده  كشت  شامل مواد زير     ES كشت

Knockout Serum 85؛% Knockout Medium،  ســديم
ــروات ــامين،mM1 پي    )mM 200، N.E.A.A )100x   گلوت

 ،) آلمــانGibco از شــركت تمــامي مــواد (%1 بــه ميــزان
ــاپتو ــل بتامرك    1000x( 1/0%) Sigma, USA(، LIF( اتان

ــدار   ــه مقـ ــي ،U1000 (ESGRO,USAبـ ــيلينپنـ   وسـ
   .%1استرپتومايسين 

هاي   بعد از چند ساعت روي فيبروبلاست      ESهاي   سلول
   .ادنـد  و بـه رشـد و تزايـد خـود ادامـه د             متصلغيرفعال  

 ها تعـويض و   روزانـه محـيط كـشت سـلول        اين مدت    طي
   صـورتيكه  در تـا گرفتنـد     مورد ارزيابي قرار مي   سلولها  
 .جدا نمـاييم  مجدداً آنها را نموده بودندرشد كافي به حد  

اي  حاشـيه  ،هـاي بنيـادي   سـلول  ةتمايز نيافت ـ هاي  نيوكل
ــ وشــتهصــاف دا   پــس  .انــدشــدت بــه هــم چــسبيدهه  ب

ــ   ســلولي بــراي القــاي تمــايز ني ســلولها واز تــشكيل كل
   .باشند  ميآماده

 شـرايط    ايـن  در :القاي تمايز عصبي در سلولهاي بنيـادي      
هاي تمايز نيافته را براي انجـام مراحـل         بخشي از سلول  

 Trypsin/ EDTAالقــاي تمــايز عــصبي بــه وســيله     
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)Invitrogen, Germany(هــاي  از ســطح ســلول% 25/0 ؛
پـس  ه و نمود جدا) Feeder cells (فيبروبلاست غيرفعال
ــل ــمارش سـ ــا رااز شـ ــرولي آنهـ ــسب قطـ  25 ات برحـ

به مدت   سلول باشند  500 تا   400 كه داراي    ميكروليتري
داشته تا اجسام     معلق نگه  ات كشت قطر   روش بهدو روز   
ــي ــو ) EBs (جنين ــشكيل ش ــپس كل. دنت ــه  ينوس ــا را ب ه

 2 منتقل كرده به مدت هاي مخصوص كشت باكتري پليت
 جمـع تقرار داده تا     شرايط سوسپانسيون     روز در  4الي  

  .سلولي تشكيل شده و افزايش يابد
 DMEM/F12 ،B272% ،BSAمحـــيط كـــشت شـــامل   

mg/ml1، 10 ســرم( ،%1 استرپتومايــسين/ ســيلين پنــي% 
FBS(ـــ N.E.A.A )100x (1%)  تمــامي مــوارد محــصول

   .باشد  مي) بودن آلماGibcoشركت 
ــسيون را جمــع درهــاي ســلوليكلنــي و آوري  سوسپان
بـا  پوشانده شـده    اي   حفره 12  را به پليت   EBهاي  سلول

 كلنـي   10-12در هـر حفـره       نموده تـا     فيبرونكتين منتقل 
 ، كـشت فـوق    در ايـن مرحلـه از محـيط       .  داده شـود   قرار

bFGF     فاكتورهاي رشد  و را حذف كرده Shh   وNGF  و 
RAنظر  هاي موردحسب غلظت بركه  هشت گروه  را در
 بـه محـيط كــشت   انــد شـده هـاي مجــزا تعيـين    حفـره  در
 بـالا  شـرح محـيط كـشت در      (نورواپيتيليـالي   هاي   لولس

ــده اســت ــي) آم ــيماضــافه م ــروه. كن ــن گ ــا شــامل اي    ه
Shhهــاي   غلظــتng/ml 300 500 و، NGFهــاي   غلظــت
ng/ml50 100 و، RA μM1   و در گــروه ديگــر كــه دو 

 ng/ml300 Shh+ng/ml 20 فاكتور همزمان استفاده شد   
bFGF   گروه ديگر   وng/ml50 NGF+ ng/ml 20 bFGF 

