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  چكيده

 TGF-βو  ERKرساني  هاي مسيرهاي پيام ئيد پارتنوژنتيك در حضور مهاركنندههاي بنيادي جنيني هاپلو در اين طرح توليد سلول :هدف
 .بررسي شده است

و  PD0325901حـاوي  ( R2iهـا، در محـيط    سازي شيميايي اووسيت هاي پارتنوژنتيك حاصل از فعال ابتدا بلاستوسيست :ها مواد و روش
SB431542 رساني  ترتيب مسيرهاي پيام كه بهERK  وTGF-β هاي بنيادي جنينـي   هاي سلول سپس رده. كشت شدند) كنند ار ميرا مه

پرتـواني و بـا     ، بيان ماركرهـاي qRT-PCRآميزي ايمونوفلورسانس و  با استفاده از رنگ. داري شدند پارتنوژنتيك در اين محيط تكثير و نگه
ميزان هاپلوئيدي نيز با استفاده از روش فلوسايتومتري . دها ارزيابي شدن خودي و ايجاد تراتوما پتانسيل تمايزي اين سلول هروش تمايز خودب

 .تعيين گرديد

صـورت   هاي هر رده به درصد سلول 13تا  10هاي پارتنوژنتيك، رده سلولي توليد كردند و  درصد از جنين 50، حدود R2iدر شرايط  :نتايج
هـاي بنيـادي پرتـوان ماننـد مورفولـوژي،       هـاي سـلول   يژگـي و R2iهاي بنيادي پارتنوژنتيك توليد شده در محيط  سلول. هاپلوئيدي بودند

 ـ همچنين اين سلول. و پروتئين را نشان دادند mRNAهاي ويژه پرتواني در سطح  پاساژپذيري، بيان ژن خـودي بـه    هها قادر به تمايز خودب
 .مشتقات سه لايه زاينده جنيني و ايجاد تراتوما بودند

هـاي   هاي بنيادي هاپلوئيد از جنين تواند شرايط مناسبي را براي توليد سلول مي TGF-βو  ERK رساني مهار مسيرهاي پيام :گيري نتيجه
 .  پارتنوژنتيك فراهم كند

  TGF-βو  ERKرساني  هاي بنيادي جنيني هاپلوئيد، مسير پيام جنين پارتنوژنتيك موش، سلول :واژگان كليدي
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  مقدمه

در (خلي جنيني هاي بنيادي جنيني از توده سلولي دا سلول
ها  اين سلول. )2و  1( شوند مشتق مي) مرحله بلاستوسيست

 زايايتوانايي تكثير نامحدود و تمايز به مشتقات هر سه لايه 

هاي بنيادي باعث شده است  اين ويژگي. باشند جنيني را دارا مي
عنوان مدل مناسبي براي تحقيقات  ها به كه اين سلول

ژنتيك تكويني، سلول درماني، مهندسي  شناسي تكويني، زيست
هاي بنيادي  تاكنون سلول. )5-3(بافت و تست دارو مطرح گردند 

هاي مختلف پستاندار و غير  جنيني تحت شرايط خاص از گونه
هاي پستانداران،  كه سلول از آنجايي. اند پستاندار توليد شده

استثناي تخمك و اسپرم، ديپلوئيد هستند و از هر ژن دو كپي  به
ادي جنيني مشتق شده از هاي بني در ژنوم خود دارند، سلول

وجود دو كپي از هر ژن در ژنوم، . ها نيز ديپلوئيد هستند گونه اين
ويژه در مطالعات ژنتيك تكويني و  ها را به كاربرد اين سلول

كند،  دچار چالش مي) مستقيم و معكوس(غربالگري ژنتيكي 
توان  كه تنها با ايجاد جهش در هر دو كپي يك ژن مي طوري به

هاي  رغم پيشرفت علي. )6(ژن را آشكار ساخت  آن ردكعمل
هاي بنيادي،  گيري ژن در سلول وري هدفناالعاده در ف فوق

براي  knock outالمللي براي توليد موش  هاي ائتلاف بين فعاليت
هاي ژنتيكي  ، غربالگريsiRNAوري ناهاي موشي و ف تمامي ژن

   .)8 و 7(همچنان بسيار دشوار است 

هاي بنيادي هاپلوئيد ماهي،  مطالعات متفاوتي توليد سلول ااخير
 اند هاي پارتنوژنتيك گزارش كرده موش، ميمون و رت را از جنين

واسطه تحريك شيميايي  هاي پارتنوژنتيك به جنين. )9-12(
شده و بعد از رسيدن به مرحله  تخمك لقاح نيافته حاصل 

هاي بنيادي هاپلوئيد مورد  بلاستوسيست براي توليد سلول
هاي بنيادي هاپلوئيد از  سلول. )14 و13( اند استفاده قرارگرفته

نظر پتانسيل تمايزي پرتوان بوده و توانايي ايجاد اجسام شبه 
جنيني را دارا  جنيني، ايجاد تراتوما و تمايز به هر سه رده

هاي بنيادي هاپلوئيد با دارا بودن يك كپي از هر  سلول. هستند
از . كنند ژن بسياري از مطالعات ژنتيكي را قابل انجام و آسان مي

ها هستند  ها گامت كه منشا اين سلول طرف ديگر به دليل اين
با . گردد مشكلات اخلاقي مرتبط با از بين بردن جنين مرتفع مي

ري كروموزوم همولوگ مادري، تنوع كمتري از وجود يك س
هاي سطح سلولي كه در ارتباط با رد پيوند در فرد  ژن آنتي

عنوان  تواند به گردد و مي ها هستند ايجاد مي گيرنده اين سلول
  هاي بنيادي گزينه مناسبي براي توليد و كاربردهاي درماني سلول

  .)10(د شوجنيني انساني مطرح 

هـاي   طور وسيعي براي توليد و حفـظ سـلول   ها به كوچك مولكول
   اكنـون  هـم . )15(انـد   شـده   كـار گرفتـه   بنيادي جنيني موشي به

