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 چكيده

به:هدف بر تمايز عصبي) (NRBEالكل آميخته با عصاره مغز نوزاد رت وينيلپلي/منظور بررسي اثر داربست كيتوسان پژوهش حاضر
شدP19هاي بنيادي كارسينوماي جنيني سلول .طراحي

و روش الكل وينيلپلي/روي داربست كيتوسانP19كارسينوماي جنيني رده بنيادي هاي سلولمنظور القاي فنوتيپ عصبي،به:هامواد
و تمايز سلول.ي مغز نوزاد موش صحرايي كشت شدندآميخته با عصاره سهبراي ارزيابي توان بقا، مهاجرت ها به بعدي، اين سلولهاي كشت

روسرانجام سلول. تگاه عصبي مركزي در حال تكوين جنين جوجه پيوند شدنددس آميزي اختصاصي رنگهايشهاي پيوندي با استفاده از
.و ايمنوفلورسانس رديابي شدند

تفنوتيپ عصبي سلول،ويولهآميزي اختصاصي كرزيلرنگ:نتايج عصبي، اختصاصي پروتئينهمچنين بيان. ييد نموداهاي پيوندي را
شدبا استفاده از فرآيند ايمنوفلورسان سيناپتوفيزين .س نشان داده

كه:گيرينتيجه ميP19كارسينوماي جنيني بنيادي هاي سلولنتايج اين مطالعه نشان داد بهرا هاي عنوان منبع عظيمي از سلول توان
و مولكولي پرتوان در مطالعات پيوندي به منظور بررسي جنبه و تماهاي سلولي .يز سلولي مورد استفاده قرار دادتكوين

 جوجه، جنين عصبي، پيوند سلول، تمايزP19 جنيني، سلول كارسينوماي بنيادي هاي سلول:واژگان كليدي



