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 چكيده
ب هاي بنيادي جنيني به سلول در تمايز سلول:و هدف زمينه بسياري از خصوصيات. كار برده شده استه هاي عصبي فاكتورهاي رشد متعددي

كه فاكتورهاي رشد مذكور داراي اثر مشابهي بـر تمـايز، بنابراين در صورتيباشدميهاي بنيادي جنيني ني مشابه سلول تليال آمنيو هاي اپي سلول

مي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي سلول آن هاي عصبي باشند،  اين.نمودهاي بنيادي جنيني استفاده ها به عنوان يك جايگزين براي سلول توان از

. انجام گرفتو بررسي اثر فاكتورهاي رشد بر آن β-tubulin IIIهاي حاوي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي تمايز سلوليين مطالعه با هدف تع

و)RA( هاي عصبي با استفاده از فاكتورهاي رشد رتينوئيك اسيد تليال آمنيوني به سلول هاي اپي در اين مطالعه، تمايز سلول: روش بررسي

bFGF گرانـنشو گرديد، بررسيβ-tubulin III الينگـن اثـر مهـار سيگنــچنيـ هـم. قرار گرفـت مي مورد ارزيابيـوشيـبا روش ايمونوسيت 

Bone Morphogenetic Protein (BMP) توسط Nogginبـه.بررسـي شـد تليال آمنيوني هاي اپي هاي عصبي از سلول بر ميزان تمايز سلول 

و به مدت تليال آمنيو هاي اپي همين منظور، سلول شد روز در پتري ديش5ن انساني از پرده آمنيون جداسازي به،هاي باكتريال رشد داده  تا

و بـه منتقـل گرديـد (Adherent Culture Dish)هاي كـشت سـلولو به ديش شده به هم چسبيده از هم جدايها سپس سلول،هم بچسبند

و bFGFهاي كشتي از محيطدر نيم. قرار گرفتند bFGFو Noggin روز در معرض7مدت آن RAحذف ها بـهو كشتشده اضافهها به

هـايي كـه مقـاديرو تفـاوت)Tukey Post-Test( استفاده شـد ANOVAها از آزمون براي مقايسه بين گروه. روز نگهداري شدند21مدت 

.دار تلقي گرديد داشتند، معني05/0كمتر از 

كه:ها يافته  در مقايـسه بـا β-tubulin III از تري سـطوح بـالا، بودنـد Nogginهاي كـشت كـه بـه همـراه در همه محيطنتايج حاصل نشان داد

شد هاي كشت محيط و هـم فاقـد Nogginهـاي حـاوي را هـم در كـشت β-tubulin III بـالاترين سـطوح RAو bFGFتركيـب. فاقد آن بيان

Nogginقطع. نشان داد(Withdrawal) bFGFنه تنها بروز β-tubulin IIIبلكه حفظ آن باعث افزايش؛ را افزايش نداد β-tubulin IIIگرديد .

تـ تليال آمنيوني توانايي تمايز به سلول هاي اپي سلول: گيري نتيجه و اين توانايي تحت Noggin،bFGF،RAهـاي ثير فـاكتورأهاي عصبي را دارند
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٢