هـاي   شده است كـه حفـظ پرتـواني سـلول      طور واضح مشخص به
ــه    ــي ب ــي موش ــادي جنين ــه     بني ــته ب ــي وابس ــور قطع             LIFط

     وســـيله كوچـــك  نيســـت و بســـتن مســـيرهاي تمـــايزي بـــه 
ــول ــده  مولكــــ ــاي مهاركننــــ ــي هــــ            ERKي اختصاصــــ

)Extracellular signal-regulated kinases ( وGSK3  سبب
در مطالعـه  . دشو هاي بنيادي جنيني مي حفظ پرتواني و بقا سلول

ــد كــه مهــار  ) 17و  16(اخيــر، حســني و همكــاران  نشــان دادن
و  )TGF-β )Transforming growth factor betaمسـيرهاي  

ERK توانـد سـبب    هاي اختصاصـي مـي   وسيله كوچك مولكول به
هـاي   هاي بنيادي جنيني از تمام سـويه  مد سلولآتوليد بسيار كار

ثير مهـار ايـن دو مسـير    ااين مطالعـه تجربـي، ت ـ  در  .موشي شود
هـاي بنيـادي جنينـي هاپلوئيـد مـورد       رساني در توليد سلول پيام

  .تگرفته اس ارزيابي قرار
  

  ها مواد و روش

اين مطالعه بر اساس مصوبه كميته اخلاق پزشكي و پژوهشگاه 
رويان و رعايت مقررات استفاده از حيوانات آزمايشگاهي انجام 

  .شده است

در مطالعـه   :هـاي پارتنوژنتيـك موشـي    سازي جنين آماده
اي هيبريــد  هفتــه 11تــا  8هــاي مــاده  تجربــي حاضــر، از مــوش

BALB/c×C57BL/6) F1 (هــا از مركــز  مــوش. اســتفاده شــد
ند و قبـل از اسـتفاده در آزمايشـگاه،    شـد انستيتو پاسـتور تهيـه   

تــا  19حــداقل يــك هفتــه در حيــوان خانــه در شــرايط دمــايي 
سـاعت   12درصـد و   50تـا   40گـراد، رطوبـت    جه سـانتي در23

منظـور القـاي    بـه . داري شـدند  نگـه ) عصر 6صبح تا  6(روشنايي 
المللــي در  واحــد بــين 5/7هــا، مقــدار  گــذاري در مــوش تخمــك
ــي ــون   ميل ــر هورم  PMSG(Pregnant Mares Serumليت

Gonadotropin) )Invert ( واحـد   5/7سـاعت بعـد    48تا  47و
 hCG(Human Chorionic ليتـر هورمـون   در ميلـي  المللي بين

Gonadotropin) )Invert(روش درون صـفاقي تزريـق شـد    ، به .
هاي مـاده، بـه روش    ، موشhCGساعت پس از تزريق  16 اتقريب

 شده و قطع نخاع گردني، كشته شدند، و پوست شكم و صفاق باز
حـاوي   M2هاي رحمي پس از جداسازي درون محيط كشت  لوله
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 BSA(Bovin Serum Albumin)ليتـر   گـرم در ميلـي   يميل ـ 4
)Sigma (سـوزن   سـپس ناحيـه آمپـولا بـا سـر     . قرار داده شدند

همـراه   هـا بـه   آرامي بـرش داده شـد و تخمـك    سرنگ انسولين به
دقيقـه   1مدت  هاي گرانولوزا از لوله رحمي خارج شدند و به سلول

و  M2ليتر محيط كشت  ميكرو 50در داخل قطره شستشو حاوي
 250بــه غلظــت ) Sigma( ليتــر آنــزيم هيالورونيــداز ميكــرو 70

هـاي   شده از سـلول  هاي جدا تخمك. داشته شدند  نگهميكروگرم 
شـدند و    شستشـو داده  M2هاي محـيط   گرانولوزا در داخل قطره

ميكرو ليتري از محيط كشت  80تخمك به هر قطره  10حداكثر 
M16 )Sigma ( نسـيم  مـولار استرا  ميلي 5كه حاوي)Sigma ( و

 EGTA(Ethylene Glycol Tetra Aceticمـولار  ميلـي  5/0

acid) )Sigma( ها بـا   هاي حاوي تخمك قطره. بود انتقال يافتند
درجه  37درون انكوباتور با دماي  روغن معدني پوشانده شدند و به

 90بعـد از گذشـت  . منتقل شـدند ) درصد CO2 )5گراد و  سانتي

چندين بار شستشـو   M16هاي محيط  ها در قطره دقيقه، تخمك
شـده و    منتقـل  M16هاي جديد  نهايت به قطره شدند و در  داده
روز،  4بعـــد از گذشـــت . درون انكوبـــاتور انتقـــال يافتنـــد بـــه

آوري  مه كار در يك قطره جمعهاي حاصله براي ادا بلاستوسيست
  ).الف ،1شكل ( شدند

  
) بـالا (هاي طبيعي  مورفولوژي تخمك) ب. هاي پارتنوژنتيك اي بنيادي جنيني موشي از بلاستوسيسته شكل شماتيك مراحل توليد سلول) الف :1شكل 

هـاي بنيـادي موشـي روي     مورفولوژي سلول) ج. ميكرومتر است 50قبل از فعال سازي شيميايي، علامت اندازه معادل ) پايين(هاي غير طبيعي  و تخمك
  .ميكرومتر است 200سومين پاساژ، علامت اندازه معادل بستر ژلاتين از مرحله كشت بلاستوسيست  تا 

  

بـراي  : هاي بنيادي جنينـي موشـي   داري سلول توليد و نگه
هـاي   هاي بنيـادي جنينـي موشـي، از بلاستوسيسـت     توليد سلول

ــد   ــتفاده شـ ــك اسـ ــيداي   . پارتنوژنتيـ ــه زوناپلوسـ ــدا لايـ ابتـ
بـه  . وسيله محلول اسيد تـايرود حـذف شـدند    ها به بلاستوسيست

