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 چكيده

مـورد بررسـيP19هاي بنيادي كارسينوماي جنينـي در اين مطالعه قابليت عصاره مغز نوزاد رت براي القاي تمايز عصبي در سلول:هدف

. قرار گرفت

و روش شدعصاره مغز نوزاد رت تحت شرايط استريل جمع:هامواد و غلظت پروتئين كل موجود در آن تعيين -سپس ميـزان زنـده. آوري

هـا بـه مـدت هفـت تـا جنيني حاصل از كشت معلق سلولجهت تمايز، اجسام شبه. از تيمار با عصاره مغز به دست آمدها پس ماني سلول

آميـزي براي ارزيابي تمايز عصبي از دو روش رنـگ. چهارده روز در معرض محيط كشت حاوي سه درصد سرم به همراه عصاره قرار گرفتند

و  شد real-time PCRاختصاصي . استفاده

ژن. هاي تمايز يافته را محرز ساختويوله مورفولوژي عصبي سلولآميزي كرزيلرنگ:ايجنت -realهاي اختصاصي عصـبي بـه وسـيله بيان

time PCR شد ژن. تأييد پـروتئين(هـاي سـيناپتوفيزين عصاره مغز در حال تكوين كه سرشار از عوامل نوروتروفيك است، توانست بيان

همچنـين بيـان فـاكتور. هـا القـا نمايـد را در ايـن سـلول) ساز عصبيهاي پيشفيلامنت حدواسط سلول(ينو نست) سيناپسيغشاي پيش

و مرتبط با خودنوزايي اين سلولكه از عوامل بسيار مهم در تنظيم ميزان پرتواني سلول Nanogرونويسي  هاست، تحت تـأثير هاي بنيادي

. عامل القايي عصاره مغز كاهش يافت

مي:گيرينتيجه وP19هاي بنيـادي تواند باعث بروز فنوتيپ عصبي در سلولنتايج اين پژوهش نشان داد كه عصاره مغز نوزاد رت شـده

و درمان بـا سـلول. ها القا نمايدهاي اختصاصي عصبي را در اين سلولبيان ژن  اين مطالعه پتانسيل استفاده از تركيب عصاره مغز نوزاد رت

ميهاي تخريبنقايص بيماري بنيادي را براي بهبود . كندكننده عصبي پيشنهاد

 هاي كارسينوماي جنيني، عصاره مغز، نشانگرهاي اختصاصي سلول عصبيتمايز عصبي، سلول:واژگان كليدي



و همكاران ...وهاي عصبي حاصل از تمايز سيناپتوفيزين در سلول بيان ژن  حميدرضا جليل
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 مقدمه
ميعصب يستمس هاييبآس و دريراز علل عمده مرگ

م جهان يبرايمختلف هايتاكنون روش. شونديمحسوب
ايبرخ. كشف شده است هايييماريبيندرمان چن يناز

- تجمع هايست ازكاهش سطح پروتئينا ها عبارتروش
سد يرينفوذپذيمحدودساز هايبا استفاده از روش يافته
يتحمامنظوربهرشدياستفاده از فاكتورهاي،مغز-يخون

از).3-1(ي دارودرمانينو همچن يدهديبآس هاياز نورون
 ياديبن هاياستفاده از سلول يگرديدرمان هايجمله روش
يعصب هاي بافتيمترميرا براايتازه يدهاياست كه ام

 هايسلوليزتما.فراهم آورده است يدهديبآسيمركز
و پژوهشيقبه تحق يازنيعصب هايبه سلول ياديبن

 inهاي اخير استفاده از روش هاي در سال. فراوان دارد
vitro توانهاي چنداز سلولهاي عصبي براي توليد سلول 

در محيط آزمايشگاه توجه محققين را به خود جلب كرده
و دودمان).4(ت اس هاي سلول بنيادي كه پايدار، ناميرا

و پرتوان هستند كاربردهاي درماني گسترده اي داشته
و ترميم  منبع نامحدودي از سلول براي استفاده در پيوند

 لي سرطاني جنينيرده سلو P19.)5(كنند بافت فراهم مي
)EC: embryonal carcinoma cells(موش است

و كه به عنوان مدلي براي مطالعه مراحل ابتدايي تمايز
ها مشابه اين سلول. تكوين مورد استفاده قرار گرفته است

و بسته به سلول هاي توده داخلي بلاستوسيست هستند
يز هاي سه لايه جنيني تماتوانند به سلولشرايط كشت مي

اسيد باعث رتينوئيكبا P19تيمار تجمعات سلولي. يابند
ميها به سلول تمايز آن و گليا در اين).6(شود هاي عصبي

عنوان عامل القاگر جهت پژوهش عصاره مغز نوزاد رت به
شدتمايز عصبي در اين سلول قابليت تمايز. ها استفاده

يبه دودمان P19هاي بنيادي سلول ا هاي اكتودرمي
-تمايز، مانند رتينوئيك هايالقاكنندهمزودرمي به كمك