 مقدمه

 (Neurodegenerative Diseases) عـصبي كننده سيـستم هاي تخريب بيماري

ــدريجي ســلول ــتن ت ــين رف ــداد باعــث از ب و در نتيجــه كــاهش تع ــا ه

بـراي. شـوند مد در ناحيه خاصي از سيستم عصبي مـيآهاي كار سلول

ر بـا مانـده بايـد عملكـردي برابـ هـاي بـاقي بهبود كامل بيمـاري، سـلول 

اگرچـه ايـن امـر در شـروع بيمـاري بـا. هاي اوليـه داشـته باشـند سلول

 اما در مراحل پيشرفته كـه،پذير است هاي مختلف درماني امكان روش

ب ميه توده سلولي  آسـاني يابد، تحقـق ايـن هـدف كـار شدت كاهش

هـا، اندازهاي جديد در درمان اين بيمـاري بنابراين يكي از چشم. نيست

ــر پا  (Cell Replacement Therapy) يــه جــايگزيني ســلولدرمــان ب

و مطالعات زيادي در اين زمينـه در حـال  اسـت انجـام استوار گرديده

، جالـب توجـه هـاي تحقيقـاتي در همين راستا يكـي از زمينـه.)1(

ــادي جنينــي اســتفاده از ســلول  ESCs. باشــد مــي (ESCs)هــاي بني

را In Vitroيطدر محـ (Self-Renewal)توانـايي نامحـدود تكثيـر

 در)Pluripotency( كه خـصوصيت پرتـوان بـودن در حالي دارند؛

مي اين سلول ، ايـن ESCsرغم همه مزايـايعلي.)2(شود ها حفظ

ايـن. دارنـد بالينيهاي بسيار زيادي در استفاده ها محدوديت سلول

بـ محدوديت رد پيونـد در صـورت اسـتفاده ه ها شامل تومورزايي،

 موانع اخلاقي مربوط به تخريب جنـين اسـتو صورت آلوگرافت

ــ  را مطــرح ESCsجــايه كــه بحــث اســتفاده از منــابع جــايگزين ب

ــي ــد م ــلول.)1(نماي ــي س ــاي اپ ــوني ه ــال آمني ــه از (AECs)تلي ك

ب داخلي ميه ترين لايه پرده آمنيون آيند، بـا داشـتن چنـدين دست

بـه ESCsتوانند به عنوان جـايگزين مناسـبي بـراي خصوصيت مي 

ــوند  ــرده ش ــار ب ــي. ك ــشان م ــر ن ــات اخي ــه مطالع ــد ك  AECsده

، SSEA-3 ،SSEA-4 ماننـد ESCsسطحي وابـسته بـه گرهاي نشان

TRA-1-60 وTRA-1-81 داراي هـا ايـن سـلول. كننـد را بيان مي 

 هاي بنيادي پرتـوان فاكتورهاي رونويسي مخصوص سلولگر نشان

 نـشان داده شـد كـهنبا ايـ.)3،2( هستند نيز Nanogو Oct-4مانند

هـاي مـوش بـه صـورت پيونـد در ولـي پرتوان هـستند، AECsكه

SCID مـشخص گرديـده چنـين هـم.)5،4(كنند تراتوما ايجاد نمي

 خطر كاهش كه باعث ايمونوژنيسيته اندك دارند AECs كه است

 علاوه بر اين، آمنيون بـه عنـوان يـك عـضو).1(شودميرد پيوند

س دور انداختني  ESCs مربوط بـه اخلاقي، مشكلات زارين پس از

ازگـردد؛ تـا هـا باعـث مـي اين ويژگي. را به همراه نخواهد داشت

AECs جـايگزين بـراي به عنوان يك منبـعESCs درمـان بـر پايـه در 

ــه شــرطي شــود، اســتفاده جــايگزيني ســلول آن ب ــه كــه بتــوان هــا را ب

، ESCs در اسـاس تمـايز عـصبي.)4(هاي مورد نيـاز تمـايز داد سلول

و اين كه در باشدميبه همراه برخي تغييرات ديگر bFGFحذف سرم

ــتفاده مطالعــه ــوان الگــو اس ــه عن ــده اســت ب ــايز.)6(ش ــوي تم در الگ

ازســلول عــصبي بــا اســتفاده از فاكتورهــاي،ESCsهــاي القــاي تمــايز

 RA. گـردد انجـام مـي bFGFو (RA) ماننـد رتينوئيـك اسـيديتمايز

و باعـث تكامـل در يك نقش اساسـي  سيـستم عـصبي مركـزي دارد،

و مي سلول تكثير رشد  در سيستم عـصبي bFGF).7(شود هاي عصبي

و شـده به ميزان زيـادي بيـان و تكامـلو بـراي رشـد  كـورتكس لازم

 گر اين است كـه در تمـايز اين موارد بيان.)8(رسد به نظر مي ضروري

ــلول ــاي س ــصبيه ــل ع ــين تعام  ــRAو bFGF ب ــه عن ــاكتوري ب  وان ف

هـا سـاير القاكننـده.)9(بايد مورد بررسي قرار گيرد مهموكننده تعيين

برخي از اين عوامل بـه. اند گرفتهنيز در تمايز عصبي مورد استفاده قرار 

 BMP (Bone Morphogenetic Protein) مهـار سـيگنالينگ وسيله

نـشان داده شـده اسـت كـه.)10(كننـد تمايز عصبي را اعمال مـي

BMP2 نقش مهمي در تمايز ESCs خارج جنيني دارد به اندودرم 

 نورواكتـودرمي جلـوگيري هـاي ها به سـلول سلولو از تمايز)11(

در.)13،12(نمايد مي تمـايز از Xenopus ،BMP4از سوي ديگـر

و مـي پيـشگيري هـاي عـصبي هاي اكتودرمي به سـلول سلول كنـد

زا.)14،10(شـود مـي هـاي اپيـدرمي تحريك تمايز به سلول باعث 

مي AECsكه جايي آن و هاي هـر سـه توانند به سلول پرتوان هستند

 بنـــابراين در ايـــن مطالعـــه، مهـــار،)1(رده جنينـــي تمـــايز يابنـــد 

در Nogginوسـيلههب BMPسيگنالينگ بـه عنـوان يـك محـرك

در اين. قرار گرفت بررسي هاي عصبي مورده سلولب AECsتمايز 

 ميـزان بيـان بـر bFGFن قطعـچنيو هم bFGFو RA اثرات، راستا

β-tubulin III بـه صـورت In Vitro گرديـد؛ تـا مـشخص بررسـي

و يـا نـوع مي ESCs مشابه با AECsدهي گردد كه نوع پاسخ  باشد

 پاسخ متفاوت خواهد بود؟

 روش بررسي
) Placenta(هاي جفت بافت،سازي پرده آمنيون انساني براي آماده

از. گرديد خان تهيه ان ميرزاكوچكاز بيمارست براي اين منظور تنها

و سـزارين مواردي اسـتفاده  هـا بـه شـد كـه بـارداري طبيعـي بـوده
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٣