  .بود
در پليـــت ) 4+2روز (دو روز بعـــد از كـــشت ســـلولها 

 جهـت  ،هاي يك تا دو حفره       سلول فيبرونكتينپوشيده با   
آوري   جمـع  RT-PCRبـه روش     بررسي بيان ژن نستين   

ــاي  . ندشــد ــار الق ــد در انتظ ــه باي ــن مرحل ــه EBدر اي  ب
روي  هاي القـا شـده را بـر         سلول .عصبي بود هاي    سلول
منتقل نموده و در    ي پوشيده با پلي ليزين      ا   حفره 12پليت  

هـاي نـورواپي    سلولبه منظور تكميل تمايز     محيط كشت   
تليوم كه در زير شرح داده شده اسـت تـا زمـان كـشت               

 Neurobasal-A-medium :شــوند  كــشت داده مــي14+4
 ،BSA mg/ml1، B27 2%، 100xN.E.A.A 1%حـــــاوي 
ــامين ــوارد  L-glu.200mm (mM2 )( گلوتــ ــامي مــ تمــ

فاكتورهـاي رشـد     .) آلمان بـود   Gibcoحصول شركت   م
Shh  ،R.A  ،NGF  ،bFGF    برحسب گروه سلولي انتخابي  

به ميـزان   استرپتومايسين  / سيلين هاي پني  بيوتيك آنتيو  
   . به محيط فوق اضافه گرديد1%

هـاي   سـلول  :RT-PCRبـه روش     بررسي تمايز سـلولي   
 4+16 ،4+14 ،4+12 ،4+9 ،4+2در روزهـاي   ،كشت شده 

هــاي  ســلولاختــصاصي هــاي راي بررســي بيــان ژنبــ
 ،Nestin  ،Nkx2.2: هاي ذكر شـده     زمان عصبي به ترتيب  

Nurr-1، S100    و  Olig-2  سـلولها  سـپس   . انتخاب شدند
ــرده    ــدا ك ــت ج ــطح پلي ــريعاً را از س ــلولي RNAس  س

 مربوطـه   RT-PCR، cDNAبـا روش    و   گرديداستخراج  
هاي  اب زمان انتخ . ذخيره گرديد  -C20°تهيه و در دماي     

فوق براسـاس زمـان بيـان ايـن ژنهـا در مـسير تكـوين                
عنوان يك  ه   ب GAPDH همچنين ژن    .بودسيستم عصبي   

مـــاركر بـــه عنـــوان  oct-4ژن  و House keepingژن 
   .بررسي شد هاي بنيادي تمايز نيافته سلول

در با فاكتورهاي رشد   تحت تيمار سلولي  هاي   تمام گروه 
هاي كنترلـي نيـز      هشده و گرو  هاي تعيين شده جدا      زمان

هاي   يك گروه كنترل منفي از سلول      .ندگرفته شد  در نظر 
ــراي ت    ــا ب ــا فاكتوره ــشده ب ــار ن ــايز  أتيم ــدم تم ــد ع يي

هـاي بـالغ مغـز       نتـرل مثبـت سـلول      گروه ك  ،خودبخودي
 ،1ييد عدم وجـود سـودوژن     أ براي ت  gDNA گروه   ،موش
 ESC آب استفاده شد و گروه cDNA كه بجاي   Wگروه  

بـراي بررسـي    هـاي بنيـادي       حاصل از سلول   cDNA از
 .اسـتفاده شـد    تمايز خودبخودي قبل از القا با فاكتورهـا       

پس پرايمر مناسب براي هر يك از اين ژنها بـا تـوالي             س
 بيان هر يك از ژنها      PCRزير طراحي گرديد و به روش       

                                                 
1- Pseudogene 
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 حاصل از سلولها بررسي گرديد و پـس         CDدر محتوي   
بـا   بـه دسـت آمـده را          محـصول  PCRاز انجام واكـنش     