سهتمايز عصبي سلول و همكاران زهره نصيري ...وبعدي هاي بنيادي كارسينوماي جنيني كشت

و بافت  139623 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 مقدمه

 ايـن رفـع نـاتوانيو نخاعي ضايعههبدرمان بيماران مبتلا

واز گروه  هـاآن هايتوانايياز برخي يا بازگرداندن بيماران

و مورد توجـه پـژوهش بسيار .گـران بـوده اسـت با اهميت

مـرده يـا هـاي سـلول جايگزينيو درماني از سلول استفاده

 كارهـاي نـوين راهاز يكـي جديـد هاي سلولبا ديدهآسيب

 هـاي سـلول از آنجـا كـه. اسـت درمان براي ايـن بيمـاران

و تبديل توانايي بنيادي را ديگـر هـاي به سلول خودنوزايي

با توجه بـه. نمود استفادههاآناز توانمي درماندر دارند،

 پيونـداز پـس متمايزشـده عصبي هاي سلول كارآيي اينكه

- بقاي سـلولو رشد محرك هايروشاز استفاده است كم

 مورد بررسي بيشتري قـرار گيـرد تـا بايستي پيوندي هاي

ميـزان. باشـد پذيربيشتري انجام با موفقيت درماني سلول

 پاركينسون، آلزايمر، مانند عصبي دستگاههاي زوال بيماري

رو بـه اس در بسياري از كشورهاي جهـانامو هانتينگتون

 هـاي در اثر تخريب سلولها اين بيماري.)1(افزايش است 

و و در نتيجـه عملكـرد آن ضعف يا از بين رفتن عصبي هـا

ي مركـز عصـبي دسـتگاه هـاي سـمي در تجمع پـروتئين 

)Central Nervous System((CNS) مي . شـوند ايجاد

و پژوهش در هـا زمينه درمـان ايـن بيمـاري گرچه مطالعه

و محافظت از دستگاه عصـبي نظير درمان با سلول بنيادي

اين مطالعـات در هنوز اما.از اهميت بالايي برخوردار است

هايي كه در حال حاضر درمان.مراحل ابتدايي خود هستند

يي كـافيآها در دسترس است فاقـد كـار براي اين بيماري

م و در اكثر موارد فقط علاياست ميتوان بخش كوچكي از

در طـور جـدي دانشمندان بـه.طور موقت كاهش داد را به

بـراييهـاي حال انجام پژوهش هستند تـا بتواننـد درمـان 

زوال بافـت هاي بيماري ويژهبهها انواع گوناگوني از بيماري

از.اس پيدا كنندامعصبي مانند دستگاه هـاي روشبرخي

ازها اين بيماريدرمان  هاي كاهش سطح پروتئين عبارتند

ــع ــتفاده از روش تجم ــه بــا اس ــاي محدودســازي يافت ه

استفاده از فاكتورهاي رشـد، مغزي-نفوذپذيري سد خوني

 دارو، هاي عصـبي آسـيب ديـده منظور حمايت از سلول به

و سـلول هـاي سـلول اسـتفاده از.)3و2(درمـاني درماني

تبنيادي اميدهاي تازه هـاي عصـبي رميم بافـت اي را براي

مطالعـات آزمايشـگاهي.ديـده فـراهم آورده اسـت آسيب

مي نشان داده است كه سلول انـواع تواننـد بـه هاي بنيادي

از تمايزيافته قادرنـد هايسلول. ديگر تمايز يابند هاي بافت

و توسـط طريق جريان خون به سمت مغـز حركـت نمـوده

وزه شاهد پيشرفتامر.ديده جذب شوند هاي آسيب قسمت

كه سلوليگيري در عرصه چشمهاي  هاي بنيادي هستيم

ها از جمله هاي نويني را براي درمان تعدادي از بيماريراه

.)5و4( عصبي پيش رو گذاشـته اسـت زوال هاي بيماري

هـاي بنيـادي مسـتقيما سـلول هاي حاصل از تمـايز سلول

مي CNS درون به عروق خـوني بـهبهو يا شوند پيوند زده

ــديصــورت درون ــا درون) Intravenous( وري ــريانيي  ش

)Intra-arterial (مي  اخيـر، هايسالدر.)6(د شونتزريق

كـه امكـان انـد يافته توسعه زيادي آزمايشگاهي هايروش

 فرآيند كشتدررا هاي پرتوان سلولاز عصبي سلول توليد

ــراهم ــوعي ســلول P19 رده.)9-7(كننــد مــي ســلول ف  ن

در صـورت اسـت كـه بنيادي كارسينوماي جنيني پرتوان

ا از هــابــه انــواع ســلول ســيدرتينوئيكتيمــار بــا ي ناشــي

 هـاي تركيـب سـلول.)10( شـود مـي متمـايز نورواكتودرم

 كــار زيســتي راه مــوادتهيــه شــده از داربســت بنيــادي بــا

 داربسـت زيسـت. استهاي در درمان بيمارياميدواركننده

شوهاي آسيبجايگزين بافت تواندميادمو كه برايد ديده

.)11(است بنيادي لازم هاي سلول تمايزو بقا،ترميم

جنيناول يعنـوان مـدل مناسـب جوجه بـهينبار ارسطو از

و پژوهشيبرا .اسـتفاده كـرد شناسيينجن هايمطالعات

بهينجنتاكنون از آن زمان آليـدها ابـزاري عنـوان جوجه

جنيبرا و ايمنـيي،شناسينمطالعات در شناسـي تكـوين

و سـهولت دسـت دست.ه استشد نظر گرفته -يابي آسان

، جنين جوجه را به مدلي ايـده آل بـراي مطالعـه در ورزي

در. داران تبديل نموده استي تكوين مهرهزمينه اين مدل

ورزي پژوهشـگران قـرار هاي پيوند بافت مورد دستفرآيند

و  -هاي بسيار مهمي را در خصوص القاي بافتيافتهگرفته

، الگودهي، مسـيريابي هاي مختلف، تعيين سرنوشت سلول
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و تمايز سـلول و مهاجرت در دسـترس قـرار داده آكسوني