و هفته بـارداري بـين)Elective(صورت انتخابي  انجام شده بودند

هـاي سرولوژيك براي ويروسهاي آزمايش. هفتگي بود36 تا 32

HIV،هپاتيت BوCام مـوارد قبـل از سـزارينو سفليس براي تمـ

ولـي اسـت، هرچند جفت يك بافت دور انـداختني. گرديدانجام 

ــه  ــار كلي ــت در اختي ــن باف ــتفاده از اي ــه اس ــات لازم در زمين اطلاع

ها پس از خارج شدن در بافر فـسفات بافت. گرفت ها قرار خانواده

50 سـيلين، پنـي ليتـر ميكروگـرم بـر ميلـي50 حـاوي)PBS(سالين 

 ليتـر ميكروگرم بر ميلي100،استرپتومايسينليترم بر ميليميكروگر

و قـرار دادهBآمفوتريـسين ليتـر ميكروگرم بر ميلي5/2 نئومايسين

 بـه آزمايـشگاه منتقـلاًسـريع گـراد درجه سانتي4و در دماي،شد 

و در آزمايـشگاه زيـر.)2(گرديد همه مراحل در شـرايط اسـتريل

 از)Peeling( آمنيون به روش مكـانيكي سپس پرده.شد هود انجام 

 درجــه4( ســرد PBSو چنــدين بــار بــا شــدهكوريــون جداســازي

آن تا اثري از لكه،شد شستشو داده) گراد سانتي هاي خون بر روي

 پـرده،)2(تليال آمنيوني هاي اپي براي جداسازي سلول.باقي نماند 

 آنزيمـيو بـراي هـضمهشد تر تقسيم آمنيون به چند تكه كوچك

از اين مرحلـه بـه. گرفت قرار  EDTA-Trypsin%15/0 در محلول

مـواد. گرديد انجامگراد درجه سانتي37 كليه كارها در دماي،بعد

ازيـ دقيقه اول هضم آنزيمي كـه بيـشتر زوا10حاصل از  د حاصـل

و محلـول حاصـل از هـضم دور ريختـه؛ پرده آمنيـون بودنـد شـد

و سوم كه هرك  12 دقيقه طول كشيد بـه مـدت40دام آنزيمي دوم

و سـلول سـانتريفيوژ rpm2500 دقيقه با سرعت هـاي حاصـل شـد

هـا بـا سـرم سـلول،براي غيرفعال كردن آنـزيم. گرديد آوري جمع

و سـپس ســلول جنينـي گـاوي شتستــشو   در محـيط كــشت هـا شـد

(Sigma)  DMEM/F12 10 به همراه%FCS 25هـاي در فلاسـك

و%95 در شـرايط8تا10×104 سي به تعداد سي  در CO2%5هـوا

10،ها علاوه بر سرم در محيط كشت سلول. گذاشته شد انكوباتور

 U/ml 100وEGF (Sigma)فـاكتور رشـد ليتـر نانوگرم بـر ميلـي

اسـيدL-glutamine ،1% ميلي مولار2 استرپتومايسين،-سيلين پني

1و Mercaptoethanol-2 ميكرومولار55هاي غيرضروري، آمينه

اين محيط كشت به عنوان. پيرووات سديم اضافه گرديد ميلي مولار

محيط كشت استاندارد در تمامي مراحل تحقيق مـورد اسـتفاده قـرار 

و بـراي حـصول هـا بـا لام نئوبـار انجـام شمارش سـلول. گرفت  شـد

اسـتفاده بلـو آميزي تريپـان هاي زنده از رنگ اطمينان از درصد سلول

شـده بـه وسـيله تليـال آمنيـوني جـدا هاي اپـي خلوص سلول. ديدگر 

 مـشخص Pan-Cytokeratinتليالي ايمونوسيتوشيمي براي ماركر اپي 

از)Sigma;1:200(Pan-Cytokeratinبادي اوليه براي آنتي.)2(شد

بـادي ثانويـه از نـوعو آنتـي Mouse Anti Pan-Cytokeratinنـوع 

Goat Anti-Mouse IgG )Chemicon; 1:100(ــده ــه ش  كونژوگ

. استفاده گرديد Rhodamineبا

 Cell-Cell Contact):(هـا تمايز اوليه از طريق تماس سـلولي القا

ط پ3ولـدر كشــ روز ازـهـا بـه بيـولـ سلـ،تــس از شروع ش

90 %Confluency ــ ــ. دندـرسي ـــسپ ــولـس سل ــا اس ــا ب ازـه  تفاده
(Ca2+-Mg2+-Free Hank's Balanced Salt Solution) HBSS 

و بــــه ديــــش هــــاي بــــاكتريولوژيكي غيرچــــسبان جداســــازي

)Bacteriological Dishes Non-Adherent(و بـه گرديـده منتقل

و در انكوبـاتور نگهـداري5مدت  روز در محيط كشت استاندارد

از.ندشد هاي موجود در تجمعات سـلولي توسـط روز سلول5بعد

ــده  ــشيده ش ــتور ك ــت پاس )Fire-Drawn Pipette Pasteur(پيپ

%2 خانه پوشيده با ژلاتـين24هايو در ديشندجداسازي گرديد

شد2×104به تعداد .ند كشت داده

،به محيط كشت اسـتاندارد: هاي عصبي تمايز به سلوليالقا

ــسولين1% ــسفرين-ان ــلنيم- تران ــولار2و)ITS( س ــي م ــيد ميل اس

و  ميـزان. گرديد ضافها bFGFليتر نانوگرم بر ميلي10اسكوربيك

حـذف سـرم در ايـن. كـاهش داده شـد%1به%10از) FCS(سرم 

هاي عـصبي مـورد ارزيـابي قـرار مرحله به عنوان يكي از القاكننده 

 ليتــر نــانوگرم بــر ميلــي 100هـا در نيمــي از محــيط كــشت.گرفـت 

Noggin از. افزوده شد  روز كشت، به منظور تمـايز نهـايي،7پس

)bFGF Withdrawal(گرديد حذف bFGFها در برخي از كشت

بو اجازه داده شد تا سلول . يابنـد روز تمـايز21و7،14مدته ها

ازنيمـي، Noggin freeو Nogginدو گـروه در هـر مدت در اين

 (RA) رتينوئيـك اسـيد مـولار ميكرو1ها در معـرض محيط كشت

هر محيط كشت سلول. قرار گرفتند  روز.گرديـد روز تعويض3ها

طــرح. در نظــر گرفتــه شــد)D0(0، بــه عنــوان روزbFGFحــذف

هـاي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي شماتيك پروتكل القايي سلول 

.)6( آورده شده است1 شمارهعصبي در شكل
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داβ-tubulin IIIهاي حاوي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي شكل شماتيك تمايز سلول:1شماره شكل .هاي مورد مقايسه دن گروهو نشان

هــاي هــاي عــصبي مــشتق شــده از ســلول آنــاليز خــصوصيات ســلول

 توســط بررســي ميــزان بيــان پــروتئين بــه وســيله تليــال آمنيــوني پــيا

از. انجام گرديد) ايمونوفلورسنت(ايمونوسيتوشيمي براي اين منظور

β-tubulin III هــاي عــصبي اســتفاده شــد بــه عنــوان مــاركر ســلول .

-Anti β از نوع)β-tubulin III)Sigma;1:100بادي اوليه براي آنتي

tubulin III Mouse بادي ثانويـه از نـوعو آنتيGoat Anti-Mouse 

IgG )Chemicon; 1:100(كونژوگه شده باFITC شد استفاده.