و دي .)7(سولفوكسايد به اثبات رسيده است متيلاسيد
 شوند تيمار اسيدرتينوئيكبا P19 هايسلولكه هنگامي

به نورواكتودرم به  ميكروگليا آستروگليا،، نورونو در نهايت
رسدمينظربه.)8(يابندمي تمايز اوليگودندروسيتو

مياسيد زنجيرهرتينوئيك كند اي از وقايع تكويني را شروع
عنوان مثال،به. كه مشابه وقايع تكويني در جنين است
تيمار P19هاي مانند تكوين بافتي نورواكتودرم، سلول

اسيد دستخوش تغييرات سريع در تعداد شده با رتينوئيك

-Myc ،Wnt-1 ،Rb-1 ،Cها مانند زيادي از پروتوانكوژن
src حدواسطايرشتهنيپروتئنوعينينست).9(شوندمي
ي در. استينيجنيهانورونيهااز شاخصگريديكو
زيتما P19يهااز سلوليدر برخ اين پروتئينكهيحال
ح،وجود دارد افتهين ها به نورون سلولنيازيتمانيدر

بيشيدستخوش افزا  اين نشانگر.)10(دشويمانيگذرا در
هاي زاينده عصبي در طور معمول براي شناسايي سلول به

نستين. گيرددستگاه عصبي مركزي مورد استفاده قرار مي
شود در مراحل ابتدايي تكوين دستگاه عصبي بيان مي

با P19هاي مشتق از تشكيل سيناپس بين نورون).11(
هاي كشت. هاي مختلف اثبات شده است استفاده از روش

براي رديابي سيناپتوفيزين با واكنش ايمني P19نوروني 
شكل).12(بررسي شدند  گيري بيان اين پروتئين با

غشايي سيناپتوفيزين پروتئين درون.سيناپس مرتبط است
و محل فعاليت آن در هاي پيشوزيكول سيناپسي بوده

).13(صورت نقاطي قابل تشخيص است سلول عصبي به
- ها نشانگر وجود سيناپسبيان سيناپتوفيزين در اين سلول

و همچنين توانايي توليد پتانسيل عمل است هاي كارآمد
در واقع، سيناپتوفيزين از نشانگرهاي معتبر مراحل.)14(

- اي وجود سلولدر مطالعه.)15(نهايي تمايز عصبي است 
-ككننده سيناپتوفيزين تحت اثر القايي رتينوئيهاي بيان

اسيد در حدود ده تا دوازده روز پس از كشت اجسام
هاي بنيادي جنيني گزارش شده جنيني حاصل از سلول

هاي مشتق از هاي ديگر نورونبر اساس گزارش.)16(است 
هايي در شرايط آزمايشگاهي سيناپس P19هاي سلول

تشكيل دادند كه نسبت به سيناپتوفيزين واكنش ايمني 
ز عوامل بسيار مهم در تنظيم ميزانا.)17(نشان دادند 
ميپرتواني سلول و Oct3/4توان به دو عامل هاي بنيادي

Nanog نانوگ رمزگذار نوعي عامل رونويسي. اشاره كرد
و پرتواني سلول و نقش مهمي در حفظ خودنوزايي -است

هاي نانوگ در سلول.)18(هاي بنيادي جنيني دارد
و سلول ميهاي كارسيبنيادي جنيني -نوماي جنيني بيان

م. شود هاي لكول در مراحل اوليه تمايز سلولوبيان اين
هدف اين پژوهش.)19(يابد بنيادي جنيني كاهش مي

 P19هاي بنيادي بررسي القاي فنوتيپ عصبي در سلول
ت داري وضعيت نگه. ثير عصاره مغز نوزاد رت بوداتحت

و تكثيري سلول هاي بنيادي به ريزمحيطي كه تمايزي
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فراهم. هاي بنيادي در آن قرار دارند بستگي داردسلول
و تمايز سلول هاي كردن محيط مناسبي جهت رشد

هاي هاي رشد، پروتئينبنيادي با استفاده از فاكتور
و عصاره بماتريكس سزايي برخوردارههاي بافتي از اهميت

ي محلولي توليد پانكراس در حال تكوين، فاكتورها.است
ميمي هاي بنيادي جنيني به توانند تمايز سلولكند كه

القا كنند in vitroساز را در شرايط هاي انسولينسلول
بايياستروما هايسلول ماريت.)20-22(  مغز استخوان

طب عصاره استفاده از آساييعيمغز سببدهيدبيمغز
قبگرويكننده نورونتيحما هاييانجيمشيافزا ليزا از

ويفاكتور رشد عصب،مشتق از مغز نوروتروفيكي فاكتور
در پژوهش).23(شودمي فاكتور رشد اندوتليال رگي

رتنيشده از مغز در حال تكوهيحاضر از عصاره ته  نوزاد
يعصب هايبه سلولياديبن هايسلولزيتماالقاييبرا

يزيمذكور از نظر تما هايسپس سلول.شد استفاده
و از جنبهيبررس يمختلف از جمله مورفولوژ هايشده
مورديعصبياختصاص هايژنانيبييو توانايظاهر
.گرفتندقراريابيارز