ــت  ــبي.)12(اس ــايز عص ــت تم ــژوهش جه ــن پ از در اي

هـا اين سـلول.شد استفاده P19پرتوان بنيادي هاي سلول

و پـس وينيلپلي/برروي داربست كيتوسان الكل رشد يافته

محل تخريـب شـده به عصبي هاياز القاي تمايز به سلول

. شدندعصبي در حال تكوين جنين جوجه پيوند دستگاه

و روش هامواد

و ذخيره سـلول كشـت:بنيـادي هـاي كشت، تكثير

رده(ي بنيـادي كارسـينوماي جنينـي هـا چسبنده سـلول 

P19 در)پاســتور، تهــران، ايــران، بانــك ســلولي انســتيتو

اسـتريل، بـا اسـتفاده از ظـروف ويـژه يكبـار شرايط كاملا

 α-MEM )α-modified مصـــرف در محـــيط كشـــت

Eagle's medium:Gibco, 11900- 073 ( همراه بـا ده

 ,FBS )Fetal bovine serum, Sigma درصـد سـرم 

و استرپتومايسـين انجـام پني،)10270-106 . شـد سيلين

ت به و تكثير سلولامنظور از مين شرايط مناسب براي رشد

37و دمـاي درصـدCO25 انكوباتور مرطـوب بـا ميـزان

در هنگام دستيابي به تراكم.شداستفاده گراد درجه سانتي

در ضـمن، جهـت. واكشت شـدنداهسلولي مناسب، سلول

بـا اسـتفاده از محـيط كشـت هـا كافي، سلولتهيه ذخاير 

و و ) DMSO )Dimethylsulfoxide حاوي سرم منجمد

و يـا تانـك ازت ذخيـره گـراد درجه سـانتي-70در دماي 

.شدند

آن كشت سه بعدي سلول و تمايز عصبي در اين:هاها

هـاي منظور تامين عوامل رشد مورد نياز سـلول پژوهش به

و تمايز آن هـا بـه سـلول بنيادي كشت شده روي داربست

. صـحرايي اسـتفاده شـد عصبي از عصاره مغز نوزاد مـوش 

بعـدي، بنيـادي ضـمن كشـت سـه هاي ترتيب سلول بدين

ي طبيعـي طور همزمان در معرض نوعي عامل القاكننده به

مـذكور پـس از تمـايز بـه محـل هـاي سلول. قرار گرفتند

18ي دستگاه عصبي جنين جوجه در مرحله تخريب شده

ــا ــد شــدند20ت /داربســت كيتوســان.)13(جنينــي پيون

الكـل در گـروه مهندسـي مـواد دانشـكده فنـي وينيل پلي

ويلاسـتر جهـت. مهندسي دانشگاه شـهركرد تهيـه شـد 

در يـك مـدت بـه هـا كشت، داربستيبرا سازي آماده روز

 هـر نوبـتوو سپس در سه نوبـت درصد70يليكالكل ات

در. قرار داده شدند PBSساعت در محلول4تا3 مدت به

شينآخر باسمرحله تـا15 مـدتبههاداربست PBSتشو

كشـت. گرفتنـد قـرار UVي اشـعه در معـرض يقهدق 20

سـلولي بـه نـام هايهها منجر به تشكيل دست معلق سلول

. شــود مــي)Embryoid bodies(جنينــي اجســام شــبه 

منتقـل اجسام شبه جنيني پـس از توليـد، روي داربسـت

و هم صحرايي زمان در معرض عصاره مغز نوزاد موش شده

از هاي پس از گذشت يك هفته سلول. قرار گرفتند حاصل

.بعدي براي پيوند استفاده شدند كشت سه

بهتمايزيافته هاي پيوند سلول دسـتگاه در داربست

 هـاي مـرغ تخـم:عصبي در حال تكوين جنين جوجـه 

ــومي جهــاد دار نطفــه و تكثيــر مــرغ ب از مجتمــع اصــلاح

و  و شـرايط گراد درجه سانتي38دمايدركشاورزي تهيه

هـاميلتون-هـامبرگر20تا18تا مرحله انكوباتورمرطوب

منظور دسترسي به جنين جوجـه به.)13(شدند داري نگه

و اي در پوسته آهكـي تخـم با ايجاد پنجره برداشـتن مـرغ

پس از تخريـب.شدجنين نمايان بخشي از غشاي ويتلين 