آن: مراحـل انجــام ايمونوسيتوشـيمي كـه در ايــن جــايي از

اسـتفاده (NIKON)تحقيق از ميكروسـكوپ فلورسـنت معكـوس 

 بنابراين مراحـل ايمونوسيتوشـيمي بـه طـور مـستقيم در كـف،شد

براي انجام ايمونوسيتوشيمي مراحـل زيـر بـه. ها انجام گرفت ديش

و كـف به آرامي از ديش Medium. گرديدترتيب انجام  ها خارج

 دقيقــه20شــسته شــدند، ســپس بــه مــدت PBS بــار بــا2هــا ديـش 

ــد ــشPFA(4%(پارافرمالدئي ــه دي ــافه ب ــا اض ــده ــس از گردي و پ

ب  نرمـال بـه2دريكيـ دقيقه اسـيد كلر30مدته شستشوي مجدد

شدها ديش ، بافر بورات به مدت HCLبعد از خارج كردن. افزوده

و پـس از شستـشو بـا دقيقـه بـه ديـش 10 ، PBSهـا اضـافه گرديـد

 بـه 1:1 با نـسبت Goat Serum%10و Triton-X%3/0مخلوطي از

پس از تكرار شستشو بـا. ها قرار گرفت دقيقه روي سلول30مدت

PBS ر، آنتي و يـك شـد ها اضافهت مناسب به نمونهقّبادي اوليه با

از. گرديـد نگهـداري) گـراد درجه سانتي4(شب در يخچال پـس

 شستـشو PBS بـار بـا5 تـا3ها نمونه،بادي اوليه خارج كردن آنتي 

ر وآنتي شدند داده  شـد افزودههات مناسب به نمونهقّبادي ثانويه با

ها توسـط ميكروسـكوپ شستشوي نهايي نمونهازو در نهايت پس

.)4(معكوس فلورسنت مورد بررسي قرار گرفت

و تحليل آماري در تعداد سلول: تجزيه ها به صورت تـصادفي

و نتايج به صورت10تا8  گزارش Mean±SEM فيلد شمارش شد

گ. گرديد استفاده شـد ANOVAها از آزمون روهبراي مقايسه بين

)Tukey Post-Test (ازو تفــاوت ــر 05/0هــايي كــه مقــادير كمت

.دار تلقي گرديد داشتند؛ معني

ها يافته
از بررسي زنده بـودن سـلول هـا بـا تريپـان بلـو نـشان داد كـه پـس

از جداسازي سلول  . انـد هـا زنـده سـلول%95 تـا92ها از بافت بيش
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ها طي مراحل جداسـازي بـه غلظـت آنـزيم سلول ميزان زنده بودن

EDTA-Trypsin ــزان و مي ــانتريفيوژ ــرعت س و س ــان ــدت زم و م

 روز پـس از كـشت3. تازگي بافت مورد اسـتفاده بـستگي داشـت

تليـال آمنيـوني دو رده سـلولي بـه طـور كامـل قابـل هاي اپي سلول

ها كـه بـر روي محـيط كـشت شـناور رده اول سلول. شناسايي بود 

و بود بهه طوري كه يا به كف فلاسك چسبندگي ضعيفي داشتند،

 ايـن.كردند با تكان دادن فلاسك به آرامي از جايشان حركت مي 

را هـايي سلول رده دوم.دندش ها بيشتر به شكل گرد مشاهده سلول

و تغييـــرات بــه كـــف فلاســك چــسبيده كــه شـــد شــامل مــي 

شكو گرديدها مشاهده مورفولوژيكي در آن هاي متفاوتلداراي

و چند،گرد آن. وجهي بودند هرمي جايي كـه نـشان داده شـده از

هـاي بنيـادي را بـه سلولگرهاي نشانهاي رده اول است كه سلول 

در اين رده از سلول،كنند ميزان بيشتري بيان مي و ها جداسازي شد

هـاي جداسـازي كليـه سـلول. اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت 

ــا  ــشانشــده ب ــد كــه Pan-Cytokeratin گــر ن ــشان دادن  واكــنش ن

و عـدم آلـودگي بـا تليالي بـودن ايـن سـلول اپيكننده مشخص هـا

مي سلول  ).A،2 شماره شكل(باشد هاي مزانشيمال پرده آمنيوني

تليال آمنيوني از طريق تمـاس هاي اپي ررسي القاي تمايز سلولببراي

هـاي هـا بـه ديـشولسـل) Cell-Cell Contact(ها بـا يكـديگر سلول

و تعـداد سـلول بـالا در حجـم  و با دانسيته باكتريولوژي منتقل شدند

مـورد (Embryoid Bodies) جنينـي اجسام شـبه معين از نظر تشكيل

از5تا4رغم ايجاد تجمعات علي. بررسي قرار گرفتند   سـلولي اثـري

از).B،2 شماره شكل( نشد ديده جنيني جسم شبهتشكيل در بعضي

 روز هـم ادامـه10ها در شرايط ذكر شـده تـا ارد تماس بين سلول مو

. نگرديـد ولي تغييـري در سـاختار تجمعـات سـلولي مـشاهده،يافت

و پروتكــل القــا  تمــايز از طريــق تمــاسياگرچــه روش ذكــر شــده

با سلول بـه دليـل( نـشد اجسام شـبه جنينـي منجر به ايجاد يكديگرها

تليال هاي اپي از پروسه تمايز سلول ولي،) سلولي عدم ايجاد پولاريته 

و علـت آن ايجــاد آمنيـوني بـه ســلول  عــصبي حـذف نگرديــد هـاي

.چسبندگي سلولي بود كه در ادامه توضيح داده خواهد شد

هـاي هـد كـه سـلولد نـشان مـي Pan-Cytokeratin بادي اوليـه عليـه بادي ثانويه كونژوگه شده با رودامين با آنتي واكنش آنتي2A): شكل(2 شماره شكل
و بيشتر در محيط كشت غيرچـسبان، اثـري از تـشكيل اجـسام5رغم تجمعات سلولي علي:2B)شكل(.تليال آمنيون هستند هاي اپي جداسازي شده، سلول   تايي

.(Scale bar = 50µm)ديده نشد جنيني شبه

هـاي موجـود سـلول،براي بررسي تمايز بر روي ماتريكس ژلاتيني

و بـه در تجمعات  سلولي توسط پيپت پاستور از هم جداسازي شـد

از سـلول. هاي پوشيده شده با ژلاتين منتقـل گرديـد پليت هـا پـس

كـه طـوريهبـ، چسبندگي مناسبي به ماتريكس داشتند،جداسازي

. ها به ماتريكس چسبيده بودنـد ساعت تقريباً تمامي سلول4پس از 

و معيار چسبندگي فقط به صورت مـشاهده بـا ميكر وسـكوپ بـود

ها به كار هاي تكميلي ديگري براي بررسي چسبندگي سلول روش

هـايي كـه اما تفاوت چسبندگي به ماتريكس بـين سـلول. برده نشد 

هم مرحله تماس سلول  و سـلول ها با هـايي كـه ديگر را طـي كـرده

و بـه طـور جنينـي اجـسام شـبه مرحله تـشكيل   را نگذرانـده بودنـد

ميي ژلاتين هاي حاو مستقيم به پليت  كاملاً مـشخص يافتند، انتقال

از كه سلول به طوري؛بود  روز نيز فقـط3هاي دسته دوم حتي پس

ــسيار بــه مــاتريكس ژلاتينــي%70حــدود و چــسبندگي ب  چــسبيده

به اگرچه تماس بين سلول،بنابراين. ضعيفي به ماتريكس داشتند ها
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لـي انجـامو،ها نشد در سلول بروز پديده قطبي شدن ظاهر باعث