بررسي نموده و تصاوير تهيـه شـدة        روش الكتروفورز   
  . شود آن در قسمت نتايج ارائه مي

mGAPDH : °C60 ،30 سيكل  
F-5´-CAGGAGACGAGACCCCACTA-3′ 
R-3´-GGCATGGACTGTGGTCATGA-5´                    

Nestin )NM 016701(: °C60 ،35ســـيكل)  نـــشانگر
  )ليه نورواپي تلياليهاي او  سلولاختصاصي

F-5´- CTCGAGCAGGAAGTGGTAGG-3′ 
R-5´-TTGGGAACCAGGGACTGTTAG-3′     

Nkx2.2 )NM 010919(: °C52، 40  ســـيكل) نـــشانگر
  )هاي اوليه سطح شكمي طناب عصبي  سلولاختصاصي

F-5´-CTCTTCTCCAAAGCGCAGA-3´  
R-5´-AACAACCGTGGTAAGGATCG-3´ 

Nurr-1 )NM 021279( :°C58 ،35 ــيكل ــشانگر( سـ  نـ
هاي دوپامينرژيك  هايي كه توانايي تبديل به نورون سلول

  )را دارند
F-5´-TGAAGAGAGCGGACAAGGTC-3´ 
R-5´-TCTGGAGTTAAGAAATCGGAGCTG-3´  

S100) GB AY 465109( :°C47/39، 35 سيكل ) نشانگر
  ) آستروسيتهااختصاصي

F-5´-TGAAGGGTCCATCAGTCA-3´ 
R-5´-CTAGTAGAGGCTGTG-3´ 

Nested RCR Olig2 )NM 016967 :(°C58، 35 سيكل  
F-5'-TCAGAGCACAGGAGCAAGC-3'  
R-5'-AGAATACCCCCTCCCAAAAA-3' 

oct-4 :°C65، 35سيكل    
F-5'-GGCGTTCTCTTTGGAAAG GTGTTC-3' 
R-5'-CTC GAA CCA CAT CCT TCT CT-3' 

ميزان بيان هر ژن در سـلولها بـا حـضور           به اين ترتيب    
ــا  هــاي متفــاوت بررســي و   غلظــتهــر فــاكتور رشــد ب

بين فاكتورهاي مختلف در بيان هر ژن بـا    نيز  اي   مقايسه
   .روش دنسيتومتري انجام گرفت

در  :روش ايمونوسيتوشــيميبــه  يســلولتمــايز بررســي 
هايي با مشخصات فوق را كـه بـر روي           سلول 4+9روز  

ــا لامــل  بــراي قــرار داشــتند  poly L-Lysinپوشــيده ب
 تـا زوائـد دنـدريتي    گرديـد تخـاب    ان MAP-2آميزي   رنگ

 مراحـل   .ييد شود أنازك و جسم سلولي عصبي در آنها ت       
 ييهـا   سـلول  تثبيتقبل از    :كار بدين ترتيب بود كه    انجام  

 گـرم   PBSرا با   آنها   اند شدهداده  كشت  بر روي لامل    كه  
 15به مـدت     %4شستشو داده وبا محلول پارافرم آلدئيد       

سـه بـار بـا       سـپس    .يمنمـود تثبيـت   دقيقه در دماي اتاق     
BSA 1/0 + %PBSــشو ــيو  داده  شست ــه  آنت ــادي اولي ب

MAP-2    روي سـلولها    ساعت بر  مدت يك  به %2 با رقت
بـادي  آنتـي ،  پـس از شستـشو  .گرفت قراردر دماي اتاق   

به مدت يـك سـاعت       %1رقت    با HRPبا  وگه  ژثانويه كون 
رنـگ تكميلـي سوبـستراي       مجـددا شستـشو و    انكوبه و   

DAB  از پـس    ،اضـافه شـد   )  دقيقـه  15( سيلين و هماتوك
پ نـوري   نته كـردن لام و بـا ميكروسـكو        شستشو و مو  

هـاي مـورد نظـر       و از نمونـه   لامهـا مـشاهده     دار   دوربين
  .گرديدعكس تهيه 