صورت كه درون ظرف، سه قطـره اسـيد تـايرود و سـه قطـره       ينا

محــيط شستشــو قــرار داده شــد و در زيــر استريوميكروســكوپ، 
شونده توسط دهان، به اولين قطره  كمك پيپت هدايت به  ها جنين

اسيد تايرود برده شدند و خيلي سـريع از دو قطـره بعـدي اسـيد     
حـل   ه شـفاف كـاملا  در اسيدتايرود، ناحي. تايرود عبور داده شدند

شود و ممكن است در قطره آخر به كف ظرف بچسبد كه بايد  مي
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هـا بـه    سـپس جنـين  . آرامي با پيپـت كـردن آن را جـدا كـرد     به
هـاي   هاي شستشو منتقـل و بعـد از شستشـو، درون ظـرف     قطره

 درصـد انتقـال داده   1/0خانه پوشيده شـده بـا ژلاتـين     96كشت
ي ازسـرم، تحـت عنـوان    در اين روش، محيط كشـت عـار  . شدند

ــيط  ــامل  N2B27مح ــه ش ــد  45، ك  DMEM/F12 ،45درص
، B27، دو درصـد  N2، يك درصد Neurobasal mediumدرصد

ــد   ــك درص ــد Penicillin streptomycinي ــك درص  -L، ي

glutamin ــك درصــد  NonEssential Amino Acids ،2، ي
 1/0 ليتـر،  گـرم در هـر ميلـي    ميلـي 125بـا غلظـت    BSAدرصد 
ــي ــولا ميل ــانول، م ــد  1000ر بتامركاپتوات ــه LIFواح ــر  ب ازاي ه
 10و PD0325901   ميكرومـولار كوچـك مولكـول    1 ليتر، ميلي

ايـن دو كوچـك   (بـود   SB431542  ميكرومولار كوچك مولكـول 
بـرده    نـام  R2iيـا   Royan 2 inhibitorsمولكول تحـت عنـوان    

چهارتـا شـش روز پـس از    . شود، مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد    مي
ــت ك ــت بلاستوسيس ــلول  ش ــا، س ــط    ه ــه توس ــد يافت ــاي رش ه

Trypsin/EDTA   منفرد شدند و به ظروف جديد پوشيده شـده
عنـوان   انتقال يافتند كـه ايـن مرحلـه بـه     R2iبا ژلاتين و محيط 

هفتـه،   1پـس از گذشـت حـدود    . پاساژ اول در نظر گرفتـه شـد  
پـس هـر دو روز     هاي قابل پاساژ بـه دسـت آمدنـد و از آن    نيوكل

  .بار پاساژ داده شدند يك

آميزي  رنگ :آميزي آلكالين فسفاتاز و ايمونوفلورسانس رنگ
و طبـق  ) SIGMA(آلكالين فسفاتاز با استفاده از كيت مخصوص 
برداري بـا دوربـين    دستورالعمل شركت سازنده انجام شد و عكس

ديجيتال متصل به ميكروسـكوپ فازكنتراسـت بـا زمينـه روشـن      
)Olympus (ــورت گر ــتصـ ــگ . فـ ــام رنـ ــراي انجـ ــزي  بـ آميـ

هـا حـذف شـد و     ايمونوفلورسانس، ابتدا محيط كشت روي سلول
) PBS/Tweenدرصـد   5/0(بار با محلـول شستشـو    ها يك سلول

 20مــدت  درصــد بـه  4شـدند و بــا پارافرمالدهيـد    شستشـو داده  
ســپس . گــراد فــيكس شــدند درجــه ســانتي 4دقيقــه، در دمــاي 

با محلـول شستشـو در   ) دقيقه 5دت م هركدام به(ها دو بار  سلول
هـا   دماي اتاق شستشو داده شدند و براي نفوذپذير كـردن سـلول  

ــگ ــراي رن ــروتئين ب ــزي پ اي و سيتوپلاســمي، هــاي  هســته آمي
مـدت   به TritonX-100درصد 2/0ها با محلول  انكوباسيون سلول

بعـد از دو بـار شستشـوي    . دقيقه در دماي اتـاق انجـام شـد    15
در دماي اتـاق، مسـدود كـردن    ) دقيقه 5مدت  ار بههر ب(ها  سلول

) بلوكــه كــردن(بــادي  هــاي غيراختصاصــي اتصــال آنتــي جايگــاه
دقيقه، در  60مدت  درصد به 10ها با سرم بز  وسيله تيمار سلول به

بـار شستشـو،    بعـد از يـك  . گراد انجام شد درجه سانتي 37دماي 
 -Oct4 )Santa Cruz Biotechnology, scهاي اوليه  بادي آنتي

5279 (Nanog)BD Pharmingen, 560259( ،
SSEA1)R&D, MAB2155( ،Tuj1)Sigma- Aldrich, 

T8660( ،Map2)Sigma- Aldrich, M- 1406( ، Gata4 
)Santa Cruz Biotechnology, sc- 1237 ( وαFP)Santa 

Cruz Biotechnology, sc- 8108 (ها  به سلول 1:100 با رقت
گـراد   درجـه سـانتي   37دقيقه در دمـاي   60مدت  اضافه شد و به

 مـدت  بـه هر بـار  (بار شستشو  3سپس . انكوباسيون صورت گرفت
 Mouseبـادي ثانويـه    در دماي اتاق انجام شد و آنتي) دقيقه 15

IgG )Invitrogen, A- 11001 (Mouse IgG )Invitrogen, 

A- 11004 (Mouse IgM )Invitrogen, A- 21042 (Goat 

IgG)Invitrogen, A- 21223 (Rabbit- IgG)Invitrogen, 

A- 11008 (ها اضافه شد و انكوباسـيون   به سلول  1: 500با رقت
در . گـراد انجـام شـد    درجه سانتي 37دقيقه در دماي  60 مدت به