ــلول  ــاس س ــق تم ــايز از طري ــاد تم ــراي ايج ــه ب ــن مرحل ــا اي ــا ب ه

.به نظر رسيد ضروري (Cell-Matrix Contact)ماتريكس

هـاي هاي بنيادي جنيني به سـلول تمايز سلولييكي از مراحل القا

وجـود سـرم باعـث.)6(است حذف سرم از محيط كشت،عصبي

شدهاي ها به سلول جلوگيري از تمايز سلول در اين. عصبي خواهد

در)  ITS%1(سـلنيم-ترانـسفرين-موارد به جاي سـرم از انـسولين 

 عـلاوه بـر جـايگزيني سـرم در ITS. شود محيط كشت استفاده مي 

هـاي تمايز بـه سـلولي خودش نيز باعث القا Serum-Freeشرايط

بنابراين در اين تحقيق در مطالعـات اوليـه ابتـدا. عصبي خواهد شد 

و بـه جـاي آن سرم به  %1طور كامل از محيط كـشت حـذف شـد

ITS اما حذف كامل سرم باعث كاهش زنده مانـدن. اضافه گرديد

شد سلول به ميزان زنده ماندن سلول D2كه در روز به طوري،ها ها

و افـزوده شـدها سرم به كليه ديش%1بنابراين. رسيد%30كمتر از 

ي%1به%10در واقع ميزان سرم از به%1با افزودن. افتكاهش سرم

هـا كـاهش قابـل تـوجهي محيط كشت ميـزان زنـده مانـدن سـلول 

بنابراين به جاي حذف كامل سرم از كاهش درصـد سـرم. نداشت

. استفاده گرديدالقاكننده عصبيبه عنوان 

هاي ميتوژنيك كـه در ايـن تحقيـق مـورد اسـتفاده يكي از فاكتور

از. بــود EGF فــاكتور رشــد،قــرار گرفــت در بعــضي از مطالعــات

هـاي هـاي بنيـادي بـه سـلول به عنوان القاكننده سلول EGFحذف 

 در EGF،بنابراين در يك مطالعـه اوليـه. عصبي استفاده شده است 

ــد D0روز ــذف گردي ــشت ح ــيط ك ــذف. از مح ــث EGF ح  باع

 بـه شد؛ها ها در تمامي گروه سلول) Viability(كاهش زنده ماندن

بع طوري  در تمـامي مـثلاً(هاي با تيمـار خـاص ضي از گروه كه در

از ميزان زنده ماندن سلول) Nogginهاي حاوي گروه هـا بـه كمتـر

تليـالي ايـنو بر اسـاس منـشأ اپـي بنابراين طبق اين نتايج. رسيد5%

براي ادامـه پروسـه تمـايز ضـروري بـه نظـر EGF حضور ها، سلول

 باعث افزايش BMPي فعال شدن سيگنالينگ داخل سلول.رسد مي

مي هاي بنيادي جنيني به سلول تمايز سلول در. گردد هاي غيرعصبي

ــه عنــوان يــك BMPايــن قــسمت از تحقيــق مهــار ســيگنالينگ  ب

تليال آمنيـوني بـه سـلول عـصبي هاي اپي محرك براي تمايز سلول

هـاي بـراي ايـن منظـور نيمـي از محـيط. مورد ارزيابي قرار گرفت 

 روز قـرار گرفتنـد7بـه مـدت Noggin بـا تيمار كشت تحت پيش 

از(  بر Nogginبراي مقايسه اثر ). D0 در bFGF Withdrawalقبل

در،هاي داراي تيمـار مـشابه تمامي گروه β-tubulin IIIميزان بيان

 بـا Nogginتيمـار بـاو بدون پـيش Nogginدو گروه پيش تيمار با

 شـده در گـروه تمامي چهـار تيمـار عنـوان. شدنديكديگر مقايسه

را β-tubulin IIIگر نشان سطوح بالاتري از Nogginپيش تيمار با

 در تمامي روزهـاي Nogginدر مقايسه با گروه بدون پيش تيمار با 

).2و1 شمارهنمودار،>01/0P(ارزيابي نشان دادند

آم هاي اپي تاثير فاكتورهاي رشد بر تمايز سلول:1 شمارهنمودار .Noggin (** P<0.01 , * P<0.05) بدون حضور β-tubulin IIIهاي حاوي نيوني به سلولتليال



و همكاراننژاد دكتر حسن نيك...tubulin III-β هاي حاوي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي تمايز سلول

٧

.Noggin (** P<0.01 , * P<0.05) در حضور β-tubulin IIIهاي حاوي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي تاثير فاكتورهاي رشد بر تمايز سلول:2شمارهنمودار