  
  نتايج

 بـر كـه    CCB ردةهاي   سلول: ESهاي   كشت و تمايزسلول  
تشكيل  ،داده شدند روي آن فيبروبلاست غيرفعال كشت      

 قـدرت    كـه  نـد اددرا  اي   بهـم چـسبيده    هاي شفاف و   كلني
 براي اطمينان از عدم     .) الف -1شكل( تكثير بالايي داشتند  
 .شد انجام   RT-PCR با روش    ؛oct-4تمايز آنها بيان ژن     

ايـن سـلولها تمـايز خـود        كـه   كنـد    ييد مـي  أتشكيل باند ت  
  .باشند  و به صورت همه توان ميدان يافتهبخودي ن

 در ESهــاي  ز ســلولتمــايبــراي اي   مرحلــه4در كــشت 
 اي  توده سلولي كروي شكل به هم فـشرده        ،شرايط قطره 

 سـپس در محـيط سوسپانـسيون رشـد           كـه  تشكيل شد 
ــود ــال   هنم ــد از انتق ــر و بع ــت ب ــا  روي پلي ــيده ب پوش

هـاي حاشـيه    طور كامل چسبيده و سلول    ه   ب ،فيبرونكتين
 كـه  نـد تغييـر شـكل داد    كلنيها به اطراف پراكنده شـده و      

   .) الف-1 شكل( روع تمايز سلولي استدهنده ش نشان
كـه  د ا نـشان د EBs كشت  4+2 از زمان   RT-PCRنتايج  
  القـاي  ،هاي تحت تيمار بـا هـر سـه فـاكتور رشـد              سلول
  يـژن دهند و ميزان بيان ماركرهاي يـي را نشان مـعصب
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. ديگر بسته به نوع و غلظت عامل القا كننده متفاوت است          
شـده بعـد از الكتروفـورز    و باندهاي تشكيل   PCRنتايج

عدم بيان اين ژنها در گـروه       .  آمده است  )2شكل( آنها در 
كنترل كه بدون تيمار با فاكتور بوده است نـشان دهنـده       

هاي بنيادي    سلولتمايز  در  اثر القايي دقيق اين فاكتورها      
ژنهـا  همچنين عـدم بيـان      . باشد عصبي مي هاي    به سلول 

ــييدأ نيــز تESهــاي  در گــروه ســلول ده عــدم تمــايز كنن
گيري دقيقتـر    به منظور نتيجه   .خودي سلولي است    خودبه

از ميزان بيان ژنها تصاوير حاصـل از الكتروفـورز هـر            
   .ژن به وسيله دنسيتومتري محاسبه شد

ژن كـه   از الگـوي بانـدها نـشان داد          دنسيتومتريانجام  
 و در گروهـي كـه بـا         هنستين در تمام گروهها بيان شـد      

Shh   و bFGF بيان را داشت    ميزان  شدند بيشترين   تيمار 
را تـرين بانـد      ضـعيف ) NGF )ng/ml50 بـا تيمار  در  اما  

ثير أت ـ )Shh )ng/ml 500 نـسبت بـه      RAاما   .ادتشكيل د 
هـاي    سـلول  اكثر البته .داشتنستين  در بيان ژن    كمتري  

 2-3 علت تراتوژن بودن اين فاكتوره  بRAتيمار شده با 
بيـان ژن    در عين حال   .رفتند بعد از تيمار از بين مي      روز

Nkx2.2  فاكتور ثيرأت با  كهها مشاهده شد  در تمام گروه 
Shh) ng/ml300(      اما ؛بيشترين ميزان بيان ژن را داشت 

  . بيان اين ژن را كاهش دادbFGF حضور
Nurr-1 ــا ــان نــشدRA  در گــروه تيمــار شــده ب امــا   بي

ن و كمتريNGF+ bFGF  فاكتورهاي بيشترين بيان را با
هايي  گروه و نشان داد )Shh ) ng/ml300ثيرأبا ترا بيان 
   Shhهـاي    ه تيمار شده بودند نسبت بـه گـرو        NGFكه با   