در دمـاي اتـاق   ) دقيقـه  15 مدت بههر بار (ها سه بار  ادامه سلول
سـته  آميـزي ه  منظور رنـگ  به DAPIشستشو داده شدند و رنگ 

آميزي شـده   هاي رنگ مشاهده و تصويربرداري از نمونه. اضافه شد
صــورت  )Olympus(س بــا اســتفاده از ميكروســكوپ فلورســنت

 .گرفت

بـراي اثبـات پرتـواني     :In vivoو  In vitroتمايز در شـرايط  
هـاي پارتنوژنتيـك،    هاي بنيادي جنينـي حاصـل از جنـين    سلول

جنينـي انجـام    جسـام شـبه  واسطه تشكيل ا خودي به تمايز خودبه
صورت  هاي بنيادي جنيني منفرد شده به در اين روش سلول. شد

، LIFسوسپانسيون سلولي در محيط كشت حـاوي سـرم و فاقـد    
  پـنج  مدت به) ظرف كشت باكتريايي(درون ظروف كشت نچسب 

هـاي بنيـادي    هـاي سـلول   سپس تـوده . تا هفت روز كشت شدند
شود، بـه ظـروف    نيني گفته ميج ها اجسام شبه جنيني كه به آن

روز در محيط فوق كشت  12 مدت بهيافتند و   ژلاتينه شده انتقال
ينـد تمـايز، تعـويض محـيط كشـت      آدر كل فر. داري شدند و نگه

 .صورت يك روز در ميان انجام شد به

بـا   in vivoصـورت   هاي بنيادي جنيني بـه  توانايي تمايزي سلول
ــد  ــا بررســي ش ــكيل تراتوم ــراي ت. تش ــدود ب ــا ح ــكيل تراتوم            ش

ــا مــاتريژل  3 -5×  106 مخلــوط شــده و  ســلول منفــرد شــده ب
پـس از  . نـژاد تزريـق شـد    هـاي هـم   صورت زيرپوستي به موش به

روز تومورهاي حاصله استخراج شـدند و بـراي    40تا  30گذشت 
  .ندشد تثبيتبررسي بافتي درون محلول بوئن 
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اي  رهبرداري معكوس و واكنش زنجي ، نسخهRNAاستخراج 
يافته با  هاي بنيادي جنيني و تمايز از سلول RNAكل  :پليمراز

ــت   ــتفاده از كي ــق  RNeasy Mini kit (QIAGEN)اس طب
دستورالعمل شركت سازنده كيت، استخراج و غلظت هر نمونه بـا  

بـا   RNAكيفيت . دشاستفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر تعيين 
پـس از  . دش ـي درصـد بررس ـ  1روي ژل آگـارز   RNAبارگذاري 

برداري معكـوس   استخراج شده، نسخه RNAاطمينان از كيفيت 
به همراه  RNAميكروگرم از كل  2با استفاده از ) cDNAسنتز (

و طبـق دسـتورالعمل    هگزامرهاي تصادفي و با اسـتفاده از كيـت  
هـاي   بـراي ژن ) PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره. كيت انجام شد

Oct4 )F: 5' GCG TTC TCT TTG GAA AGG TG 3'  و
R: 5' CGG TTC TCA ATG CTA GTT CG 3'( ،

Nanog)F: 5' CTG ATT CTT CTA CCA GTC CCA 

 R: 5' AAA CCA GGT CTT AAC CTG CTTو  '3

AT3'( ،GATA4 )F: 5' GCC CAA GAA CCT GAA 

TAA ATC 3'  وR: 5' TAG TGG CAT TGC TGG 

AGT TA 3'( ،Nestin )F: 5' CAC ACC TCA AGA 

TGT CCC 3'  وR: 5' GAA AGC CAA GAG AAG 

CCT 3'( ،ALBUMIN )F: 5' AGA CAT CCT TAT 

TTC TAT GCC C3'   وR: 5' GAC CAA TGC TTT 

CTC CTT CAC 3' ( وΒ-TUBULIN )F: 5' 

GCCCAAGAACCTGAATAAATC3'  وR: 5' 

TAGTGGCATTGCTGGAGTTA 3' (  ــتگاه ــط دس توس
 درجه 95دقيقه در  5: رنامهو طبق ب) مدل اپندورف(ترموسايكلر 

ثانيه در  45، گراد سانتي درجه درجه 95در  ثانيه 45، گراد سانتي
دقيقـه   10درجـه و   72ثانيه در  45، گراد سانتي درجه درجه 60
بـر   PCRمحصـول  . سيكل انجام شد 35درجه و به تعداد  72در 

 .درصد بارگذاري و بررسي شد 7/1روي ژل آگارز 

هاي بنيادي جنينـي خـارج    يط كشت سلولمح :فلوسايتومتري
شستشـو  ) فاقد كلسـيم و منيـزيم  (PBS بار با  ها يك شد و سلول

ــدند و  داده  ــهشـــ ــدت بـــ ــزيم   3 مـــ ــا آنـــ ــه بـــ دقيقـــ
Trypsin/EDTA)Gibco (فعاليت آنزيم بـا اضـافه   . تيمار شدند

 هاي بنيادي جنيني موشي حاوي سرم كردن محيط كشت سلول

(ES- FBS)  هـا   تفاده از پيپـت كـردن، سـلول   خنثي شد و با اس
 5 مـدت  بـه سپس سوسپانسيون سلولي . صورت منفرد درآمدند به

سانتريفوژ شد و محيط كشت جديد  rpm 1500دقيقه با سرعت 
دنبـال شـمارش سـلولي، يـك      بـه . به رسوب سلولي اضافه گرديد

ليتـر محـيط    سلول در يك ميلي 106 سوسپانسيون سلولي حاوي
ميكروليتـر   1با غلظت  Dye cycle رنگ كشت تهيه شد و به آن