و%4تا%5/3 به ترتيب)D0( روزه21در روز شروع دوره تمايزي

و داراي Nogginهـــا در گـــروه بـــدون از ســـلول%5/8تـــا5/7%

Noggin گر نشان نسبت بهβ-tubulin IIIبـه منظـور. ثبـت بودنـدم

هـا بر تمايز سـلول)bFGF)bFGF Withdrawalكه اثر حذف اين

در بــه ســلول  نيمــي از در D0،bFGFهــاي عــصبي بررســي گــردد

و داراي Nogginدر هــر دو گــروه بــدون هــاي كــشت محــيط

Noggin داري بـين نتـايج نـشان داد كـه تفـاوت معنـي.شدحذف

 bFGFو بـدون)bFGF)bFGF Maintenanceهـاي داراي گـروه 

)bFGF Withdrawal(و بعد از آن در هـر دو گـروه هفتم در روز

وD7در>05/0P( وجـود دارد Nogginو داراي Nogginبدون

01/0P<رايبD14 وD21 .( بيـشترين ميـزان بيـانβ-tubulin III 

 در گـروه%28±9/2و%54±6/2بود كه بـه ترتيـب D21 مربوط به

هـاي تيمـار مربوط بـه سـلول bFGFو در گروه بدون bFGFداراي

هـاي مربوط به سـلول%8/17±9/1و%2/37±9/3و Nogginشده با 

بـراي بررسـي).2و1ه شمارنمودار( باشد مي Nogginبدون تيمار با 

هـاي به عنـوان يـك فـاكتور نوروتروفيـك بـر تمـايز سـلول RAاثر 

ــا حــذف هــم،تليــال آمنيــوني اپــي ــه نيمــي از)bFGF)D0زمــان ب  ب

 به گروهـي RAنتايج اضافه كردن.شداضافه RAهاي كشت محيط

و)bFGF Withdrawal+ RA(گرديــد آن حــذف درbFGFكــه

ها وجود نداشت داري بين گروه معنيبوده مشاب bFGF دارايگروه

 بين دو گروه ذكر Noggin كه در گروه تيمار شده با D7درءبه جز 

در).>05/0P(مشاهده شد دار تفاوت معني،شده ايـن نتـايج مـشابه

 قابـل مـشاهده Nogginو بـدون Nogginهر دو گروه تيمار شده بـا 

ــود در. ب  bFGF Withdrawal+RA صــد تمــايز در گــروه بيــشترين

 Noggin بــود كــه در گــروه پــيش تيمــار بــا D21مربــوط بــه

به از سلول2/3±8/57% و در مثبـت β-tubulin IIIها نسبت بودنـد

باـگ س%39±1/2 هم Nogginروه بدون تيمار مـ لولــ ـاز  اركرـهـا

β-tubulin III ــد ــان كردن ــودار(را بي ــماره نم از).2و1 ش ــي  در نيم

هـا به آن RA، حذف شود D0 در bFGFكهآنهاي كشت بدون محيط

از. گرديــداضــافه  )RA)bFGF Maintenance+RAو bFGF تركيبــي

را در تمـامي روزهـاي بررسـي β-tubulin IIIبالاترين درصد بيان

ــا در هــر دو گــروه پــيش تيمــار بــاو بــدون پــيشNogginتيمــار ب

Noggin در.نشان دادD21 از%6/47±5/2و%4/70±3 به ترتيب

تيمـار بـاو بـدون پـيش Nogginتيمـار بـا هـا در گـروه پـيش سلول

 Nogginنسبت به ماركر β-tubulin III شـكل(تلقـي شـدند مثبت

 نـسبت بـه bFGF Maintenance+RAگروهدر D21در).3شماره 

 Nogginو بـدون Nogginسه تيمـار ديگـر در هـر دو گـروه داراي

1شـماره آماري در نمودارهـاي مقايسه. ديده شد داري تفاوت معني

. نشان داده شده است2و
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با واكنش آنتي:3 شماره شكل ،RAو bFGF روز پس از تمايز با فاكتورهاي رشـدβ-tubulin III ،21بادي اوليه عليه با آنتيFITCبادي ثانويه كونژوگه شده
.Noggin (B) (Scale bar=50µm)و در حضور Noggin (A)بدون حضور