و روش هامواد

و ي رده سلول:P19هاي بنيادي سلول داري نگه كشت
P19 )در) بانك سلولي، انستيتو پاستور، تهران، ايران
 (α-MEM 11900-073 α-modified كشتيطمح

(Eagle's medium: Gibco, درصد سرمدهو غلظت
FBS )fetal bovine serum: Sigma, 10270-106 ( و

و يسيناسترپتوما/سيلينيپنبيوتيكييمخلوط آنت كشت
CO2درصد پنجو گراديدرجه سانت37يدماشرايط در 

ها پس از رسيدن به تلاقي مناسب سلول. انكوبه شد
و يا من منظور القاي فنوتيپ عصبيبه. جمد شدندواكشت

هايي استفاده شده كه فقط يك يا دو واكشت از سلول
.متوالي داشتند

-اجسام شبهيدمنظور تول به:ينيجنشبهاجساميدتول
يك5/2×104 تعداد،P19هاي از سلول ينيجن سلول در

هايي با قابليت چسبندگي پايينيشدليتر در پتريميلي
داده همراه با ده درصد سرم كشت α-MEMدر محيط 

ايياز آنجا. شد سلول به بستر كشتهايشديپترينكه در
به تمايل،چسبدينم و تجمعات يدهچسب يكديگردارند

ياسلول ) embryoid bodies( ينيجنشبهاجسامي
.دهنديلتشك

و اخلاق پژوهشي در اين:حيوان آزمايشگاهي
شدهفتهپژوهش از نوزاد يك تا دو  براي. اي رت استفاده

اين منظور از لانه حيوانات دانشكده علوم پزشكي دانشگاه 
 اي نژاد ويستاراصفهان بيست نوزاد رت يك تا دو هفته

)Wistar (و تحت شرايط استاندارد لانه حيوانات تهيه
شد نگه تمامي مراحل پژوهش بر اساس دستورالعمل. داري

پزشكي وزارت زيست هاياخلاقي ويژه ملي پژوهش
و آموزش پزشكي انجام گرفت . بهداشت

و تعيين غلظت پروتئين تهيه عصاره مغز نوزاد رت
رت به:روش بردفورد به منظور تهيه عصاره مغز نوزاد

، مغز بيست نوزاد رت P19هاي براي القاي عصبي در سلول
و سپس عصاره شددر شرايط استريل استخراج ابتدا. گيري

 protease(كننده پروتئاز در حضور ممانعت بافت مغز
inhibitor, PMSF: Roche, 10 837 091 001 ( توسط

و همگن شد به. هموژنايزر خرد به محلول مدت دست آمده
درده  درو بيست 3000rpmدور دقيقه دقيقه
گراد درجه سانتيچهار در دماي 12000rpmدور

پ.سانتريفوژ شد - روتئينمايع رويي كه محتوي مجموع
وجمعگيري از چندين عصارههاست شد آوري . مخلوط

با استفاده از تكنيك عصاره غلظت پروتئيني سرانجام
تعيين ) Bradford reagent: Sigma, B6916(بردفورد 

گراد درجه سانتي-20و عصاره تا زمان استفاده در دماي 
شد نگه .داري
از P19هايسلوليعصبيزتما مغز عصاره با استفاده

هاي عصبي در سلول جهت القاي تمايز:نوزاد رت
هاي حاصل از كشت، سلولP19كارسينوماي جنيني رده 

هاي مختلف عصاره جنيني با غلظتچسبنده اجسام شبه
و روي لامل 12هاي هاي ژلاتينه در ميكروپليت مغز تيمار

به. اي كشت شدندخانه در يك گروه عنوان كنترل منفي
اي به گونه ماده القاكننده كه هيچ طوريبه؛نظر گرفته شد

براي هر گروه در هر ميكروپليت. ها افزوده نشدسلول
به سلول. حداقل سه تكرار در نظر گرفته شد مدت هفت ها

هاي القا محيط. تا چهارده روز در محيط القا قرار گرفتند
بر50محيط القاي محتوي غلظت)1: شامل  ميكروگرم
محيط القاي محتوي غلظت)2ره مغز، ليتر عصاميلي
محيط القاي)3ليتر عصاره مغز، ميكروگرم بر ميلي 100

ليتر عصاره مغز، ميكروگرم بر ميلي 200محتوي غلظت 
-ميكروگرم بر ميلي 300محيط القاي محتوي غلظت)4
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و  400محيط القاي محتوي غلظت)5ليتر عصاره مغز
در طي زمان القاي.ليتر عصاره مغزميكروگرم بر ميلي

شد FBSعصبي از غلظت سه درصد  .استفاده
:بلوتريپانماني سلولي به روش تعيين ميزان زنده

بلو ماني سلولي از روش تريپانجهت بررسي ميزان زنده
به. استفاده شد كمك لام نئوبار در ابتدا شمارش سلولي

و تعداد  24سلول در هر چاهك ظرف 1000انجام
شدچاهكي كشت آميزي سلول با حجم مساوي رنگ. داده
+ بيست ميكروليتر سوسپانسيون سلولي(بلو رنگ تريپان