هـاي   ه در گـرو   S100 ژن   .به ميزان بيشتري بيان شـدند     
بـا  فقـط    Olig2 ژن . بيان شـد   RA و   NGFتيمار شده با    

  .بيان شد Shh+ bFGF  وShhحضور فاكتورهاي 
ثير أهاي تحت ت ـ   وللآميزي س   رنگ با :ايمونوسيتو شيمي 

 در 4+9، بعـد از روز    ها   در تمامي گروه   فاكتورهاي رشد 
 در نـواحي    MAP-2ادي از سلولها حضور پـروتئين       دتع

ــدريتي و جــسم ســلولي مــشاهده شــد  هــاي   ســلول.دن
تليالي در حال تقسيم بـا دو هـسته نيـز مـشاهده              نوراپي

كه آنهـا     نوريتها حضور پروتئين را نشان دادند      و ندشد

 400 × درحال تمايز در شرايط كشت القاي عصبي، بزرگنماييESسلولهاي: ب، بر روي فيبروبلاست غيرفعالESكلني :  الف-1شكل 

هـاي   تصوير باندهاي تشكيل شده از بيان ژن      : RT-PCR نتايج انجام  -2شكل  
 ييـد أ ت PCRموردنظر بر روي ژل آگـارز كـه براسـاس تعـداد بـاز بـا مـاركر                   

 RAd  بـا روش سوسپانـسيون     RAهـاي تيمـار شـده بـا           سلول RAs(اند    شده
 Shh 500nM تيمار با    S500,S300 ، با روش قطره   RAهاي تيمار شده با      سلول

 +Shh تيمــار بــا S+B 100 و NGF 500nM تيمــار بــا 300nM، N100,N50و

bFGF .S+Bار با ـ تيمNGF+bFGF  SCاديـاي بنيـه ولـسلروه ـگ C- كنترل   
 ).نفي بدون فاكتورم
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تـوان   عنوان سلول تحت ميتوزي نورواپيتليالي مـي      ه  برا  
 .) الف-1 شكل(در نظر گرفت 

  
  بحث

هــاي بنيــادي بــه انــواع  بــه دليــل توانــايي تبــديل ســلول
 در ايـن    ،هاي تمايز يافته در شرايط آزمايـشگاهي       سلول

موشي هاي بنيادي جنيني     تحقيق نيز با استفاده از سلول     
حضور فاكتورهاي رشد القا كننده      آنها را در     ،CCB رده

هـاي اوليـه      تعدادي از سـلول    تمايز عصبي كشت داده و    
اعتقـاد بـراين اسـت كـه بـا           .سيستم عصبي بدست آمـد    

هـاي بنيـادي جنينـي       دستيابي به دانش فني توليد سـلول      
اي سـلولي كـه توانـايي     توان از آنها به عنوان ذخيـره    مي

اسـتفاده كـرده و بـا        را دارند    هاسلولبه انواعي از    تمايز  
 هاي مـورد نظـر     فراهم آوردن امكان تمايزشان به سلول     

هـاي سـلول درمـاني و        در جهـت بررسـي روش     از آنها   
  . استفاده نمودپيوند سلولي 

براي تمايز  ،  ESهاي   نتايج اين تحقيق نشان داد كه سلول      
 يگليالهاي    سلولنورون و   مستقيم و غيرخودبخودي به     

از به افزودن عوامل سـيتوكيني و   نيin vitroدر شرايط 
 دن ـداربـه محـيط كـشت       يا فاكتورهـاي رشـد      هورموني  

ــايز ســلول  .)17( ــشت و تم ــادي  ك ــاي بني در شــرايط ه
هــاي اوليــه نــستين مثبــت و  بــه نــورونسوسپانــسيون 
ــط  ــا توس ــال  Bain, Frichardگلياله ــه 1995 در س  ب

   ).18،19(  ارائه شدابتداييصورت يك پروتكل 
Okabe  ران  و همكاFGF در  به عنوان عاملي ميتـوژن     را  
 و )20( ندمعرفي كرد  يافته ي تمايز هاي بنياد   سلول تكثير