 30 مـدت  بهداري  بعد از نگه. ليتر محيط كشت اضافه شد در ميلي
هاپلوئيـدي   DNAگراد، ميـزان   درجه سانتي 37دقيقه در دماي 

مورد بررسي ) BD FACSAriaII(توسط دستگاه فلوسايتومتري 
  .قرار گرفت

  

  نتايج

انسـيوم و  سازي تخمـك بـا اسـتفاده از استر    بهبود فعال
EGTA  

هـاي   ها از رحـم مـوش و حـذف سـلول     دنبال استخراج تخمك به
. ها ازنظر مورفولوژي مورد ارزيابي قـرار گرفتنـد   گرانولوزا، تخمك

ها لايه شفاف يكنواخت نبوده و فاصـله آن   هايي كه در آن تخمك
عنـوان تخمـك غيرطبيعـي در نظـر      تخمك زياد بود بـه  يبا غشا

منظـور   بـه ). ب ،1شكل(طالعه حذف شدند گرفته شد و از ادامه م
شـيميايي   ها، از مواد سازي تخمك بهينه كردن شرايط براي فعال

هـاي   همراه محيط به EGTAمختلف شامل اتانول، استرانسيوم و 
M16  وR2i همـراه   بـه (زمان تيمار بـا اتـانول    مدت. استفاده شد

دقيقــــه بــــوده و بــــراي استرانســــيوم و  M16 (5محــــيط 
 مدت به، تيمار R2iو  M16در هر دو محيط  EGTA/ماسترانسيو

يـابي بـه    كه در اين مطالعه دسـت  آنجايي از. دقيقه انجام شد 90
هاي بنيـادي ضـروري بـود، ميـزان      بلاستوسيت براي توليد سلول

ها مورد ارزيابي  كننده هاي حاصل از هركدام از فعال بلاستوسيست
 M16يط كشـت  نتايج نشـان داد كـه مح ـ  ). 1جدول(قرار گرفت 

، بهتـرين  EGTAمولار  ميلي 2مولار استرانسيوم و  ميلي 5حاوي 
كـه   طـوري  كنـد، بـه   سازي تخمك را فراهم مـي  شرايط براي فعال

هـا توانـايي رشـد و ايجـاد بلاستوسيسـت را       درصد از تخمـك 10
هاي ايجاد شده تحـت ايـن شـرايط بـراي      بلاستوسيست. داشتند

  .شي مورد استفاده قرار گرفتندهاي بنيادي جنيني مو توليد سلول

منظور حذف لايه  به :R2iهاي بنيادي در حضور  توليد سلول
واسطه  هسازي ب هاي حاصل از فعال شفاف بلاستوسيست

. ، تيمار با اسيد تايرود صورت گرفتEGTAاسترانسيوم و 
ف، بر روي ژلاتين و در محيط هاي فاقد لايه شفا بلاستوسيست

بود كشت  R2iكه حاوي  N2B27كشت فاقد سرم تحت عنوان 
هاي رشد يافته، با استقاده  روز پس از كشت، سلول 6تا  4. شدند

از تريپسين، پاساژ داده شدند و پس از گذشت يك هفته 
هاي بنيادي جنيني موشي ظاهر شدند و  هاي شبيه سلول نيوكل
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). ج ،1شكل . (وز يك بار پاساژ داده شدندپس، هر دو ر  از آن
هاي بنيادي جنيني در حضور  هاي سلول ارزيابي ميزان توليد رده

R2i  درصد  50نشان داد كه در تكرارهاي مختلف، بيش از
هاي  هاي سلول هاي پارتنوژنتيك منجر به توليد رده بلاستوسيست

 دهد كه مهار اين نتايج نشان مي). 2جدول (بنيادي شدند 
شرايط مناسبي را  MEKو  ERKزمان مسير پيام رساني  هم

هاي پارتنوژنتيك فراهم  هاي بنيادي از جنين براي توليد سلول
  .كند مي

  

  هاي مختلف بازده ايجاد بلاستوسيست هاي پارتنوژنتيك در حضور فعال كننده :1 جدول

 كننده فعال
تعداد 
 تخمك

تعداد دژنره 
(%) 

تعداد دوسلولي  
(%) 

تعداد هشت  
(%)مورولا /سلولي

تعداد بلاستوسيست 
 )روز چهارم(

)M16( 20 20)100( درصد 5اتانل   0 0 0 

 )5mM  )M16( 20 2)10( 18)90( 8)40( 1)5استرانسيم

 5mM )R2i( 20 5)25( 15)75( 0 0استرانسيم

 )5mM  +EGTA2mM  )M16( 20 2)10( 18)90( 12)60( 2)10استرانسيم
  

 هاي سلولي پارتنوژنتيك هاي پارتنوژنتيك و رده بازده ايجاد بلاستوسيست :2جدول 

بلاستوسيست/ درصد رده سلوليتخمك/ درصد بلاستوسيستتعداد رده سلوليتعداد بلاستوسيست تعداد تخمك گروه
1 70 12 6 17 50 

2 70 10 5 14 50 

3 80 11 6 13 54 

4 90 12 7 13 54 

5 50 8 3 16 37 

6 70 11 7 15 63 
  

هاي بنيادي جنيني موشـي توليـد شـده در     ويژگي سلول
هـاي بنيـادي جنينـي موشـي      هاي سـلول  تمام رده :R2iحضور 

پاساژ بر روي ژلاتين و در شـرايط بـدون لايـه     10توليد شده، تا 
. تكثيـر شـدند   PD+SBحاوي  N2B27كننده در محيط  تغذيه 

پذيري با استفاده از   هاي بنيادي ويژگي پاساژ هاي سلول تمام رده
تريپسين، نسبت بالاي هسته نسبت به سيتوپلاسم و رشد كلونال 

هـاي   از بـين رده سـلول  . دادنـد  را نشان مي) از يك سلول منفرد(
ــي، دو رده   ــادي جنينــ ــراي  PmESC8و  PmESC1بنيــ بــ