شد) بلوبيست ميكروليتر رنگ تريپان با. انجام سپس
و در زير ميكروسكوپ نوري سلول - استفاده از لام نئوبار

هاي سلول(و رنگ شده) هاي زندهسلول(هاي رنگ نشده
ا. شمارش شدند) مرده بهين روش سلولدر رنگ هاي مرده

و سلول ميآبي در آمده .مانندهاي زنده بدون رنگ باقي
يمنظور بررسي شكل ظاهر به:يولهويلكرز يزيآمرنگ
محيعصب هايسلول آميزي كشت از رنگيطدر

ن ويولهاختصاصي كرزيل  يزيآمرا رنگيسل كه اجسام
با PBSها با سلول.شداستفاده كنديم و شستشو

يدر دما يقهدقدهمدتبه درصد70استفاده از اتانول 
اسولاز اتان يبيآنگاه در ترك.يت شدنداتاق تثب يدو

ببه درصد5يكاست درجه-20در يقهدق يستمدت
بهآبگ گراديسانت و پس از شستشو سه تا ده مدت يري

 يولهويلكرز(يولهويلرنگ كرزيمحلول محتو دقيقه در
اسدرصد25/0 ، استات درصد8/0يالگلاس يداستيك،
) مترمكعبيسانت 100مولار، آب مقطر يليم6/0يمسد

شده با استفاده از هاي رنگسلول.ندانكوبه شد
طور تصادفي ميكروسكوپ نوري در پنج ميدان ديد كه به

و شمارش شدند .انتخاب شدند، مشاهده
فنوتيپ منظور القاي تعيين دوز مناسب عصاره مغز به

از P19:هاي عصبي در سلول در اين پژوهش پس
و تحليل نتايج حاصل از آزمايش هاي مختلف تجزيه

و رنگتريپان( بهترين) ويولهآميزي اختصاصي كرزيلبلو
غلظت عصاره مغز نوزاد رت جهت القاي تمايز عصبي در 

و براي ادامه كار مورد استفاده قرار P19هاي سلول تعيين
.گرفت

Real-time PCR 

 geneiousافزار پرايمرها با استفاده از نرم:طراحي پرايمر
و در مورد NCBI سايت Primer-BLASTطراحي

و آناليز قرار گرفتند هاي مورد استفاده در پرايمر. بررسي
و سيناپتوفيزين Nanogهاي اين پروژه براي ژن ، نستين

-β2( بتاميكروگلوبينو همچنين ژن خانگي
microglobin (شد به. طراحي اطلاعات مربوط

.ارائه شده است1پرايمرها در جدول 
هدف كلي از اين : cDNAو تكثير RNAاستخراج

به RNAمرحله استخراج  وكل سلول صورت خالص
به RNA. دست نخورده است عنوان حاصله سپس خود

مي سوبسترايي براي اهداف بعدي تحقيق به . شودكار برده
به RNA، مراحل كار براي تبديل RNAپس از استخراج

cDNA با استفاده از كيت سنتزcDNA 
)PrimeScript™ RT reagent Kit: RR037A (انجام 

ژن cDNAمنظور تكثيربه.شد و تعيين ميزان بيان حاصل
 real-time PCRويژه ™StepOnePlusدستگاه از 

.استفاده شد

 هاي آماريآزمون

و داده) CRD(در قالب طرح كامل تصادفي ها آزمايش - انجام
 Duncan’s MultipleRangeها براساس آزمون دانكن

Test (DMRT) و با حداقل هر تكرار خود شامل سه تكرار
به. سه نمونه مقايسه شد و تحليل آماري - كمك نرم تجزيه

 >05/0p در سطح MSTATCو SAS (ver.8.02)افزار
با. صورت گرفت شدنمودارها .نرم افزار اكسل رسم

 نتايج

و تكث  P19ياديبن هايسلوليركشت
ميرا P19هاي سلولالف1شكل - در حالت معلق نشان
ها در ظروف كشت چسبنده ساختار اين سلول. دهد

و در فاصله زماني)ب1شكل(خود گرفته چندوجهي به
در حدود. دوازده تا چهارده ساعت به سرعت تكثير نمودند

-α ساعت بعد از ذوب يا واكشت در ظرف كشت حاوي 24

MEM هاي سلولي همراه با ده درصد سرم تشكيل كلوني
ها به نقطه وقتي اين كلوني).ج1شكل(را آغاز كردند 

.تلاقي با هم رسيدند واكشت شدند
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αو) الف(محتوي ده درصد سرم در حالت معلق

شوند بدين ترتيبآندودرمي مفروش مي
مي ساده به  هايكشت سلول. آيندوجود

P1منجر باكتريولوژي هاييشديدر پتر 
در P19 هايسلول. شوديم ينيجنشبه
α-MEMده درصد سرم اجسام همراه با
).2شكل(ل دادند

