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  چكيده

و نوتوكـورد يـا مـزودرم     يابند هاي مزودرمي هستند كه به اسكلروتوم و درموميوتوم تمايز مي تليالي از سلول هاي اپي ها توده سومايت :دفه
هـا   هدف از اين مطالعه بررسي نقش نوتوكورد در تمايز اسكلروتومي سومايت. اسكلروتوم نقش دارد هاي سومايتي به محوري در تمايز سلول

  .  در محيط آزمايشگاهي بود

ها و نوتوكـورد از جنـين جوجـه و قـرار دادن نوتوكـورد هـا در قطـرات         در اين مطالعه تجربي، پس از جدا سازي سومايت :ها مواد و روش
هـا بـدون    در گروه بدون هم كشتي نيز سـومايت . كشتي داده شدند مدت شش روز در محيط آزمايشگاهي هم ها به تها با سوماي آلژينات، آن

در . هاي روز صفر در نظر گرفته شدند عنوان سومايت هاي تازه جدا شده وكشت داده نشده نيز به سومايت. حضور نوتوكورد كشت داده شدند
بيـان   RT-PCRداده شده  با ميكروسكوپ اينورت مورد ارزيابي قرار گرفت و  سپس بـا روش  هاي سومايتي كشت  نهايت مورفولوژي سلول

 . هاي سومايتي كشت داده شده بررسي شد هاي تمايزي اسكلروتومي و درموميوتومي در سلول ژن

هتـري داشـتند و مورفولـوژي    تمـايز ب پتانسـيل  دنبـال هـم كشـتي بـا نوتوكـورد       هاي سومايتي به در مقايسه با گروه كنترل، سلول :نتايج 
و بيـان ضـعيف    BMP4و   Pax1هـاي   پروفايل بيان ژني نيز حاكي از بيان ژن. هاي مزانشيمي با زوائد متعدد و باريك را نشان دادند سلول

MyoD شود يهاي اسكلروتومي محسوب م هاي تمايز به سلول دنبال هم كشتي با نوتوكورد بود كه از ويژگي هاي سومايتي به در سلول.  

هاي دخيل در تمايز اسكلروتوم سبب القـاي ايـن تمـايز در     دنبال افزايش بيان ژن نوتوكورد روياني در محيط آزمايشگاهي به :نتيجه گيري
  .گردد ها مي سومايت

  كشت، نوتوكورد  جنين جوجه، سومايت، هم : واژگان كليدي
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  مقدمه
له عصبي و نوتوكورد مزودرم پاراگزيال رويان در حد فاصل بين لو

در سمت داخل و مزودرم بينـابيني و مـزودرم صـفحه جـانبي در     
بخش سري ايـن مـزودرم بـه سـومايتومر     . سمت خارج قرار دارد

ــي ــديل م ــالي تب ــود در ح ــزودرم    ش ــه م ــي ب ــه در بخــش دم ك
صـورت   ها به سومايت. )1(يابد  سومايتي و سومايت تمايز مي پيش
–الي هستند كه حول محـور سـري   تلي هاي اپي هايي از بافت توده

دمي رويان از بخش سري مزودرم پيش سومايتي با فواصل منظم 
  .  )2( زنند نسبت به هم جوانه مي

تشكيل، تكثير، تمايز و نيـز حفـظ و    در هاي اطراف سومايت بافت
در  .)5و 3،4(كنند  هاي سومايتي نقش حياتي ايفا مي سلول يبقا

هـاي   هـاي اطـراف، سـلول    افـت سري تعاملات سلولي بـا ب  پي يك
تليالي تغيير حالـت داده و قسـمت شـكمي     سومايتي از حالت اپي

يابـد كـه در    هـاي اسـكلروتومي تمـايز مـي     ها به سلول داخلي آن
قسـمت پشـتي   . شـوند  نهايت به غضروف و استخوان تبـديل مـي  

ها نيز با ايجاد درموميوتوم عضلات و پوسـت بـدن    طرفي سومايت
   .)6و  3(سازد  را مي

ي بـزرگ  هـا  از سلولمتشكل مزودرمي  ارساختنيز يك نوتوكورد 
در زيـر لولـه عصـبي قـرار     است كه  غلاف خارج سلولي ضخيم با