، بلافاصله بعد از مغـز تكويندر حال بخشي از لوله عصبي

لازم بـه ذكـر. شـدند به اين بخـش پيونـدها سلول عقبي،

 GFP كننـده هـاي بيـان است كه در اين مرحلـه از سـلول 

)Green fluorescence protein(بــراي پيونداســتفاده

بعـد از پوشـاندن پنجـره بـا ). مراجعه به بخش بعدي(شد 

امرغ پارافيلم، تخم نكوبـاتور بازگردانـده تا مراحل بعدي به

پس از گذشـت يـك. شد تا جنين به رشد خود ادامه دهد

و پس از شستشـو بـا ها از تخمتا سه روز جنين مرغ خارج

PBS از. درصــد تثبيــت شــدند10در فرمــالين ســرانجام

و رديـابي تثبيت هاينمونه شده مقـاطع بـافتي تهيـه شـد

هاي از روشپيوندي در مقاطع بافتي با استفاده هاي سلول

.مختلف انجام گرفت

ژن به:GFPكننده هاي بيانتوليد سلول  منظور انتقـال

GFP هـا از پلاسـميد به سلولpML8 )از)1شـكل اهـدايي

 ,McBurney's laboratoryبرنــي، آزمايشــگاه دكتــر مــك



سهتمايز عصبي سلول و همكاران زهره نصيري ...وبعدي هاي بنيادي كارسينوماي جنيني كشت

و بافت  139625 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

Ottawa Regional Cancer Center, Ottawa, Canada (

و ژن مقـاوم بـه پيورومايسـين را تحـت كنتـرل GFP كه ژن

و از روش رســوب موشــي بيــان مــي Pgk-1پروموتــور كنــد

بـــراي.)10(اســـتفاده شـــد)CaPO4(كلســـيم فســـفات 

ــت انتخــابي حــاوي  ــفكت پايــدار از محــيط كش ترانس

و سـلول هـا بعـد از هشـت روز  پيورومايسين استفاده شد

در GFPنـدهكنهاي بيانسلول. مورد بررسي قرار گرفتند

روز هشتم بعد از انتقـال ژن بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ

.فلورسنس بررسي شدند

ژن PML8طرح شماتيك پلاسميد:1شكل اس)GFP( پروتئين فلورسنت سبز كه حاوي .تو ژن مقاوم به پيورومايسين

مقاطع بافتي تهيه:يولهويلكرزاختصاصي يزيآمرنگ

و پـس از شده بـا اسـتفاده از زايلـل پـارافين  زدايـي شـده

و شستشو در معـرض رنـگ كرزيـل آب ويولـه شـامل دهي

سـديم، اسـتات)درصـد8/0(گلاسيال تركيب اسيداستيك

25/0 يولـهويـل كرز(ويولـه، پودر كرزيل)مولار يليم6/0(

گيري،آبها پس از نمونه.و آب مقطر قرار گرفتند) درصد

ــفاف ــتفاده از شـ ــا اسـ لام بـ ــباندن روي و چسـ ــازي سـ

.ميكروسكوپ نوري بررسي شدند

پيوندشـده بـه دسـتگاه هـاي بررسي تمايز سـلول

عصــبي جنــين جوجــه بــا اســتفاده از روش 

 ايمنوفلورسنس

هـا از طي مرحله انكوباسيون، جنـينو پيوند سلولپس از

بهداخل تخم و در مرغ خارج فرمـالين ده محلـول سـرعت

و هاي سلول ابييردمنظوربه. شدند تثبيت درصد پيونـدي

مقاطع تهيـه شـده ها در بدن موجود زندهآن تمايز بررسي

 GFP )Rabbit هــاي اوليــه ضــدبــاديدر معــرض آنتــي

polyclonal antibody to GFP Abcam, ab290 (و

ــيناپتوفيزين  Mouse anti-synaptophysin( ضــد س

monoclonal antibody, Abcam, ab8049(و

ــي ــادي آنت ــاي ب ــده ه ــه ش ــه كونژوگ -FITC)FITC ثانوي

conjugated anti-mouse IgG, Sigma, F9137(
 Cy5.29-conjugated(Cy5.29و)براي سيناپتوفيزين(