هاي هـر دو رده، فعاليـت    سلول. دندهاي بيشتر انتخاب ش ارزيابي
بالاي آنزيم آلكـالين فسـفاتاز را نشـان دادنـد و مـاركر سـطحي       

SSEA1   بــرداري   و فاكتورهــاي نســخهOct4  وNanog  را در
ــروتئين  ــف ،2شــكل(ســطح پ ــي mRNAو ) ال ــان م ــد  بي   كردن

در  PmESC1هـاي رده   پتانسـيل تمـايزي سـلول   ). ب ،2شـكل (
واسطه تشـكيل اجسـام    خودي به ودبه، با تمايز خIn vitro شرايط

آميــزي  رنــگ). الــف ،3شــكل. (داده شــد شــبه جنينــي نشــان
تكثير شـده   PmESC1هاي  ايمونوفلورسانس نشان داد كه سلول

كبد، (توانايي ايجاد مشتقات اندودرمي  N2B27+R2iدر محيط 

αFP+( مزودرمــي ،) ،قلــبαMHC+ ( و اكتــودرمي) ،عصــب
Map2+( ــي ــند  را دارا م ــ(باش ــف ،3كلش ــان  ). ال ــين بي همچن

هـاي تمـايز يافتـه، شـامل      برداري ويـژه سـلول   فاكتورهاي نسخه
Nestin  )اكتودرم( ،Gata4 )مزودرم ( وAlbumin )در ) اندودرم
ــر دو رده   ســلول ــه ه ــايز يافت ــاي تم  PmESC8و  PmESC1ه

توانـايي  ). ج ،3شـكل (ييد قرار گرفت تامورد  RT-PCRوسيله  به
بـا بررسـي    In vivoهـاي ايـن دو رده در شـرايط     تمايزي سلول

بررسـي بـافتي، وجـود    . تشكيل تراتوما مورد ارزيابي قـرار گرفـت  
( مشتقات هر سه لايه زاينـده جنينـي را در تراتومـا اثبـات كـرد      

هـاي بنيـادي جنينـي موشـي كـه از       بنابراين سلول). ب ،3شكل
يـان  شـده بودنـد ازنظـر ب    هاي پارتنوژنتيك توليـد  بلاستوسيست

  .ماركر و پتانسيل تمايزي، پرتوان بودند
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بيان آنزيم آلكالين فسفاتاز، پروتئين ) الف. هاي پارتنوژنتيك هاي بنيادي جنيني مشتق شده از بلاستوست بيان ماركرهاي پرتواني در سلول :2شكل 

 DAPIآميزي هسته با  رنگ. PmESC8و  PmESC1 هاي بنيادي جنيني رده توسط سلول Nanogو   Oct4برداري  و فاكتورهاي نسخه SSEA1سطحي 
هاي  توسط سلول Nanogو  Oct4برداري پرتواني  فاكتورهاي نسخه RT-PCRنتايج ) ب. ميكرومتر است 200علامت اندازه معادل . انجام شده است

 .استفاده قرار گرفتند عنوان كنترل مثبت مورد به Royan B20بنيادي رده  هاي  سلول. PmESC8و  PmESC1بنيادي جنيني رده  

  
تشكيل ) الف. In vivoو  In vitroهاي پارتنوژنتيك در شرايط  هاي بنيادي جنيني موشي مشتق شده از بلاستوسيت پتانسيل پرتواني سلول :3شكل 

ها براي ماركرهاي  اين سلول خودي هو رنگ آميزي ايمونوفلورسانس بعد از تمايز خودب PmESC1هاي بنيادي جنيني رده  جنيني از سلول اجسام شبه
Map2 )عصب، اكتودرم( ،αMHC )قلب، مزودرم (وαFP )واسطه تزريق  هتشكيل تراتوما ب) ب. ميكرومتر است 200علامت اندازه معادل ). كبد، اندودرمي

روزت عصبي ): I. (اين تراتوماآميزي مقاطع بافتي مشتقات سه لايه زاينده جنيني در  و رنگ PmESC1هاي بنيادي جنيني رده  زير پوستي سلول
 GATA4، )اكتودرم( Nestinهاي تمايزي  بيان ژن RT-PCRنتايج ) ج). اندودرم(تليوم روده  اپي ) :III(و ) مزودرم (كندروسيت ) : II(، )اكتودرمي (
هاي  سلول. PmESC8و  PmESC1رده هاي بنيادي  خودي سلول واسطه تمايز خودبه هاي حاصل شده به توسط سلول) اندودرم( Albuminو ) مزودرم(

 .عنوان كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفتند به Royan B20هاي بنيادي رده  خودي سلول هحاصل از تمايز خودب
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  هاي بنيادي هاپلوئيد تشخيص و تعيين سلول
هاي هاپلوئيد موجود در  براي بررسي و تعيين ميزان سلول

 DNAميزان ، PmESC8و  PmESC1جمعيت هر دو رده 
وسيله دستگاه فلوسايتومتري مورد  هاپلوئيدي در پاساژ چهارم به

 Royanهاي بنيادي جنيني موشي سلول. سنجش قرار گرفت

B20 توليد شده ) لقاح يافته(هاي طبيعي  كه از بلاستوسيست
. استفاده شدند) هاي ديپلوئيد واقعي سلول(عنوان كنترل  بودند به

، نسبت PmESC8و  PmESC1ولي نتايج نشان داد دو رده سل
درصد  12و  10ترتيب داراي  ، بهRoyan B20به رده سلولي 

  ).4شكل(هاي هاپلوئيدي هستند  سلول

  
         عنـوان كنتـرل   به Royan B20در مقايسه با  PmESC8و  PmESC1هاي بنيادي جنيني رده سلولي  هاپلوئيدي در سلول DNAبررسي ميزان : 4شكل 

   )لوئيددرصد ديپ 100(
                                        

  بحث

هـاي بنيــادي پرتــوان بـراي مقاصــد و اهــداف    اسـتفاده از ســلول 
تـرين   مهـم . شـود  روز بيشتر مـي  گوناگون در دنياي پزشكي روزبه