اولين . بر عهده دارددر مهره داران عالي دو نقش مهم و  )7( دارد
ميـاني   نقش آن با توجه به مكان قرار گـرفتن نوتوكـورد در خـط   

كه بر روي همـه   است فاكتورهايي داران، ترشح مهره رويانپشتي 
و  گذاشتهاثر و سومايت  )8(از جمله لوله عصبي ي اطراف ها بافت

ي تشكيل دهنده ايـن  ها در تعيين سرنوشت، بقا و مهاجرت سلول
نقش مهم نيز دومين وظيفه نوتوكورد . )9-12( دها نقش دار بافت
كـه در نهايـت بـه ديسـك بـين مهـره تمـايز         آن است ختاريسا
   .)13(بد يا مي

بـراي   لوله عصـبي و نوتوكـورد  وجود دهند كه  نشان ميتحقيقات 
نقش حياتي  ها بوده و اين بافت داران ضروري طبيعي مهره تكوين

 را در الگويابي و تكثير و بقاي سلول هاي سومايتي ايفا مي كننـد 
 دبــا رهــايي برخــي از فاكتورهــا ماننــ نوتوكــورد .)16و  15، 14(

Noggin   وSonic Hedge Hog (SHH) )3(  و نيز لوله عصبي
 Bone Morphogenetic Protein 4با آزاد سازي عواملي مانند 

(BMP4)  و Wnt  وNeurotrophin 3 (NT-3)    باعـث تمـايز
مترشحه از  SHH .)18و  17( وندش هاي سلولي سومايتي مي رده

گـردد كـه موجـب القـا      هايي مـي  مانع از انتشار سيگنال نوتوكورد
شوند و بدين شكل از  شدن در قسمت شكمي سومايت ميپشتي 

گســترش ناحيــه درموميوتــوم بــه ناحيــه اســكلروتوم جلــوگيري 

  Pax1توانايي القا بيان  نوتوكورداز طرفي . )21، 20، 19( كند مي
طـور مسـتقيم از طريـق     را در بخش شكمي داخلي سـومايت بـه  

SHH  22(دارند(.  
لقايي در رويان است كه در آن هاي ا اي از واكنش مثال فوق نمونه

هايي از يك گروه سلولي روي گروه سلولي مجـاور تـاثير    سيگنال
 لـذا  . شـود  هـا مـي   آن گذاشته و باعث حفظ حيات، تكثير و تمايز 

هاي بـدن و نحـوه تكـوين و تمـايز      شناخت دقيق بيولوژي سلول
درونـي و بيرونـي    ها به عوامـل  دهي آن ها و نيز چگونگي پاسخ آن
توان در سلول درمـاني و نيـز    يطي را فراهم كرده است كه ميشرا

هـا بهـره    هاي مرگ سلولي و سـميت سـلولي از آن   بررسي فرآيند
هــاي ســلولي مناســب  از همــين رو دسترســي بــه مــدل. جســت

نخستين گام در جهت مطالعه فرايند هاي فوق الـذكر در محـيط   
  . باشد آزمايشگاهي مي

كشـتي روش مناسـبي بـراي     مهـاي ه ـ  سيسـتم براي اين منظور، 
هاي متفاوت هسـتند و در ايـن    مطالعه تعاملات موجود بين بافت

راستا محققان زيـادي از ايـن روش در تحقيقـات خـود اسـتفاده      
لذا با توجه بـه قـدرت سـيگنال دهـي      .)25و  24، 23( اند  كرده

هـاي مختلـف از جملـه     نوتوكورد در شرايط هم كشتي بـا سـلول  
كـه ايـن ارگـان     و از آنجايي )27و  26(روياني هاي بنيادي  سلول

هـا دارد، در ايـن    مجاورت نزديكـي در بـدن رويـان  بـا سـومايت     
هاي سومايتي  مطالعه اثرات نوتوكورد در تمايز اسكلروتومي سلول

كشتي مورد بررسي  در محيط آزمايشگاهي با استفاده از روش هم
  .قرار گرفت

  

  ها روش و مواد

 از دار نطفه هاي مرغ تخم: نين جوجهاز ج سومايت جداسازي

 درجه 5/38تا  5/37 در و شدند تهيه هاي اطراف اردبيل داري مرغ

 تـا  شـدند  داري نگـه  درصد 60تا  50نسبي  رطوبت و گراد سانتي
 هـاميلتون  – هامبورگر جدول تكويني با مطابق جوجه هاي جنين