 بـا   Mojtaba  و Li )21(، Rao محققين ديگري نيـز چـون     
 دادنـد، توانـستند در      Bainتغييراتي كـه در روش سـاده        

هاي تمايز يافتـه    تعداد بيشتري از سلولin vitro شرايط
بــا و همكــاران  Rolletschek. عــصبي را بدســت آورنــد

ــقاتروش قطــر ــي، معل  EBs 200هــاي ســه بعــدي   كلن
  سوسپانـسيون شـكل ه بآنها را  و ندسلولي بدست آورد  

كشت داده و بعد از انتقال بر پليت          محيط بدون سرم   در

 ،EGF و bFGFليزين ولامينين در حضور  پليپوشيده با 
ــورون  ســلول هــاي  هــاي اجــدادي عــصبي را تكثيــر و ن

در ايـن   در حاليكـه  .)23( نـد دادتـشكيل    را امينرژيكدوپ
 ســلولي ردة از ه منظـور القــاي تمـايز عـصبي   ب ـ تحقيـق 
در تهيـه شـد و سـپس        سـلولي    EBs 500  جنيني بنيادي

ــرم  ــسيون سـ ــيط سوسپانـ ــه  دار محـ    bFGF در آنكـ
. شدندداده    كشت ،عنوان عامل ميتوژن حضور داشت    ه  ب

فيبرونكتين منتقل ده با پوشيكلنيها بر پليت    ،بعد از انتقال  
 ,RA, NGF فاكتورهـاي رشـد   ، و به محيط كشتندشد

Shh  علت خاصـيت تراتوژنيـك      ه  البته ب  . افزوده شدRA 
مطـابق   ESهـاي     كه در اين تحقيق مشاهده شـده سـلول        

 در ايــن مرحلــه حــضور . كــشت داده شــدندBain روش
بيانگر القـاي عـصبي توسـط       كه  هاي نستين مثبت     سلول

سـپس  . مـشاهده شـد    )18 (باشد  القايي مي  هر سه عامل  
 يهـا  لسـلو هـاي تخـصص يافتـه        اي تـشكيل نـورون    بر

شت حـضور محـيط ك ـ     پلي ليـزين در   روي  نستين مثبت   
همـان    و BSA و   B27 مكمـل     بـا  اختصاصي نوروبـازال  

بـراي   .داده شـدند   انتقال داده و رشـد     القاييورهاي  تفاك
 حفـظ و  بـر    و كـشت     BSA و   B27هاي    مكمل منظوراين  

 و بـا توجـه بـه اينكـه          داشتندهاي فوق تأثير      رشد سلول 
 را  Nkx2.2ساز عصبي شكمي نخاع، ژن        هاي پيش   سلول

د هـاي اوليـه ح ـ    نـورون در اين مرحله ،)8(نمايد  بيان مي 
هاي اجدادي   لسلوكه   نمودييد  أت Nkx2.2  با بيان  واسط

 .ه اسـت  عصبي سطح شكمي طناب نخـاعي بدسـت آمـد         
شـود    براي اولين بار گزارش مـي      همچنين در اين تحقيق   

ــان ژن   ــزان بيـ ــه ميـ ــ Nurr1كـ در  NGF ثيرأتحـــت تـ
فزايش يافته و القاي تمـايز بـه         ا هاي بنيادي جنيني   سلول
 بـا حـضور  و  اوليه دوپامينرژيك انجام گرفته   هاي سلول
bFGF فاكتور بـه    همچنين اين    .ه است  اثر تقويت شد   اين

ــلول   ــايز دادن س ــايي تم ــايي توان ــه   تنه ــادي ب ــاي بني ه
 Shh هاي آستروسيتي را داشته در حاليكه فاكتور       سلول

 در مقابـل    را مهار كـرده و    مسير تشكيل آستروسيستها    
   از  مثبتOlig-2هاي  ور اوليگوسيتـور اين فاكتـبا حض
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  .يابند ميتمايز  ES هاي سلول
متــصل بــه اختــصاصي  كــه پــروتئين MAP-2حــضور 