ها در پزشكي ترميمي اسـت كـه ازجملـه     كاربرد بالقوه اين سلول
هـاي   ب، بافـت ديـده قل ـ  هـاي آسـيب    تـوان بـه تـرميم بافـت     مي

ها و ضايعات پوسـتي اشـاره    استخواني، ضايعات عصبي، سوختگي
هاي عمده پيش روي محققان در استفاده  ازجمله محدوديت. كرد

هـا در   زدگي ايـن سـلول   هاي بنيادي جنيني پرتوان، پس از سلول
هـاي سـازگاري نسـجي ايـن      ژن پيوند سـلولي اسـت؛ زيـرا آنتـي    

زدگـي   وده است و احتمال پـس ها با شخص گيرنده يكي نب سلول
هاي پارتنوژنتيك مزاياي  استفاده از جنين. )18(رود  ها بالا مي آن

هاي پارتنوژنتيك منبـع توانمنـدي از    جنين. فردي دارد منحصربه
ــلول ــازش  س ــادي داراي س ــاي بني ــتند و   ه ــافتي هس ــذيري ب پ
ميزان زيـادي   هاي ناشي از تطبيق بافت جهت پيوند را به دشواري

عنـوان   توان هموزيگـوتي را بـه   صورت مي در اين. دهند كاهش مي
زايي مشتقات يـك   يك مزيت تلقي كرد، زيرا باعث كاهش ايمني

يــادي هــاي بن شــود و احتمـال توليــد ســلول  سـلول بنيــادي مــي 
هاي قابل تطبيق موجـود   هموزيگوت براي تعداد زيادي از فنوتيپ

. )19(دهـد   داري افـزايش مـي   يطـور معن ـ  براي يك پيونـد را بـه  
هاي سلولي  توان براي انتخاب رده علاوه از هموزيگوت بودن مي هب

هاي پاسخگو به دارو، ژن يك بيماري و يا ژن سـرطاني   داراي ژن
رد كه ابزار تحقيقاتي مفيد براي آزمـايش دارو و بهبـود   استفاده ك

البته نبايد خطـرات جـدي هموزيگـوت بـودن را     . اثرات آن است
تواند هر نوع نقـص ژنتيكـي    فقدان هتروزيگوت مي. ناديده گرفت

تواند  نتيجه مي بالقوه حاضر در ژنوتيپ را تقويت و بروز دهد و در
ر مطالعه حاضـر شـرايط   د. محدوديت جدي را در پي داشته باشد

هـاي   كشت جديـدي بـراي توليـد رده سـلولي پرتـوان از جنـين      
هاي بنيـادي   در اين مطالعه سلول. شده است پارتنوژنتيك معرفي 

هـاي پـارتنوژنتيكي فعـال     جنيني پارتنوژنتيكي موشـي از جنـين  
بـر اسـاس مطالعـات    . داري شـدند  شده با استرانسيم توليد و نگه 

سازي مصـنوعي تخمـك بسـيار     هاي فعال روش شده، امروزه انجام
هاي الكتريكي، شـيميايي و   ها شامل تحريك اين روش. زياد است

اغلب اين عوامل سـبب افـزايش يكنواخـت    . )13(مكانيكي است 
هـا استرانسـيم كلرايـد     در بـين آن . ندشو سلولي مي كلسيم درون

صورت متوالي و مكرر باعـث افـزايش    ها به برخلاف ديگر القاكننده
. م به تخمك اسـت شود كه شبيه ورود اسپر نوسانات كلسيمي مي

 2همـراه غلظـت    مـولار استرانسـيم بـه    ميلـي  5استفاده از غلظت 
كننـده تخمـك معرفـي     عنوان بهترين فعال به EGTAمولار  ميلي

نتايج مطالعه حاضر نيز موافق با يافته فوق بـود،  . )14(شده است  
شـده بـا استرانسـيم و     هـاي فعـال   درصد تخمـك  10كه  طوري  به

EGTA   به مرحله بلاستوسيست رسيدند كه بهترين بازده توليـد
يكـي از مشـكلات عمـده توليـد     . هـاي سـالم بـود    بلاستوسيست

در ايـن خصـوص   . نيادي جنيني بازده پايين آن استهاي ب سلول
رساني با استفاده از كوچك  كاري مسيرهاي پيام محققين با دست

هاي سـلولي مـوردنظر را بـا كـارايي بـالا       ها توانستند رده مولكول
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هـا در توليـد    كار بردن كوچك مولكول به. )21 و 20(توليد كنند 
هـا در حفـظ    ثير و كارايي آناهاي بنيادي جنيني نمايانگر ت سلول

اســتفاده از ايــن . پرتــواني و فرآينــدهاي مختلــف زيســتي اســت
اد تغييـر در يـك   هاي ژنتيكي براي ايج روش ها، نسبت به مولكول

صـرفه اسـت    بـه   سلول ازنظر زمان، سختي كـار و هزينـه مقـرون   
المللـي بـراي توليـد و     محيط كشت بهينـه در سـطح بـين   . )22(

ــه ــده   داري رده نگ ــوان موشــي متشــكل از دو بازدارن ــاي پرت ي  ه
 2iاسـت كـه تحـت عنـوان محـيط       GSK3و  MEK مسيرهاي
كرد  هاي اصلي اين محيط عمل يكي از چالش. شده است شناخته 

عامل اصـلي از  . بر حفظ تماميت ژنومي است GSK3منفي مهار 
. اسـت  APCدست رفتن تماميت ژنومي در اين مسـير مولكـول   

شده مهـم در مسـير    هاي شناخته  يكي از مولكول APCمولكول 
ــلي  ــت Wntاص ــان داده  . اس ــين نش ــه    همچن ــت ك ــده اس ش

ها  باعث جلوگيري از جدا شدن كروموزوم GSK3هاي  مهاركننده
مطالعـه و اثبـات    RNAiشوند كه اين اثر با اسـتفاده از ابـزار    مي