 از هـا  جنـين  سـپس . سـومايتي برسـند   12تا  10مرحله  به )28(
 Leibovitz's (L15)محـيط كشـت    در و شـده  جـدا  زرده سطح
 بـه  ها جنين ، ها سومايت تر راحت جداسازي براي. شدند داده قرار

گرم بر  ميلي 5/0با غلظت Dispase آنزيم  در دقيقه 3تا  2 مدت
آنـزيم توسـط    اثـر  شدن خنثي از پس و شدند داده ليتر قرار ميلي

ــاو   ــا و  ســومايت (FBS)ســرم جنينــي گ ــورده ــر در نوتوك  زي
 جوجه جنين از انسوليني هاي سوزن به كمك استريوميكروسكوپ

 .شدند جدا
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 از جلـوگيري  بـراي : آلژينات حاوي نوتوكـورد  هاي دانه تهيه

هـاي جـدا شـده در داخـل قطـرات       ها، نوتوكورد ادغام با سومايت
كمـك   بـه  بـراي تهيـه ايـن قطـرات،    . شـوند  آلژينات قرار داده مي

 درصـد از پـودر آلژينـات    2/1 محلول NaCl لار مو 15/0محلول 
 فاقـد  PBSدر  هـا  سـومايت  شستشـوي  بـار  دو از پـس  .دتهيه ش
ميكروليتـري از محلـول    20تـا   15 قطـرات   منيـزيم،  و كلسـيم 
دقيقـه   15 مـدت  به) دانه هاي آلژينات(نوتوكورد  حاوي آلژينات

نهايـت ايـن    در. شـدند  داده قـرار  CaCl2  مولار 102محلول  در
 .شستشو داده شدند NaCl مولار  15/0محلول  در بار 2ها  دانه

هـا و   سـومايت : هاي سـومايتي و نوتوكـورد   سلول كشتي هم
گـراد و   درجه سانتي 37قطرات آلژينات حاوي نوتوكورد در دماي 

 DMEM/F12GLutaMax + 10%در محيط كشت  CO2 درصد 5

FBS  ،1 ــي ــولار اســيدآمينه غيرضــروري،   ميل ــو1م ــي م لار ميل
مركاپتواتانـل  – بتـا مولار  ميلي 1/0،  سيلين و استرپتومايسين پني

در دو گروه سومايت همراه با نوتوكورد و سومايت بدون نوتوكورد 
هاي تازه جدا شده نيز  سومايت. روز كشت داده شدند 6به مدت  

  . عنوان كنترل روز صفر در نظر گرفته شدند به

RT-PCR :RNA  هـا بـا    همـه گـروه   تيسـوماي ي ها سلولتوتال
ــول اســتفاده از  ــا  ســپس. اســتخراج شــد Trizolمحل مطــابق ب

 superscript II RNase H- reverseدسـتورالعمل سـازنده   

transcriptase  1  ميكروگرم ازRNA  توتال براي سنتزcDNA 
ساعت در حجم نهـايي   1به مدت گراد  سانتيدرجه  42در دماي 

ها  توالي پرايمرو  فهرست .ميكروليتر مورد استفاده قرار گرفت 20
هـاي   بـر روي ژل  PCRمحصولات . آورده شده است 1در جدول 

ميكروگـرم بـر    5/0( حـاوي اتيـديوم برومايـد    درصـد  2/1آگاروز 
 UVالكتروفورز شدند و باند ايجاد شده به كمـك نـور   ) ليتر ميلي

  . مشاهده شد

  
  .پرايمرهاي مورد استفادههاي  و تواليفهرست  :1جدول 

Primer Sequence (5΄→ 3΄)  Gene 
F: AGTCATCCCTGAGCTGAATG 
R: AGGATCAAGTCCACAACACG GAPDH 
F: GCGTCGCAGCAGGACAACCT 
R: GCGCTGGGTGGAAACCCTCC Pax3

F: GACCGGCAGGAAGAAAGTCG 
R: GCACGCTGCTGCTGAGGTTGAAG BMP4

F: GCTGGGTGGTGTCTTCGTGAAC 
R: ACTGGTAAAGGGGGTTGTAGGG Pax1

F:ACTACACGGAATCACCAAATGACC 
R: AAGGAATCTGGGCTCCACTGTC MyoD

F: Forward                           R: Reverse 

  نتايج

   نتايج مشاهدات مورفولوژيكي
سـومايتي از   12تـا   10بعد از استخراج جنين جوجه در مراحـل  