P1دهنده فلش نشان. هاي مختلفدر بزرگنمايي
(400X

 100با غلظت P19هاي تيمار سلول
ليتر عصاره مغز نوزاد رت از نظر ميزاني

داري با گروه كنترل منفي اختلاف معني
.دهدنشان نمي)

اختلاف ).p>05/0وn=3(بلو آميزي تريپان رنگ

 ...وهاي عصبي حاصل از تمايز سلول
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و α-MEMدر محيط كشت P19هاي بنياديتكثير سلول نوري از كشت

ج ). و ب)100X(الف ،)400X(

ي
كه باعث شده P19 چنداستعدادي

 مناسبي در تحقيقات آزمايشگاهي
در كشت جنينيشبه تشكيل اجسام

P19در كشت معلق در ابتدا
اين تجمعات. آورندوجود مي به

و سلول هاي تمايزنيافتهتر شده

آندووسيله لايه به
جنينيشبهاجسام
19ينيجنيسرطان

اجساميلتشكبه
EMمحيط كشت

تشكيل ينيجنشبه

9هايتشكيل شده از سلول جنينيشبه نوري از تجمعات سلولي يا اجسام

ب 40X)( الف. هايي كه در اطراف جسم جنيني قرار دارددهنده سلول X(و

 سلولي به روش تريپان بلو
ماني سلولي از بررسي ميزان زنده

هاي مرده در اين روش سلول.د
از. زنده بدون رنگ هستند پس

هاي حاصل از شمارش سلوليه

مشخص شد كه
ميكروگرم بر ميلي

ماني سلولي اخزنده
)بدون عامل القاگر(

رهاي كشت شده در غلظت سلول هاي مختلف عصاره با استفاده از روش
.ها استدار ميان گروه اختلاف معني

سيناپتوفيزين در سلو بيان ژن

و بافت پ-علمي(مجله سلول

تصوير ميكروسكوپ نور:1شكل
ج(چسبيده به بستر كشت و ب

ينيجنشبهاجسام توليد
هاي چندويژگي مهم سلول

بهاز آن عنوان مدل منا ها
استفاده شود، توانايي تشكي

9هاي سلول. معلق است
تجمعات ساده سلولي را
ترساده بعد از مدتي بزرگ

تصوير ميكروسكوپ نور:2شكل
و ستاره نشان دهناجسام جنيني

ستعيين ميزان زنده ماني
در اين پژوهش جهت برر

استفاده شد بلوتريپانروش
و سلول زبه رنگ آبي هاي

و تحليل آماري دادتجزيه

مانيبررسي ميزان زنده:3شكل
در حروف الفبا نشان دهنده اختلا
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هاي عصبي با استفاده از بررسي شكل ظاهري سلول
جهت شناسايي:ويولهاختصاصي كرزيل آميزيرنگ
هاي مختلف هاي عصبي حاصل از تمايز از روشسلول

 آميزيرنگها شود، از جمله اين روشاستفاده مي

در ويولهكرزيلاختصاصي است كه اجسام نيسل موجود
ميهاي عصبي را رنگسلول جسم).4شكل(كند آميزي

بهسلولي سلول در هاي عصبي دليل وجود اجسام نيسل
مي اين روش به . آيندرنگ بنفش در

بهبا اين رنگ عصبيشبههاي ويوله، سلولآميزي كرزيلتصوير ميكروسكوپ نوري از رنگ:4شكل دهنده ستاره نشان. خود گرفتند آميزي رنگ بنفش
و پيكان نشانسلول ب: الف. دهنده زوائد سلولي استهاي تمايز نيافته  400X)(بزرگنمايي. گروه تيمار شده با عصاره مغز: گروه كنترل منفي

در Nanogمقادير بيان نسبي فاكتور رونويسي
 P19هايهاي عصبي حاصل از تمايز سلولسلول

 تحت اثر القايي عصاره مغز نوزاد رت

كه Nanogبررسي بيان نسبي فاكتور رونويسي نشان داد
تيمار شده با گروه كنترل P19هاي بيان اين ژن در سلول

مي داريمنفي تفاوت معني كه اين در صورتي.دهدنشان
).5شكل(داري نيست تفاوت با گروه كنترل مثبت معني

ژن:5شكل هاي بنيادي تحت اثر القايي عصاره مغز نوزاد رت كاهش اين ژن را در گروه تيمار هاي عصبي مشتق از سلولدر سلول Nanogارزيابي بيان
)كنترل مثبت(بافت مغز : Brain،)كنترل منفي(تيمار نشده P19هاي سلول: P19. دهدنشان مي

و سيناپتوفيزين در مقادير نسبي بيان ژن هاي نستين
تحت اثر P19هايهاي عصبي حاصل از تمايز سلولسلول

 القايي عصاره مغز نوزاد رت 
 در ابتدا P19هاي نستين در سلولبررسي كمي بيان ژن

و نشان داد كه بيان اين ژن در اين سلول در ها القا شده
هاي تيمار شده بيشتر از ميزان بيان آن در سلول ثاني
عبارت ديگر بيانبه).الف6شكل(هاي كنترل است گروه