ــر. )23(شــده اســت    ــ ااخي ــد م ــراي تولي ــدي را ب ثر وروش جدي
  هاي بنيادي جنيني از نژادهاي مقاوم به توليـد رده معرفـي   سلول

با  GSK3ي مسير  شده است كه در آن كوچك مولكول بازدارنده
كـرد   ثر نمـي اكول ديگر كه كاريوتايپ سلول را متيك كوچك مول
هـاي   كـارگيري كوچـك مولكـول    در اين روش، به. استفاده كردند
PD0325901  وSB431542 ترتيب مهاركننده مسيرهاي  كه به

 Royan 2تحـت عنـوان   (هسـتند   TGFβو  MAPKتمـايزي  

inhibitors  ياR2i(هاي پرتوان سلولي  ، به توليد بسيار موفق رده
ــاي   بن ــي از نژاده ــادي جنين ، NMRI ،BALB/c ،C57BL/6ي

DBA/2  وFVB/N   كه همگي مقاوم به توليد رده سلولي تحـت
  .)21 و 16(شرايط متعارف هستند، منجر شد 

هـاي پارتنوژنتيـك هاپلوئيـدي     هاي سلولي مشـتق از جنـين   رده
كننـده، در    اولين بار تحت شرايط عاري ازسرم و روي لايه تغذيه

د نتايج مطالعه حاضـر نشـان دا  . )10(توليد شده است   2iحضور 
عنوان يـك   تواند به مي R2iكه محيط كشت عاري ازسرم، حاوي 

هـاي سـلولي بنيـادي جنينـي      ثر بـراي توليـد رده  وروش بسيار م
هاي پارتنوژنتيك موش در بستر كشـت ژلاتينـي    پرتوان از جنين

تخمـك،   500در ايـن مطالعـه حـدود    . مورد استفاده قرار گيـرد 
بعـد از  . قـرار گرفـت  منظور توليد رده سـلولي، مـورد اسـتفاده     به

ــال ــدود   فع ــازي، ح ــك  17س ــد از تخم ــه    درص ــه مرحل ــا ب ه
هــا، رده  درصــد از بلاستوسيســت 50بلاستوسيســت، رســيدند و 
هاي بنيادي جنيني توليد شـده   سلول. سلولي پرتوان توليد كردند

نسـبت هسـته بـه    (ني و سـلولي  ودر اين مطالعه، ازنظر ريخت كل

هاي بنيادي جنيني حاصـل   سلولكاملا مشابه با ) سيتوپلاسم بالا
ها در محيط آزمايشگاه  اين سلول. از بلاستوسيست معمولي بودند

هـا   تا بيش از ده پاساژ پيش رفتند كه نشان از تكثيـر پـذيري آن  
ها، ماركرهاي خـاص بنيـادينگي از قبيـل     همچنين اين رده. است

Oct4 ،Nanog ،SSEA1  وALP تمــــايز . را بيــــان كردنــــد
هاي سـه   راي دو رده، توانايي تمايز و توليد دودمانخودي ب خودبه

. لايه زايـاي جنينـي اكتـودرم، مـزودرم، و انـدودرم را نشـان داد      
هـاي   هـا و همچنـين بيـان ژن    بنابراين، تغيير مورفولـوژي سـلول  

عنوان آزمايش تكميلي حاكي  تمايزي و تشكيل تراتوكارسينوما به
ــلول  ــواني س ــده ا   از پرت ــد ش ــادي تولي ــاي بني ــينه ــاي  ز جن ه

  .پارتنوژنتيك بود
  

  نتيجه گيري

هاي بنيادي توليدشده در اين مطالعه نشان داد كـه   ارزيابي سلول
. درصد از جمعيت سـلولي هاپلوئيـدي بودنـد    12تا  10در حدود 

اين درصد در مقايسه با اولين گروهـي كـه موفـق بـه توليـد رده      
 ـ  هاي تغذيـه  سلولي پرتوان هاپلوئيدي روي سلول ا بـازده  كننـده ب

بـا توجـه بـه    . )10(ملي بـود  ات ـ درصد شده بودند، درصد قابل10
هاي سلولي پرتوان هاپلوئيـدي در مطالعـات ژنتيكـي،     اهميت رده

توانـد در   هاي هاپلوئيدي مي داري جمعيت به نظر جداسازي و نگه
  .اهميت باشد لعات بعدي بسيار پرپيشبرد مطا
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Abstract 

Aim: In this project, production of haploid parthenogenetic embryonic stem cells has been studied in 
presence of the ERK and TGF-β signaling pathway inhibitors. 

Material and Methods: First the parthenogenetic blastocyst- produced with chemical activation of 
oocytes- was cultured in R2i culture condition (containing PD0325901 and SB431542 which inhibit 
ERK and TGF-β signaling pathways respectively). Then parthenogenetic embryonic stem cell lines 
was subsequently expanded and preserved in the same culture medium. Using immunofluorescent 
staining and qRT-PCR, expression of the pluripotent markers were evaluated. Moreover, 
differentiation potential of these cells was assessed by spontaneous differentiation and teratoma 
formation assay. Degree of haploid in this cell lines was determined by flowcytometry methods. 

Results: In R2i culture condition, about 50% of parthenogenetic embryos produce cell lines, out of 
which 10-13% are haploid. Established parthenogenetic stem cell lines demonstrate pluripotent 
stemness characteristics including morphology, passagability as well as expression of pluripotent 
specific genes in mRNA and protein levels. In addition, these cells were able to differentiate 
spontaneously to embryonic germ layers and form teratoma. 

Conclusion: Inhibition of ERK and TGF-β signaling pathways can provide an appropriate condition 
for producing haploid stem cells from parthenogenetic embryos. 

Keywords: Mouse parthenogenetic embryo, Haploid embryonic stem cells, ERK and TGF-beta 
signaling pathway 
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