و  )B1شــكل ( نوتوكــوردجداســازي  و) A1شــكل (ســطح زرده 
ها در  ظروف حـاوي محـيط    مايتسو ،)C1شكل ( آن از سومايت

هـاي مورفولـوژيكي در    بررسي). A2شكل (كشت قرار داده شدند 
هاي سـومايتي پـس از    هاي مورد مطالعه نشان داد كه سلول گروه

ــورد از     ــور نوتوك ــدون حض ــز ب ــورد و ني ــا نوتوك دو روز كشــت ب
) B2و  E شكل(هاي سومايت شروع به رشد و تكثير نموده  گوشه

هايي بـا ظـاهر    صورت سلول ز كشت توانستند بهو پس از شش رو
هـا در   هاي مزانشيمي تمايز يابند؛ اگرچه تعداد ايـن سـلول   سلول

از طـرف ديگـر،   ). C2و  F شكل(گروه بدون هم كشتي كمتر بود 
  وليـزانشيمي از يك جسم سلـاي مـه ولـسل D2مطابق با شكل

   .   ودندنسبتا پهن و كوچك با زوائد متعدد و باريك برخوردار ب

  
تصوير ميكروسكوپ فاز كنتراست از جنـين جوجـه در مرحلـه    : 1شكل 

هـاي جـدا شـده از ايـن      و سـومايت  (B)و نوتوكـورد   (A)سومايتي  10
 C(.Bar= 100 µm(جنين 
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ز دو روز هم كشـتي بـا   هاي سومايتي پس ا گسترش سلول B)سومايت جدا شده از بدن جنين جوجه،  A). هاي سومايتي گسترش و تمايز سلول: 2شكل 

هاي مزانشيمي حاصل از تمـايز   فتوميكروگراف با بزرگنمايي بيشتر از سلول D). هاي سومايتي پس از شش روز هم كشتي مورفولوژي سلول C) ، نوتوكورد
  Bar= 100 µm . وز كشتها پس از شش ر تمايز آن F)هاي سومايتي پس از دو روز كشت در گروه بدون هم كشتي و  سلول E)هاي سومايتي،  سلول

  RT-PCRنتايج 

، GAPDH  ،Pax3  ،BMP4هـاي   بيـان ژن  RT-PCRبا روش 
Pax1 و MyoD سـومايت  (هاي تازه جدا شـده   در گروه سومايت

، گروه سومايت بدون هم كشـتي بـا نوتوكـورد و گـروه      )روز صفر
روز كشـت   6سومايت هم كشتي داده شده بـا نوتوكـورد پـس از    

نشـان داد   RT-PCRنتـايج   .)3شكل ( گرفتند مورد بررسي قرار
باشـد در   ها مي كه نشانگر قسمت درموميوتوم سومايت  Pax3كه 

بيان قابـل تـوجهي داشـت امـا در گـروه      فوق الذكر هر سه گروه 
رســيد  نظــر مــي بــدون هــم كشــتي بيــان آن كمــي شــديدتر بــه

در . كه نشانگر قسمت اسكلروتوم سومايت است Pax1كه  حالي در

سومايت همراه با نوتوكورد بيان بيشتري را نسبت بـه سـاير    گروه
نيـز كـه نشـانگر قسـمت ميوتـومي        MyoD. ها نشـان داد  گروه

هاي تازه جدا شده از شدت بيـان   باشد در سومايت ها مي سومايت
هرچند بيـان ايـن ژن در گـروه سـومايت     . بيشتري برخوردار بود

بيـان ايـن ژن در   كاهش يافته بود ولـي كمتـرين    نوتوكوردبدون 
از طرف ديگـر، ژن  . مشاهده شد نوتوكوردگروه سومايت همراه با 

BMP4      در گروه سومايت همراه بـا نوتوكـورد بيشـترين بيـان را
ميـزان   داشته و بعد از آن در گروه سومايت بدون نوتوكـورد و بـه  

  .هاي روز صفر بيان شده بود كمتر در سومايت

 
هـاي   هـاي سـلول   و گـروه ) روز صفر(هاي تازه جدا شده از جنين جوجه  يز به اسكلروتوم و درموميوتوم در گروه سومايتهاي مختلف تما بيان ژن: 3شكل 