نستين در گروه تيمار شده با عصاره مغز نوزاد رت نسبت 
و ) بافت مغز(گروه كنترل مثبت به گروه كنترل منفي

علاوه، بررسي كمي بيانبه. داري را نشان دادافزايش معني
تيمار P19هاي ژن اختصاصي سيناپتوفيزين در سلول

شده با عصاره مغز نوزاد رت نشان داد كه ميزان بيان ژن 
- ها نسبت به گروه كنترل منفي تفاوت معنيدر اين سلول

).ب6شكل(داري دارد
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تيمار نشده P19هاي عصاره مغز نوزاد رت، سلول
هاي بنيادي تحت اثر القايي عصاره مغزق از سلول

خود از هر چيزي توجه محققين را به
ا ساس يك نظريه رايج، چنانچه عواملبر

هايي، جايگزين آن دسته از نوروتروفين
علت قطع عصب از آني ضايعه ديده به

و بقاي اين گونه نورون هاي از زمينه حفظ
فاكتورهاي.)26(شود آنان فراهم مي

دخالت در تكوين عصبي در بهبود بر
نقش اين. ضايعات عصبي نيز نقش دارند

و زايين ، تمايز عصبي، رشد آكسون
از سوي ديگر شواهد.)27( رسيده است

كه بهدهد كه اين عوامل علاوه بر اين
عصبي نابالغ وجود دارند،ي در سيستم

هاي مناطقي از سيستم بالغ مثل سلول
هاي اعصاب محيطي نيز هموارهف پايانه

كه دستگاه از آنجا.)28( شدن هستند
و عصاره گرفته شده ر حال تكوين است

و پروتئ هاي فراوان جهت يني فاكتورها
در اين،هاي عصبي است بنيادي به سلول

 حمايت عوامل تروفيك موجود در عصاره
و P19هاي سلول از اين عوامل بهره جسته

در اين مطالعه براي.عصبي تمايز يافتند
ي بنيادي ها تمايز عصبي در سلول

عامل القاگر ثيرأتتحت P19 جنيني
كه. رت انجام شد  عصارهنتايج نشان داد

باعث القاي تمايز ثريؤمطور توانست به
استخراج. هاي عصبي شود به سلول

 رت در شرايط آزمايشگاهي انجام شد
عنوان عامل القاكننده براي تمايزه به

 ...وهاي عصبي حاصل از تمايز سلول

1395 زمستان،4، شماره7، جلد)پژوهشي

عهاي عصبي مشتق از سلول نستين در سلول هاي بنيادي تحت اثر القايي
هاي عصبي مشتقارزيابي بيان ژن سيناپتوفيزين در سلول:ب).كنترل مثبت

و بافت مغز به .عنوان كنترل مثبت نشده به عنوان كنترل منفي

 سيستم عصبي در گرو عوامل
گيري تواند در روند شكل كدام مي

در اين رابطه. از خود نشان دهد
و ، از جمله مسايل وراثتي

گيري اين به شكلكه آن امثال
ش عوامل تروفيك نيز انكارناپذير

ومي نروتروفين نيز ها با نام عمن
تا. عملكردي وسيعي هستند

 Nerve( جمله عامل رشد عصب
، عامل)Neurotrophin( نروتروفين

Ciliary neurotrophic factor: 
 Brain-derived(ك تمايز مغز

و تكوين سيستم ه تنها به تمايز
و؛كنند بلكه وجودشان براي حفظ

مي ضروري بهديده . رسدنظر
دهد كهر اين زمينه نشان مي

زيرا؛ بافت عصبي الزامي است
هاي عصبي توانند بر سلول كه مي

و بقاي  داشته باشند، براي حفظ
بنابراين.)24( نيز حياتي هستند

م بروز ضايعات عصبي سنتز اين
توان دهد، ميم افزايش نشان مي

و بقاي نورونن هاي ها در حفظ
 جلوگيري از مرگ نوروني واقعيتي

گيري از مواد تروفيك دربهره
- عصبي موضوعي است كه در دهه

هاي اخير بيشتر
ب. جلب كرده است

تروفيك مغز نابالغ
هايشود كه نورون
اند، زممحروم مانده

آ دست رفته در
نوروتروفيك علاوه

ضآسيب و درمان ها
فاكتورها در نورو
ر دندريت به اثبات
دموجود نشان مي

مقدار قابل توجهي
ها دربرخي از آن

شوان يا اندام هدف
ش در حال ساخته
د عصبي نوزاد رت
از اين بافت حاوي

هاي بنتمايز سلول
پژوهش تحت حم
مغز نوزاد رت، سلو

عهاي شبهبه سلول
اولين بار القاي
تراتوكارسينوماي

ر عصاره مغز نوزاد
مغز نوزاد رت توا

هاي بنياديسلول
عصاره مغز نوزاد

سپس اين عصاره

سيناپتوفيزين در سلو بيان ژن

و بافت پ-علمي(مجله سلول

ارزيابي بيان ژن نس: الف:6شكل
كنتر(و بافت مغز) كنترل منفي(

تيمار P19هاي نوزاد رت، سلول

 بحث

س و تكوين پديده تمايز
متعددي است كه هر كدا
اين سيستم نقشي كليدي
علاوه بر عوامل مختلف