 بحث
تليــال هــاي اپـي در مطالعـات قبلـي كــه در زمينـه جداســازي سـلول

ها با درصد متفاوتي جمعيت متغيري از سلول گرفته،آمنيوني انجام 

سـطح گرهـاي نـشان هاي بنيادي جنيني ماننـد سلولگرهاي نشاناز 

ايـن جمعيـت متغيـر. پرتـوان ديـده شـده اسـت گـر نـشان سلولي يا 

مخ مي  از جمله هفته بـارداري:تلفي نسبت داده شود تواند به عوامل

)Gestational week's(،تفـاوتك، فشار هيدرواستاتيك مايع آمنيوتيـ 

ســلولي كـه سـلول و در مـاتريكس خـارج هــا بـر روي آن قـرار دارنــد

پــرده آمنيوتيــك يــا خيــر(موقعيـت مكــاني (روي جفــت باشــد (3،2.(

تليـال آمنيـوني اپـي هـاي ترين كار در زمينـه جداسـازي سـلول گسترده

و همكاران انجام شده است كه بر پايه رابطـه مـستقيم بـين Mikiتوسط 

و ميـزان چـسبندگي در محـيط درصد ماركرهاي پرتـوان در سـلول هـا

به بر اساس اين مطالعه سلول).2(باشد كشت مي  هايي كه به طور كامل

مــي  پرتــوان كمتــري گرهـاينــشانچـسبند داراي بـستر محــيط كـشت

در اين مطالعه بررسي نشده است كـه آيـا كـاهش درصـد. هند بود خوا

ها بعد از چـسبندگي بـه محـيط پرتوان به علت تمايز سلول گرهاي نشان

از كه اين سلول يا اين،باشد كشت مي  ها بر روي پرده آمنيون درصـدي

از تمايز را گذرانده  و از ابتـدا داراي درصـد كمتـري  گرهـاي نـشان اند

درأبنابراين بايد منش،ندباش پرتوان مي  گرهـاي نـشان اين كاهش درصد

آن. پرتوان بررسي شود هـاي چه كه مسلم است اين است كه سـلول اما

 گرهـاي نـشان چسبيده به بستر كـشت سـلول داراي درصـد كمتـري از 

ســلول.هــستندهــاي بنيــاديســلول هــايي بنــابراين در مطالعــه حاضــر از

و يا داراي چسبندگي كمتـري استفاده شد كه به محيط كشت نچسب  يده

 بـادي هاي جداسازي شده با آنتـي واكنش سلول. به محيط كشت بودند 

Pan-Cytokeratin و شستشو به طور كامـل  نشان داد مراحل جداسازي

تليـال آمنيـوني بـه هاي اپـي نشان از عدم آلودگي سلولكه،انجام شده

طـ.هاي ديگر بود سلول ي ايـن مطالعـه يكي از فاكتورهاي رشـدي كـه

هاي عـصبي مـورد تليال آمنيوني به سلول هاي اپي اثراتش بر تمايز سلول

نتـايج حاصـل از مطالعـه حاضـر نـشان. بود bFGF؛بررسي قرار گرفت 

كه مي تليـال هـاي اپـي يـك فـاكتور مهـم در تمـايز سـلول bFGFدهد

 يـك فـاكتور ميتوژنيـك bFGF. باشد مي هاي عصبي به سلول آمنيوني

ك و هـم باعـث گـردد هاي عـصبي مـيه هم باعث تمايز به سلول است

از طـرف).15،6(شـود هاي بنيـادي جنينـي مـي سلول)Survival(يبقا

)bFGF)bFGF Withdrawalديگر نشان داده شده اسـت كـه حـذف 

هـاي هاي عصبي در پروتكـل تمـايز سـلول باعث افزايش درصد سلول

نتـايج ايـن مطالعـه).16( رددگـ هاي عـصبي مـي بنيادي جنيني به سلول

هـاي باعث افزايش درصد سلول bFGFدهد كه نه تنها حذف نشان مي 

 بلكه باعث كاهش درصـد ايـن مـاركر شود؛ نميβ-tubulin IIIحاوي 

مــي آن. شــود نيــز حــذف از  باعــث كــاهش D0در bFGFجــايي كــه

Viability رسـد اثـر تمـايزي گردد به نظـر مـي ها نمي سلولbFGF بـر 

 آن)Survival(يتـر از اثـر بقـا تليـال آمنيـوني شـاخص هاي اپـي لولس

به كـار هاي ميتوژنيك كه در اين تحقيق يكي ديگر از فاكتور.باشد مي

 EGFدر بعضي از مطالعات از حذف. بود EGF فاكتور رشد برده شد، 

هاي عـصبي اسـتفاده شـده هاي بنيادي به سلول به عنوان القاكننده سلول

مي).17(است  تليال هاي اپي سلوليرسد كه بقا با توجه به نتايج به نظر

و در تمـامي مراحـل كـشت وابـسته مـي EGFآمنيوني به حضور  باشـد

طور كه از نتـايج همان.حذف آن باعث توقف پروسه تمايز خواهد شد 

 بـه RAدر حـضور β-tubulin IIIهـاي حـاوي آيد ميـزان سـلولمي بر

بـراي RAدر مطالعـات متعـددي. بـديا صورت مشخـصي افـزايش مـي

بـه كـار بـرده شـده هاي عـصبي هاي بنيادي جنيني به سلول تمايز سلول 

بـه صـورت وابـسته بـه RA كه مشخص گرديد در اين مطالعات. است

مي دوز باعث افزايش درصد سلول   بـراي RA.)15،6(شود هاي عصبي

ن تليال آمنيوني به سلول هاي اپي تمايز سلول يز مورد اسـتفاده هاي عصبي
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و همكـارانش در سـال Mikiدر مطالعاتي كه توسـط. قرار گرفته است