 BMP4 , Pax1=نشـانگر تمـايز ميوتـومي،      MyoD=. (Som)و بـدون نوتوكـورد     (Som + Not)بـا نوتوكـورد   پس از شش روز هم كشـتي  سومايتي 
  ژن خانگي GAPDH=نشانگر تمايز درموميوتوم،   Pax3=نشانگرهاي تمايز اسكلروتومي، 
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  بحث

هـاي   هـاي اطـراف سـومايت بـراي حفـظ بقـا سـلول        حضور بافت
 4، 3( باشد ها لازم و ضروري مي سومايتي و همچنين الگويابي آن

گيري در طرفين لوله عصبي تحت  ها پس از شكل و سومايت )5 و
اسـكلروتومي و  هاي مزانشيمي  هاي اطرافشان به سلول تاثير بافت

همچنـين مشـخص شـده    . )6و  3(يابنـد   درموميوتومي تمايز مي
نوتوكـورد  (هاي مياني رويان  است كه در صورت عدم حضور ارگان

هـا دچـار    هاي سلولي حاصل از سـومايت  اغلب رده) و لوله عصبي
هـا بـه    دنبال پيونـد زدن ايـن ارگـان    شوند ولي به آپوپتوزيس مي

 يابـد  ها كاهش مـي  مرگ سلولي در آنهاي سومايتي ميزان  سلول
هاي مورفولوژيك مطالعه حاضر نيز نشان دادنـد   يافته. )15و  14(

هـا بـه سـمت     كه در گروه سومايت همراه با نوتوكورد تمايز سلول
هـايي بـا زوائـد باريـك و متعـددي       مزانشيمي شدن بوده و سلول

همچنين اجسام آپوپتوتيك كمتري در ايـن گـروه   . شكل گرفتند
  . سبت به گروه فاقد نوتوكورد مشاهده شدن

نقش اساسـي در   SHHمشخص شده است كه حضور نوتوكورد و 
. )30و  22،29(هـاي اسـكلروتومي دارد    گيري سـلول  القا و شكل

Pax1  وPax9 هـاي اسـكلروتومي بيـان     طور وسيعي در سلول به
و در  MyoDكه در قسمت ميوتوم بيان نشـانگر   حالي شوند در مي

. )31و 6( را خـواهيم داشـت   Pax3قسمت درموميوتوم بيان ژن 
و لوله عصـبي بيـان    نوتوكورددر حضور  MyoDو  Pax1هاي  ژن

 .)29و  22( شـود  هاي سلولي سومايتي مي شده و باعث تمايز رده
ــن  ــا اي ــال،  ب ــحه از   SHHح ــوردمترش ــار   نوتوك ــانع از انتش م
ي شـدن در قسـمت   گردد كه موجـب القـا پشـت    هايي مي سيگنال

شــكل از گســترش ناحيــه  شــوند و بــدين شــكمي ســومايت مــي
و  20، 19( كنـد  درموميوتوم به ناحيه اسـكلروتوم جلـوگيري مـي   

21( .  

در  Pax1بيـان  تحقيق حاضر نيز نشان داد كـه   RT-PCRنتايج 
مراتب بيشتر از گروه سـومايت   به نوتوكوردگروه سومايت همراه با 

ومايت روز صـفر بـود و ايـن موضـوع     و گـروه س ـ  نوتوكـورد بدون 
  نوتوكـورد هاي سومايتي در حضور  دهنده آن است كه سلول نشان

ايـن نتـايج در   . اند تمايز يافته و احتمالا به اسكلروتوم تبديل شده
مترشـحه   SHHو  نوتوكوردتائيد مشاهدات قبلي است كه حضور 

رده  هاي سومايتي و تعيين در سلول Pax1براي بيان ژن از آن را 
همچنـين  . )29و  21( سلولي اسكلروتومي لازم و ضروري ميداند

در مـزودرم پـيش سـومايتي جنـين      Pax1مشخص شده بود كه 
 هاي تازه تشكيل شده بيان بسـيار ضـعيفي دارد   جوجه و سومايت

هـاي روز   در گـروه سـومايت   Pax1لذا، بيان ضـعيف  . )32و  21(
  . باشد صفر تائيدي بر اين يافته مي