و امميانكنش هاي سلولي
كند، نقشسيستم كمك مي

اين عوامل كه از آن. است
شود داراي حوزهياد مي

آن آنجا جكه بعضي از ها از
growth factor(نروترو ،

 :or(نروتروفيك سيلياري
CNTF(و عامل نروتروفيك

neurotrophic factor (نه
كنن عصبي نابالغ كمك مي

دضايعههاي بقاي نورون
عمل آمده در مطالعات به
گونه عوامل در وجود اين
كنروتروفين ها علاوه بر آن

و گليال اثرات تمايزي داش
هاي نوروني بالغ نيجمعيت

كه در هنگام با علم به اين
گونه عوامل در اين سيستم

ان داشت كه نقش آناذع
و در جلوگي ضايعه ديده

به.)25(انكارناپذير است
ارتباط با ترميم ضايعات عص
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بهبه سلول P19هاي سلول شد هاي عصبي براي. كار گرفته
از ماني سلولشروع كار ابتدا لازم بود ميزان زنده ها پس

نتايج نشان داد كه در غلظت. دست آيد تاثير عصاره مغز به
ليتر عصاره درصد بيشتري از ميكروگرم بر ميلي 100
در مرحله بعد جهت بررسي القاي. ها زنده ماندندسلول

در24مدتبه P19هاي فنوتيپ عصبي، سلول ساعت
- سپس رنگ. معرض محيط كشت القا قرار داده شدند

و شمارش سلولآميزي كرزيل هاي عصبي صورت ويوله
هاي تمايزيافته تحت اثر القايي عصاره مغز سلول. گرفت

مورفولوژي توصيف. نشان دادندهاي عصبي را فنوتيپ سلو
عصبي حاصل از اين پژوهش پيش هاي شبهشده در سلول

براي.)29(از اين توسط محققين ديگر گزارش شده است 
تعيين دوز مناسب عصاره براي القاي فنوتيپ عصبي نتايج 

و كرزيلتريپان نتايج. ويوله مورد بررسي قرار گرفتبلو
هاي بنيادي تيمار سلول نشان داد كه بهترين غلظت براي

P19 ليتر عصاره استميكروگرم بر ميلي 100، غلظت .
هاي عصبي بيان هويت سلول ييدأتمنظور سرانجام به

و فاكتور  و سيناپتوفيزين نشانگرهاي عصبي نستين
مورد ارزيابي real-time PCRرونويسي نانوگ با روش 

بررسي ميزان بيان نسبي فاكتور رونويسي. قرار گرفت
تحت اثر تمايزيافته P19هاي بنيادي نانوگ در سلول

القايي عصاره مغز نوزاد رت نشان داد كه بيان اين فاكتور 
مي ثيرأتها تحت در اين سلول . يابدعامل القاكننده كاهش

دسو با اين پژوهش در مطالعه هم اده شده است اي نشان
و طور خاصي در سلول كه ژن نانوگ به هاي بنيادي جنيني

هاي اما در سلول؛شودكارسينوماي جنيني بيان مي
و سلول بنيادي هماتوپوئيتيك بافت هاي تمايز هاي بالغين

نانوگ رمزگذار نوعي عامل رونويسي. شود يافته بيان نمي
و پرتواني  و نقش مهمي در حفظ خودنوزايي -سلولاست

در.)18(هاي بنيادي جنيني دارد بيان اين مولكول
ميمراحل اوليه تمايز سلول - هاي بنيادي جنيني كاهش

هاي بنيادي كه در معرض عامل القاگر سلول.)19(يابد
طبيعي عصاره پانكراس قرار گرفتند در مسير تمايزي خود 

ساز، كاهش بيان اين ژن را نشان هاي انسولينبه سلول
در mRNAبررسي ميزان بيان.)22-20(دادند  نستين

و تيمار در اين پژوهش نشان داد كه ميزان  دو گروه كنترل
. داري داردبيان اين ژن در اين دو گروه تفاوت معني

بيني تمايز مناسبي براي پيش گزينهارزيابي بيان نستين
سلبه P19دودمان سلولي  اين. هاي عصبي استولسمت

وجود افتهينزيتما P19يهاسلولازيدر برخ پروتئين
حو دارد ها به نورون دستخوش سلولنيازيتمانيدر
بيشيافزا هم.)10(دشويمانيگذرا در راستا اين پژوهش

هاي هاي انجام شده نشان داد كه سلولبا ساير پژوهش
به P19بنيادي  سمت دودمان عصبي بيان در حين تمايز

 حدواسطنستين فيلامنت. ژن نستين را افزايش دادند
و پيشسلول ساز عصبي است كه در هاي نورواپيتليال

.)11(شود مراحل ابتدايي تكوين دستگاه عصبي بيان مي
بنابراين در پژوهش حاضر بيان بالاي ژن نستين در اين