anti-rabbit IgG, Abcam, ab6564()بــرايGFP(

وسـيله آميـزي شـده بـه سپس مقـاطع رنـگ. گرفتندقرار

.شدندميكروسكوپ فلورسنس بررسي 

 نتايج

و تكث  P19 ياديبن هاي سلوليركشت

به P19 ينيجن ينومايكارس ياديبن هاي سلول طور قادرند

و بـرايكشت حـاويطمداوم در مح يسـرم رشـد نمـوده

. القـا شـونديو اكتـودرميبه هر دو دودمان مزودرميزتما

وارد ظرف كشت شدند بـه كـفكهايناز بعدها سلولينا

به يدهآن چسب 2شـكل( نمودنـد يـر سرعت شروع به تكثو

A(يــا ذوباز بعــد ســاعت24 حــدودو پــس از گذشــت 

را آغـازيسـلول هاييكلونيلواكشت در ظرف كشت تشك

در چنـدين هـا سـلول اين).2Bشكل(كردند  يطمحـ بـار

و در مواقـع ضـروريكشت در ظـروف مخصوصـ يكشـت

حدطور به .تا سه مرحله واكشت شدند اكثرمداوم



و بافت 1396بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 26 

و تكثينور يكروسكوپميرتصو:2 شكل مح) يكانپ( P19 ينيجن ينومايكارس ياديبن هاي سلوليراز كشت با MEM-�كشتيطدر ده درصـد همراه
 (A: 40X, B: 400X). ينيجنيسرم گاو

جنيدتول و اجسام شبه  هـاي سـلوليكشت سه بعـد يني

الكليلنيوپلي/در داربست كيتوسان P19 ياديبن

يدر پتر P19 ينيجن ينومايكارسايهسلولمعلق كشت

يلمنجـر بـه تشـك يولوژيبـاكتر يرچسـبندهغ هـاييشد

جنينـي تصوير دو جسم شـبه. شوديم ينياجسام شبه جن

شـبه اجسـام.)3Aشـكل(عنوان نمونه ارايه شده است به

مكه هاي استريليداربستيرو ينيجن  هـاي يكروپليتدر

-�كشـتيطبـا مح ـقـرار داده شـده بودنـد،ايخانه 12

MEM و عصـاره مغـز نـوزاد رت سه درصد سـرم محتوي

روز يـك يبـا كشـت تقريطمح ـ).3Bشكل(كشت شدند

جنينـي چسبيده شـدن اجسـام شـبه.شديضتعو ياندرم

آن بـه يـاديبن هـاي سلولو نفوذ داربستيرو در داخـل

ــه3B شــكل ينحــوه. اســت شــده داده خــوبي نشــان ب

داربست، نشان از مناسب بـودن رويبرها سلول يريقرارگ

يجن نتـايـا. اسـتها سلوليبرا يتيكامپوز يافبستر نانوال

م محيهته هايداربستكه دهدينشان يو بسـتريطشده

و رشد سلوليمطلوب را برا ياربس -كـرده فراهمها اتصال

.اند

جنينور يكروسكوپميرتصو:3 شكل آن ينياز اجسام شبه جن)A. الكليلنيوپلي/كيتوسانها روي داربستو كشت حاصـل از كشـت ينـي اجسام شبه
جنپيكان يك جسم.)يكانپ( P19 هاي معلق سلول راها سلول، سر پيكانداربستيروكشت شده ينيشبه مـو ستاره داربست  يوهشـ)B.دهـدينشان

 (A: 100X, B: 40X).استها سلوليبرا يتيكامپوز يافداربست نشان از مناسب بودن بستر نانوال رويها سلول يريقرارگ