ــدريتهــاي اســكلت ســلولي در ميكروتوبــول   اســتها دن
هاي تيمار شده    لبا رنگ آميزي سلولي در سلو     ) 24،25(

د ييحضور اين پروتئين تامورد نظر القايي با فاكتورهاي  
 ESهـاي     تمايز به نـورون از سـلول       دهندهنشان  كه  شد  
ايـن   يشرايط كشت پيـشنهاد   ب در   يبه اين ترت   .باشد مي

بي هاي عص  توان با اطمينان بيشتري به سلول      ميتحقيق  
. هاي بنيادي دسـت يافـت      مستقيم سلول  حاصل از تمايز  

گيـري نمـود كـه       تـوان نتيجـه    در نهايت از اين تحقيق مي     
هاي عصبي   ثير در القاي تشكيل سلول    أبيشترين ميزان ت  
 bFGFحضور  در   nM500 با غلظت    Shhاوليه را فاكتور    

هاي حـد واسـط    هاي ديگري مانند نورون لداشته و سلو  
V3  اوليه نيز به وسيله اين فاكتور      حركتي   هاي  و نورون

شـوند و تنهـا عـاملي كـه توانـايي القـاي تـشكيل                القا مي 
 در مقابـل بـا      . اسـت  Shhفـاكتور   اوليگوسيتها را داشته    

ايـن فـاكتور      آستروسيـستها تمـايز يافتـه و       NGFتيمار  
هــاي اوليــه  تــشكيل نــوروندر رشــد بيــشترين اثــر را 

 bFGFر فـاكتور     حـضو  كـه  دده ميدوپامينرژيك نشان   
از مهمترين اهداف ايـن  . داشته استبر آن   اثر سينرژيك   
ثر در شـرايط كـشت      ؤيـابي بـه عوامـل م ـ       تحقيق دسـت  

هـاي    اطمينان بيـشتري بـه تـشكيل سـلول         تاسلولي بود   
 .دگردهاي بنيادي ايجاد     سيستم عصبي مركزي از سلول    

در توليـد   روش  اين  از  توان   ميحاصل در آينده    با نتايج   
در آن را   اسـتفاده نمـود و       عصبي   يهاي تخصص  سلول

هـاي نقـص عملكـردي       هاي سلول درماني بيمـاري     روش
ــورن ــا    ن ــسون و ي ــد پاركين ــستم عــصبي مانن ــاي سي ه

  .جراحات نخاعي بكار بست
  

  گيري نتيجه
دهد كه حضور     نشان مي هاي حاضر در اين تحقيق        يافته

 بـا تـأثير در مـسيرهاي        Shh و   RA  ،NGFفاكتورهاي  
بنيـادي بـه برخـي      هاي     در تمايز و تكوين سلول     ژنتيكي
انـد و حـضور       هـاي سيـستم عـصبي مـؤثر بـوده           سلول

 نيز به عنـوان يـك عامـل تقويـت كننـده             bFGFهمزمان  
تـوان در   مـي نتايج فـوق را  رسد    به نظر مي  . مشاهده شد 

 اهـداف   برايهاي عصبي تمايز يافته و        جهت توليد سلول  
هـاي     علـت محـدوديت    همچنين به . داستفاده نمو درماني  

لذا  ؛وسايل و ابزار مناسب نتايج كمي حاصل نشده است        
در مطالعات آتـي بـا اسـتفاده از روش          شود    پيشنهاد مي 

  . اين نياز را مرتفع نمودفلوسايتومتري 
  

  قدرداني تشكر و
ــه از زحمــات   كليــه بــدين وســيله نويــسندگان ايــن مقال

 هـاي نـوين علـوم پزشـكي         همكاران پژوهشكده فنـاوري   
سـركار خـانم عينـي      سـينا بـويژه       ــ ابـن     جهاددانشگاهي

و سـركار خـانم     مسئول بخـش حيوانـات آزمايـشگاهي        
قاسمي كارشناس بخش ژنتيك و جناب آقاي بيات كمال         

  .نمايند ميتشكر و قدرداني 
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