مستقل از ساختار  Pax3ن نشان داده شده است كه بيان همچني
در بنـابراين  . )22( هـا نـدارد   باشد و نيازي به اين ارگان مياني مي

. بيان بالايي خواهد داشت Pax3نيز  نوتوكوردصورت عدم حضور 
Pax3  تا حـدي بيـان بيشـتري     نوتوكورددر گروه سومايت بدون

رسد  نظر مي داشت و به دنوتوكورنسبت به گروه سومايت همراه با 
 نوتوكورددر گروه سومايت همراه با  Pax3تر  كه بيان كمي پايين

  . باشد ها در اين گروه مي مربوط به تمايز اسكلروتومي سلول

 SHHو سيگنال آن  نوتوكورددهند كه حضور  مطالعات نشان مي
سـازي   كـافي اسـت امـا بـراي فعـال      Pax1براي فعال سازي ژن 

تنهايي كـافي نيسـت بلكـه     ين رده ميوژنيك بهو تعي  MyoDژن
مترشـحه از لولـه عصـبي نيـز      Wntبراي فعال سازي آن حضـور  

هاي مـا نيـز نشـان داد كـه      داده. )33و  16،29( باشد ضروري مي
مراتـب بيشـتر از دو گـروه ديگـر      در گروه كنترل به MyoDبيان 

ز بيشـتر ا  نوتوكـورد است و بيان اين ژن در گروه سومايت بـدون  
 MyoDاحتمالا بيان شـديد  . باشد مي نوتوكوردسومايت همراه با 

ها با صفحه عصـبي   هاي روز صفر به دليل مجاورت آن در سومايت
در  MyoDبيـان ضـعيف   . باشـد  و بخش پشتي لوله عصـبي مـي  

كشتي تائيد ديگري بر تمايز اسكلروتومي و نه  هاي گروه هم سلول
هـم كشـتي بـا نوتوكـورد     دنبـال   هاي سومايتي به ميوتومي سلول

  . است

در مـزودرم پاراگزيـال را    BMP4گرچه برخي از مطالعـات بيـان   
ولي گروهـي   )34(دانند  دليلي بر افزايش آپوپتوز در اين بافت مي
مربوط به تمايز  BMP4از محققين بر اين باورند كه فزايش بيان 

ميـزان   SHHباشد چرا كـه   سلول ها به سمت غضروفي شدن مي
هـاي اسـكلروتومي افـزايش     را در سـلول  BMP4ي بـه  ده ـ پاسخ
هاي مـا   يافته. )6( شود مي BMP4دهد و موجب افزايش بيان  مي

در گروه هم كشتي با نوتوكـورد نشـان   را  BMP4نيز بيان بيشتر 
هــاي  داد و ايــن توجيــه ديگــري بــر تمــايز اســكلروتومي ســلول 

  . دنبال هم كشتي با نوتوكورد مي تواند باشد سومايتي به
  

  نتيجه گيري 
دنبال هـم كشـتي بـا     دهد كه به در مجموع اين مطالعه نشان مي

هاي سومايتي توانستند تمايز يافته  و مورفولـوژي   نوتوكورد سلول
هاي اسـكلروتومي يعنـي    هاي مزانشيمي با مشخصات سلول سلول

  داـرا پي MyoDان ضعيف ـو بي BMP4و   Pax1ايـه ان ژنـبي
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  . هاي ميوتومي است ي تمايز به سلولها كنند كه از ويژگي
  

  تشكر و قدرداني
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 بدين مقاله نويسندگان و است انجام شده خدمات درماني اردبيل
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 .آورند مي عمل به دانشگاه

  

  منابع
1. Stockdale FE, Nikovits WJr, Christ B. Molecular 
and cellular biology of avian somite development. 
Dev Dyn. 2000; 219: 304-21. 

2. Pourquie O. Vertebrate somitogenesis: A novel 
paradigm for animal segmentation? Int J Dev Bio. 
2003; 47(7-8): 597-603. 

3. Hirsinger E, Jouve C, Malapert P, Pourquie O. 
Role of growth factors in shaping the developing 
somite. Mol Cell Endocrinol. 1998; 140:83-7. 

4. Gilbert ,S. Developmental biology. 9th Ed.: 
sinauer associates, Inc. 2010. 

5. Bothe I, Ahmed MU, Winterbottom FL, von 
Scheven G, et al. Extrinsic versus intrinsic cues in 
avian paraxial mesoderm patterning and 
differentiation. Dev Dyn. 2007; 236(9): 2397-2409. 