 از غلظـت شـد انجام 2007و همكارانش در سال Ilancheranو 2005

تليال آمنيوني بـه هاي اپي براي تمايز سلول) ميكرومولارRA)50بالاي

ــلول ــاوي س ــاي ح ــتفاده β-tubulin IIIه ــد اس ــه).4،2(گردي اگرچ

هـاي عـصبي توانـد درصـد بيـشتري از سـلول ميRAهاي بالاترظتغل

ــه ايــن نكتــه ضــروري اســت كــه،توليــد نمايــد  در RA ولــي توجــه ب

و در صورت مصرف با غلظت بـالا غلظت تراتـوژن هاي بالا سمي بوده

مي،)18(باشد نيز مي   RAتـر گردد تا از دوزهـاي پـايين بنابراين توصيه

و از غلظـت مسألهيق اين در اين تحق. شوداستفاده  مدنظر قـرار گرفـت

البته بايد به اين نكته توجه. استفاده گرديد) ميكرومولارRA)1تر پايين

نيز غلظتي فراتـر از حالـت فيزيولوژيـك RAاز ميكرومولار1كرد كه 

)Supraphysiologic(ســلولداشــته بــر ســمي آن هــا بايــد مــوردو اثــر

نت.مطالعه قرار گيرد ،ايج مهمي كه در اين تحقيـق حاصـل شـد يكي از

بر طبق اين نتايج مـصرف. بود RAو bFGFزمان مربوط به مصرف هم

 β-tubulinهاي مثبـت بـه بالاترين درصد سلولRAو bFGFزمان هم

III مي21 را طي پروسه تـوان اين نتيجه را مـي. آورد روزه تمايز بوجود

ن دو فاكتور نروژنيك مـرتبط به اثر تجمعي اين دو فاكتور رشد به عنوا 

مس. دانست  تكامـل در هنگام RAو bFGF در تضاد با اثرات ئلهاما اين

In(سيستم عصبي در داخـل بـدن Vivo(سيـستم تكامـلدر.باشـد مـي 

 موجـب مهـار bFGFعصبي در جنين جوجه نشان داده شده است كـه

بيـان اين كـار را از طريـق اثـر مهـاري خـود بـر bFGF. شود نروژنز مي

از طـرف. دهـد انجـام مـي Class I HD/bHLHبـرداري فاكتور نـسخه 

. گـردد نروژنـز مـييموجب القا bFGF با مهار سيگنالينگRAديگر 

نــامبرده ژنIكــلاسUpregulation از طريــق RAبــدين ترتيــب هــاي

و bFGFبنـابراين حـذف).19(كنـد را آنتـاگونيزه مـي bFGFاثـرات

بهي از پروتكل در بسيارRA اضافه كردن دليل انجـام همين هاي القايي

هـاي ايـن تحقيـق نـشان طور كه قبلاً ذكـر شـد يافتـه اما همان. گيرد مي

هـاي عـصبي باعـث كـاهش درصـد سـلول bFGFدهد كه نـه تنهـا مي

مي؛ گردد نمي تـوان اين تنـاقض را مـي. شود بلكه باعث افزايش آن نيز

توانـد بـه علـت كـه مـيا ايـن ابتـد. به دو صورت مورد بررسي قرار داد 

مطالعاتي كه تا به حـال انجـام، هاي مورد مطالعه باشد تفاوت بين سلول 

و يا از سلول گرفته يا از سلول  هاي بنيادي مزانـشيمال هاي بنيادي جنيني

و بنـابراين اخـتلاف بـين ايـن سـلول. براي تمايز استفاده شده اسـت  هـا

و در نتيجـ هاي اپي سلول ه تفـاوت در سـيگنالينگ داخـل تليال آمنيوني

مي سلولي آن از. دهـي باشـد تواند منـشأ ايـن اخـتلاف در پاسـخ ها

دري باعـث القـا RA كـه مشخص شده است طرف ديگر  آپوپتـوز

ــلول ــسياري از س ــلول ب ــه س ــا از جمل ــي ه ــينومايي جنين ــاي كارس ه

 از طريق تعامل با مسير سيگنالينگ داخـل سـلولي bFGF. گردد مي

PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase) توانـد آپوپتـوز القـا شـده مـي

هـاي بنـابراين افـزايش درصـد سـلول).19،9(را مهار نمايد RAتوسط 

 bFGFآپوپتوتيـك تـوان بـه اثـر آنتـي را مـي bFGFعصبي در حضور 

هـاي در تمـايز سـلول RAو bFGFبه هرصورت تعامل بين. نسبت داد

 سيـستم تكامـلو In Vitroهـاي عـصبي بـه صـورت بنيادي بـه سـلول 

برانگيـزي اسـت كـه يكي از مـسائل چـالش In Vivoعصبي به صورت

و جـاي آن دارد تحقيقات زيادي در اين زمينه در حال انجام مـي  باشـد

ــه ــي از ك ــوز ناش ــين RA آپوپت ــل ب ــات RAو bFGFو تعام  در مطالع

. تا منشأ اين تناقض آشكار گردد؛جداگانه مورد بررسي قرار گيرد

ديگر از اهداف اصلي اين تحقيق بررسـي اثـر مهـار سـيگنالينگ يكي

BMP هـاي عـصبي بـود تليال آمنيوني به سـلول هاي اپي بر تمايز سلول .

) BMPآنتاگونيست(Noggin كه استفاده از داد نتايج اين تحقيق نشان

را. شود مي β-tubulin IIIبه طور مؤثري باعث افزايش بيان  ايـن نتيجـه

ب مي در مطالعـات قبلـي. مـرتبط دانـست BMPا مهار سـيگنالينگ توان

هـاي نقـشي اساسـي در تمـايز سـلول BMP2نشان داده شده است كـه 

هـا بـهو از تمايز سلول)11(بنيادي جنيني به اندودرم خارج جنيني دارد 

در مطالعات ديگري كـه در ). 13،12(نمايد نورواكتودرم جلوگيري مي 

Xenopusكه خص گرديدمش،انجام گرفتهBMP4 باعث مهـار تمـايز 

و در عوض باعث القا به سلول  شـود اپيدرموژنز مـييهاي عصبي شده

 گرديـدو همكـارانش گـزارش Kawasakiهم چنين توسط ). 14،10(

هـاي بنيـادي جنينـي بـه سـمت تمـايز سـلولي باعـث القـا BMP4كـه

مي سلول آن).20(شود هاي مزودرمي ا كه سلول جايي از تليـال پـي هاي

و توانايي تمايز بـه سـلول  هـاي هرسـه لايـه جنينـي آمنيوني پرتوان بوده

و اندودرم،اكتودرم(  بنـابراين افـزايش درصـد هـستند، را دارا) مزودرم

ســيگنالينگ Nogginهـاي عـصبي در حـضور سـلول  مربـوط بـه مهـار

BMP بدين صورت كـه. باشد ميNoggin بـا مهـار BMP2 وBMP4 

و اپيـدرمي،هـاي مزودرمـي سـلول بـهيزباعث مهار تما  انـدودرمي

مي ها به سمت سلول باعث هدايت سلول لذا،شده . شود هاي عصبي

تر در اين بر اين اساس براي حصول اطمينان بيشتر مطالعات گسترده

و ) GATA6(هـاي انـدودرمي سـلول گرهـاي نـشان زمينه با بررسي 

 اكتـودرمي هـاي سـلول گـر نـشانو)MF20 يـا FLK1(مزودرمـي

.رسد ضروري به نظر مي) E-Cadherin(غيرعصبي

 گيري نتيجه
مي هاي اپي سلول توانند بـه عنـوان يـك جـايگزين بـراي تليال آمنيوني

بـ سلول كـاره هاي بنيادي جنينـي در درمـان بـر پايـه جـايگزيني سـلول

ــوند ــه ش ــلول. گرفت ــن س ــلول اي ــه س ــايز ب ــايي تم ــا توان ــاوي ه ــاي ح ه



و همكاراننژاد دكتر حسن نيك...tubulin III-β هاي حاوي تليال آمنيوني به سلول هاي اپي تمايز سلول

١٠

از عصبي گرهاي نشان و براي رسـيدن بـه ايـن هـدف اسـتفاده را دارند

ــد  ــت لازمNogginو bFGF،RAفاكتورهــاي رش ــتا. اس ــن راس در اي

و هـم گرهـاي نشانتر در زمينه بررسي تحقيقات گسترده  چنـين عـصبي

 هـاو بررسي پيوند ايـن سـلول ترهاي ديگر يا نروترانسمي توليد دوپامين 

.باشدمي ضروريدر يك مدل حيواني

و قدرداني  تشكر
بــه صــورت مــشترك در مركــز تحقيقــات نــانوتكنولوژي ايــن تحقيــق

و مركز تحقيقات علوم اعصاب دانشگاه علوم  و مهندسي بافت پزشكي

بدين وسـيله از خـانم دكتـر. پزشكي شهيد بهشتي به انجام رسيده است 

و خــانم احيــايي در بيمارســتان ميرزاكوچــك  و آقــاي نيــرومنش خــان

ميزاده موسوي و قدرداني به عمل . آيد تشكر
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