بهها نشانگر تمايز اين سلولسلول ر ها هاي ده سلولسمت
به علاوه، نتايج اين مطالعه نشان داد. ساز عصبي استپيش

هاي نشانگر تواند پروتئينكه عصاره مغز نوزاد رت مي
هاي تمايز يافته عصبي مانند سيناپتوفيزين را در سلول

هاي مشتق هاي قبلي نورونبر اساس گزارش. بيان كند
 هاي كارسينوماي جنيني در شرايطشده از سلول

و نسبت به آزمايشگاهي تشكيل سيناپس داده
پروتئين.)30(دهند سيناپتوفيزين واكنش ايمني نشان مي

سيناپتوفيزين نشانگر مولكولي براي غشاي وزيكول 
و اگزوسيتوز  و همچنين در تنظيم)31(سيناپسي بوده

و شكل پذيري سيناپسي نقش رهاسازي نوروترنسميترها
نشان داد كاهش فعاليت مطالعات پيشين.)32(دارد 

و حافظه داردسيناپسي اثرات مخربي روي سيناپس . ها
ها روش درماني كه در آن ارتباطات سيناپسي بين نورون

ميبازيابي  تواند كاربرد بالقوه مناسبي در درمان شود
در پژوهش حاضر.)33(بيماري آلزايمر داشته باشد 

توفيزين نسبت افزايش ميزان بيان نسبي سه برابري سيناپ
به گروه كنترل منفي خود حاكي از اين امر است كه 

و قادر به هاي تمايز يافته نورونسلول هايي بالغ بوده
از. تشكيل سيناپس با يكديگر هستند اين پروتئين يكي

هاي سيناپسي است كه مطالعات فراواني ترين پروتئينمهم
نش. در مورد آن انجام شده است گرهايانسيناپتوفيزين از

اي در مطالعه.)15(معتبر مراحل نهايي تمايز عصبي است 
هاي بيان كننده سيناپتوفيزين تحت اثر القايي وجود سلول
اسيد در حدود ده يا دوازده روز پس از كشت رتينوئيك

هاي بنيادي جنيني گزارش اجسام جنيني حاصل از سلول
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 هايهاي ديگر نورونبراساس گزارش.)16(شده است
 در شرايط آزمايشگاهي P19هاي مشتق از سلول

و نسبت به سيناپتوفيزين واكنش سيناپس هايي تشكيل
.)34(ايمني نشان دادند 

 نتيجه گيري

تحت P19هاي نتايج اين مطالعه نشان داد كه سلول
شرايط القايي با عصاره مغز نوزاد رت قابليت تمايز به 

بيان ژن نستين ارزيابي. عصبي دارندهاي شبهسلول
درهانشان داد كه سلول تايمريلكمك به ي تيمار شده

. هاي بنيادي عصبي هستندابتدا داراي فنوتيپ سلول
همچنين بيان نشانگر سيناپتوفيزين قابليت تمايز به

و عملكردي را در اين سلولنورون  ييدأتها هاي كارآمد
و كم هزينه بودن،مزيت استفاده از اين روش. نمود ساده

بدون افزودن P19هاي كه سلول طوريبه؛آن است
هاي عصبي قيمت به سمت سلولفاكتورهاي رشد گران

.متمايز شدند

و قدرداني تشكر

انجام شده دانشكده علوم دانشگاه اصفهاناين پژوهش در
وسيله از تمام كساني كه ما را در انجام اين بدين. است

بهطرح ياري نمودن سركار خانم قرباني كارشناس ويژهد
.شودمحترم آزمايشگاه قدرداني مي
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Abstract 

Aim: In this study, the effect of newborn rat brain extract to induce neuronal differentiation in P19 
embryonal carcinoma (EC) stem cells was investigated.  

Material and Methods: Newborn rat brain extract was collected in sterile condition and the 
concentration of its total protein was determined. Then, the amount of cell viability was determined 
after treatment with brain extract. In order to differentiation, the embryoid bodies resulted from cells 
suspension culture were exposed to culture medium containing 3% serum that supplemented by the 
extract, for 7-14 days. Specific staining and real-time PCR methods were applied to evaluate neural 
differentiation.  

Results: Cresyl violet staining confirmed neuronal morphology of the differentiated cells. The gene 
expression of neural specific was confirmed by real–time PCR. Developing brain extract, which 
contains numerous neorotrophic factors, could induce expression of synaptophysin (presynaptic 
membrane protein) and nestin (intermediate filament of stem cells in the neural tube) genes. In 
addition, the expression of transcription factor Nanog, an important factor for pluripotency and self-
renewal of stem cells, decreased under the influence of newborn rat brain extract.  

Conclusion: The results of the present study indicated that newborn rat brain extract can induce 
neuronal phenotype as well as neuronal specific gene expression in P19 stem cells. This study suggests 
the potential use of combined newborn rat brain extract and stem cell therapy to improvement of 
deficits in neurodegenerative diseases. 

Keywords: Neuronal differentiation; Embryonal carcinoma cells; Brain extract; Neuron specific 
markers 
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