6. Murtaugh LC, Chyung JH, Lassar A. Sonic 
hedgehog promotes somatic chondroogensis by 
altering the cellular response to BMP signaling. Gen 
Dev. 1999; 13: 225-237. 

7. Stemple DL. Structure and function of the 
notochord: an essential organ for chordate 
development. Development. 2005; 132: 2503-2512. 

8. Placzek M, Dodd J, Jessel TM. The case for floor 
plate induction by the notochord. Curr Opin 
Neurobiol. 2000; 10(1): 15-22. 

9. Hassanzadeh Taheri MM, Nikravesh MR, Djalali 
M, Fazel AR, et al. Distribution of specific 
glycoconjugates in early mouse embryonic 
notochord and paraxial mesenchyme. Ir Biom J. 
2005; 9(1): 21-26 

10. Dockter JL. Sclerotome induction and 
differentiation. Curr Top Biol. 2000; 48:77-127. 

11. Fan CM, Lavigne LM. Patterning of mammalian 
somites by surface ectoderm and notochord: 
evidence for sclerotome induction by a hedgehog 
homolog. Cell. 1994; 79: 1175-1186. 

12. Christ B, Huang R, Wilting J. The development 
of the avian vertebral column. Anat Embryol. 2000; 
202: 179-194. 

13. Sachdev SW, Dietz UH, Oshima Y, Lang MR, et 
al. Sequence analysis of zebrafish chondromodulin-1 
and expression profile in the notochord and 
chondrogenic regions during cartilage 
morphogenesis. Mech Dev. 2001; 105: 157-162. 

14. Gordon M, Jay W, Frank E. Sonic hedgehog 
enhances somite cell viability and formation of 
primary slow muscle fibers in avian segmented 
mesoderm. Anat Embryol. 1999; 200: 239-252. 

15. Asakara A, Tapscott SJ. Apoptosis of apaxial 
myotome in danforths Short-tail (SD) mice in 
somites that form following notochord degeneration. 
Dev Biol. 1998; 203(2): 276-289. 

16. Munesterberg A, Lassar A. Combinatorial 
signals from the neural tube, floor plate and 
notochord induce myogenic bHLH gene expression 
in the somite. Development. 1995; 121: 651-660. 

17. Loganathan PG, Nimmagadda S. Scaal M, 
Huang R, et al. Wnt signaling in somite 
development. Ann Anat. 2008; 190: 208-222. 

18. Galli  LM, Willert  K,  Nusse R, Yalonka-
Reuvent Z, et al. A proliferative role Wnt-3a in 
chick somites. Dev Biol. 2004; 269: 489-504. 

19. Pourqié O, Coltey M, Teillet M-A, Ordahl C, et 
al. Cotrol of dorsoventral patterning of somatic 
derivatives by notochord and floor plate. Dev Biol. 
1993; 90: 5242-4246. 

20. Borycki AG, Mendham L, Emerson CPJr. 
Control of somite patterning by sonic hedgehog and 
its downstream signal response genes. Development 
1998; 125: 777-79021.  

21. Bumcrot DA, Mcmahon AP. Sonic signals 
somites. Curr Biol. 1995; 5(6): 612-614. 

22. Marcelle C, Ahlegres S, Bronner M. In vivo 
regulation of somite differentiation and proliferation 
by sonic hedgehog. Dev Biol. 1999; 214: 277-287. 

23. Kitazawa A, Shimizu N.  Differentiation of 
mouse embryonic stem cells into neurons using 
conditioned medium of dorsal root ganglia. J Biosci 
Bioeng. 2005; 100(1): 94-99. 

24. Fontaine-Perus J, Jarno V, Fournier L, Ray C, et 
al.  Mouse chick chimera: a new model to study the 
in ovo developmental potentialities of mammalian 
somites. Development 1995; 121:1705-1718. 

25. Sagha M, Karbalaie K, Tanhaee S, Esfandiari E, 
et al. Neural induction in mouse embryonic stem 
cells by co-culturing with chicken somites. Stem 
Cell Dev. 2009; 18(9): 1351-1359. 