 يزيافتــه؛تما هــاي ســلول شناســيي ريخــتبررســ

 ويولهيلكرزياختصاص آميزي رنگ

سهاز پس مغـز، عصـارهاز اسـتفادهوها سلوليبعدكشت

 هـاي در سـلوليعصـب يـپ فنوتييـه اوليبررس منظور به

. اسـتفاده شـد ويولـه يـل كرز آميزياز رنگيزحاصل از تما

ــكل ــلول4ش ــاي س ــهتما P19 ه ــلول يزيافت ــه س ــاي ب  ه

ويولـه بـه رنـگ بـنفش در كه توسط كرزيلرايعصب شبه

و)4Aشـكل(بعـدي انـد در دو سيسـتم كشـت سـه آمده

م)4Bشكل(دوبعدي يعصـب شبه هاي سلول. دهدينشان

لايرويسلولايشبكه يلتشـكيعصبيرغ سلولييهسطح

).، سر پيكان4Bشكل(دادند



سهتمايز عصبي سلول و همكاران زهره نصيري ...وبعدي هاي بنيادي كارسينوماي جنيني كشت

و بافت  139627 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

ت يزيافتهتما هايسلول شناسيريختيبررس:4شكل ازيرثاتحت سهدو سيستم تركيبي )A(مغز نوزاد موش صـحرايي عصارهييو عامل القايبعدكشت
سـري،عصب هاي سلول يكانپ.ويولهيلكرزياختصاص آميزيبا استفاده از رنگ)B(و كشت دوبعدي همراه با عامل القايي عصاره مغز نوزاد موش صحرايي

مويعصبيرغ هاي سلول يكانپ  A: 40X,) (B: 400X. دهديستاره داربست را نشان

حاصـل از كشـت يزيافتـه تما P19 هاي سلول يوندپ

 جوجهينجنيبه طناب عصببعدي سه

ويرو ينيجناز كشت اجسام شبه پس لقا توسطا داربست

ازسوسپانس يي،عصاره مغز نوزاد موش صحرا ها سلول يوني

پ جوجـهينجن ـشـده تخريـبيبه طناب عصب يوندجهت

جا.شديهته جنيياز آن يبـرايجوجه مدل مناسبينكه

در طـول يگناليسيتو هدايزتماي،مطالعه مهاجرت سلول

اينتكو بهيناست، در رد پژوهش  هـاي سـلول يـابي منظور

پ يزيافتهتما ياديبن ا يوندپس از . مدل اسـتفاده شـديناز

دمـاي بـا انكوبـاتوردر دارنطفه هاين منظور تخم مرغيبد

. شدنديدار مرطوب نگهيطو در شرا گراد درجه سانتي 38

در پوسـتهايبه مرحله مـورد نظـر پنجـره يدنپس از رس

گ جنينتاشد بازهاآن .)5Aشكل(يرد در دسترس قرار

در جوجـهينجنـيندر حـال تكـويطناب عصـب در ابتدا

20تـا18در مرحلـهيمغـز عقبـ محلي بلافاصله بعـد از

و از هاي سلولجنيني تخريب ايـن ناحيـهبهيزتما حاصل

محل تخريـب لولـه عصـبي را5Bشكل. شدندزده يوندپ

جوجه در مرحله مـورد نظـر نشـانينجندر مقطع بافتي 

.دهديم

. مـرغ تخـم جنين جوجه زنده پس از باز كردن پنجره در پوسته)A).پيكان(جنيني20تا18محل تخريب لوله عصبي جنين جوجه در مرحله:5شكل
از)B. دهد پيكان محل تخريب طناب عصبي جنين جوجه را بلافاصله بعد از مغز عقبي نشان مي شدهييزآم رنگمقطع بافتي تصوير ميكروسكوپ نوري

مي بلافاصله بعد از مغز عقبيرا محل تخريب لوله عصبي كه ائوزينـ هماتوكسيلينبا   ).B: 40X(دهد نشان

ا يونديپ هاي سلول يابيرد  يمنوفلورسنسبه روش

چنـد تزريق شده به محل تخريب لولـه عصـبي هايسلول

پ و بيـان از نظـر يونـد روز پس از ي هـا سـلول يـژه نشـانگر

. قرار گرفتنديمورد بررس يناپتوفيزينسي بالغ، يعنيعصب

ابهينپروتئينا يانببررسي  دادنشان يمنوفلورسنسروش

پاسخ مثبت به سيناپتوفيزين نسبت پيوندي هاي كه سلول

هـا پـس ها نشان داد كه اين سلولبررسي).6 شكل(دادند 

و به هـاي خوبي بـا سـلول از پيوند توانستند مهاجرت كرده

ــرار نماينــد بافــت ــان ارتبــاط برق همچنــين هســته. ميزب

هـاي ميزبـان هاي پيوندي نسبت بـه هسـته سـلول سلول

و هتروكروم ميبزرگتر بوده . دهداتيني بيشتري نشان