26. Anjomshoa M, Karbalaie K, Mardani M, Razavi 
S, et al. Generation of motor neurons by coculture of 
retinoic acid-pretreated embryonic stem cells with  
chicken notochords. Stem Cell Dev. 2009; 18(2): 
259-67. 



 انو همكاررزگار رهبري                                                   ... داده شده با نوتوكورد جنينكشتي  هاي سومايتي هم تمايز اسكلروتومي سلول

  77                                                                                                                   1393 بهار، 1، شماره 5جلد ، )پژوهشي  -علمي( مجله سلول و بافت 

27. Salehi H, Karbalaie K, Razavi S, Tanhaee S, et 
al. Neuronal induction and regional identity by co-
culture of adherent human embryonic stem cells 
with chicken notochords and somites. Int J Dev Biol. 
2011; 55: 321-326. 

28. Hamburger V, Hamilton HL. A serise of normal 
stages in the development of chick embryo. J 
Morph. 1951; 88: 49-99. 

29. Alves HJ, Alvares LE, Gabriel JE, Coutinho LL. 
Influence of the neural tube/notochord complex on 
MYOD expression and cellular proliferation in 
chicken emberyos. Braz J Med Biol Res 2003; 
36(2): 191-197. 

30. Teillet M, Watanabe Y, Jeffs  P, Duprez D,  et al. 
Sonic hedgehog is required for survival of both 
myogenic and chondrogenic somitic lineages. 
Development 1998; 125: 2019-2030. 

31. Peters H, Doll U, Niessing J. Differential 
expression of the chicken Pax-1 and Pax-9 gene: In 
situ hybridization and immunohistochemical 
analysis. Dev Dyn. 1995; 203: 1-16. 

32. Borycki AG, Li J, Jin F, Emerson CPJr, et al. 
Pax3 functions in cell survival and in pax7 
regulation. Development 1999; 126: 1665-1674. 

33. Borycki AG, Brown AM, Emerson CP. Shh and 
Wnt signaling pathways converge to control Gli 
gene activation in avian somites. Development 2000; 
127: 2075-2087. 

34. Sanders E, Parker E. Ablation of axial structures 
activates apoptotic pathways in somite cell of the 
chick embryo. Anat Embryol. 2005; 204: 389-398. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

  

  



115                                                                                                                                Journal of Cell & Tissue, Spring 2014, 5(1) 

Journal of Cell & Tissue (JCT)                                                                                                         Original Article 

     Spring 2014; 5(1): 71-77 

 
Sclerotomal Differentiation of Somitic Cells Co-Cultured with Chicken 

Embryonic Notochord 

 
 

Rahbari R, M.Sc.1, Mazani M, Ph.D.1, Golmohammadi MGh, Ph.D.2, Mohsen Sagha M, 

Ph.D.2*  

 

1. Department of Biochemistry, School of Medicine, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran 

2. Research laboratory for Embryology and Stem Cells, Department of Anatomical Sciences and Pathology, 

School of Medicine, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, Iran 

* Email corresponding author: m.sagha@arums.ac.ir 

 

Received: 25 May. 2013                           Accepted: 8 Oct. 2013 

 

Abstract 

Aim: The somites are epithelial blocks of mesodermal cells differentiating to sclerotome and 

dermomyotome and notochord or axial mesoderm plays a major role in somitic cell differentiation to 

sclerotome. This study was aimed to evaluate the role of the notochord in sclerotomal differentiation 

of the somites in vitro.  

Material and Methods: In this experimental study, isolated notochords from chick embryo were 

encapsulated in alginate beads and co-cultured with somites for six days. In control group, the somites 

were cultured alone. Newly isolated and non-cultured somites were considered as somites on day 0. 

Eventually, morphology of cultured somitic cells was evaluated by inverted microscope and then RT-

PCR method was used to analyze the sclerotomal and dermomyotomal gene expression profile. 

Results: In comparison with control group, the somitic cells co-cultured with notochord had highly 

differentiation potential and showed mesenchymal morphology with numerous slender processes. 

Gene expression profile of co-cultured somitic cells indicated upregulation of Pax1 and BMP4 and 

downregulation of MyoD, presenting sclerotomal cell characteristics. 

Conclusion: Embryonic notochord can induce in vitro sclerotomal differentiation in somites through 

upregulation of genes involving in this differentiation. 

Keywords: Chick embryo, Co-culture, Notochord, Somite  
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