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Abstract 

Introduction: Embryonic stem cells (ESCs) isolated from mouse blastocyst are genetically normal pluripotent cells 

and are able to differentiate to all types of cells. Study of mechanism of differentiation of these cells to neural cells 

could help us to know the mechanism of central nervous system development and finding better strategies for stem cell 

based therapies in human neurodegenerative disorders. The aim of this study was to evaluate the effect of Sonic 

hedgehog (Shh), Retinoic Acid (RA), Leukemia inhibitory factor (LIF), Interleukin-6 (IL6) and nerve growth factor 

(NGF) on differentiation of neural progenitor cells (NPCs), produced by lineage selection method from mouse ESCs, to 

cholinergic neurons.  

Methods: Royan B1, mouse ESCs derived from C57BL/6 strain was used to produce aggregates. According to 

growth factor mediated lineage selection method aggregates were cultured in serum free medium to produce nestin 

positive or NPCs, then cell expansion was achieved by treatment with EGF and FGF2. Following withdrawal of EGF 

and FGF2, the cells were further cultured in presence or absence of differentiation factors: LIF, Shh, RA, NGF and IL6 

in serum containing medium. Relative number of neurons and cholinergic neurons were assessed by immunocytochemical 

procedure using antibodies against MAP2, β-tubulin3, and ChAT.  

Results: Data obtained show that around 70% of the cells were β-tubulin3 positive. We found different percentage 

of cholinergic neurons from 10-20% in cultured cells in different groups. RT-PCR analysis showed that cholinergic 

specific genes were also expressed in cultured cells. 

Conclusion: This study shows that some of the neurons produced by lineage selection method are cholinergic 

neurons and the percentage of cholinergic neurons increases after treatment by Shh, LIF and RA. 
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  198 – 192، )3 (11فيزيولوژي و فارماكولوژي 

  1386 پاييز

  

  1386 پاييز، 3، شمارة 11جلد   فيزيولوژي و فارماكولوژي

  تمايز سلولهاي پيش ساز عصبي مشتق از سلولهاي بنيادي جنيني موش 

  نورونهاي كولينرژيكبه 

  *4و3حسين بهاروند، *2يحسين نصر اصفهان محمد، 1كيآفرين فشارمهر، 2يايسميه تنه، 2يربلايكخديجه ، 1يعلاي... ا حجت، 1مقدم يفرشاد همايون

  اصفهان ، اصفهانكيدانشگاه علوم پزش ،كيده پزشكدانش ،ي گروه فيزيولوژ.1

   اصفهان،ده رويان شاخه اصفهانكپژوهش ،ي بنيادي گروه سلولها.2

  تهران ،ده رويانكپژوهش ،ي بنيادي گروه سلولها.3

  ي تكويني، دانشگاه علم و فرهنگ، تهران شناس گروه زيست. 4

  86شهريور : پذيرش  86شهريور : بازبيني  86فروردين : دريافت
���� ��� 	
� ��
   و همكارانمقدم همايوني  ����� ����

  چكيده

 شناخت مكانيسم تمايز سلولهاي بنيادي موش       ،هستندپرتوان  توليد شده از توده سلولي داخلي بلاستوسيست از نوع سلولهاي            mESCسلولهاي بنيادي جنيني موش      :مقدمه

  ارزيـابي اثـر القـائي عوامـل     ايـن مطالعـه  به سلولهاي عصبي در شناخت نحوه تكامل سيستم عصبي و همچنين كاربرد آن در درمان بيماريهاي نرودژنراتيو ضروري ميباشد هـدف                

Sonic Hedghog protein (Shh) Retinoic Acid (RA) , Nerve Growth Factor (NGF) و Leukemia Inhibitory Factor (LIF)و  Interleukin6 

(IL6)ميباشد بر پيش سازهاي عصبي حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني موش و تمايز آنها به نورونهاي كولينرژيك .  

بـدين منظـور از     . توليد پيش سازهاي عصبي اسـتفاده شـد       جهت  ) B1رويان(  توليد شده در آزمايشگاه موسوم به      C57BL/6از سلولهاي بنيادي جنيني موش نژاد        :ها روش

بـه  سلولهاي پـيش سـاز عـصبي     (Lineage selection)  طبق روش انتخاب دودمان ساخته شد و به دنبال آن(embryoid bodies) اجسام شبه جنيني B1سلولهاي رويان 

هاي   بدون القاء كننده ولهاي حاصل با حذف فاكتورهاي رشد و كشت در محيط مناسب همراه يا     سلو.  انتخاب شدند  (EGF,FGF) فاكتورهاي رشد اپيدرمي و فيبروبلاستي       طهواس

Shh , RA , NGF ،LIF  وIL6 جهت تعيين تعداد نورونهاي كولينرژيك و همچنين كل نورونها در هر گروه علاوه بر مورفولوژي از . به سلولهاي عصبي تمايز يافتند

  . استفاده شدB-tubulin3  وChAT(Choline Acetyl Transferase)توشيمي عليه سيآميزي ايمنو رنگ

 يهـا   گـروه كي ـك درصد بـه تف 20 تا 10 نورونهاي كولينرژيك موجود در آنها نورون ميباشند و حاصل سلولهاي% 70  بهك نزدينشان داد توشيميسي مطالعات ايمنو:ها يافته

  .بررسي شد، Nestin ،Tyrosine Hydroxylase ،ChATبوط به سلولهاي عصبي شامل  نيز بيان ژنهاي مرRTPCRهمچنين در . مختلف متغير بود

  . ميباشدShh و RA ،LIFنتايج نشان دهنده افزايش معني داري در درصد نورونهاي كولينرژيك نسبت به كل نورونها در گروه تيمار با  :گيري نتيجه

  

  يز، تما كولينرژيك،رونون،  سلولهاي بنيادي: كليديهاي واژه
  

  

  �مقدمه 
 توليـد شـده از تـوده        (mESC)سلولهاي بنيادي جنيني موش     

  

  

*

  Or mh_nasr@med.mui.ac.ir                 :نويسندة مسئول مكاتبات 1

 Baharvand50@yahoo.com                                                 
 www.phypha.ir/ppj                                           : وبگاه مجله   

ــلولهاي   ــوع سـ ــي بلاستوسيـــست از نـ ــلولي داخلـ ــوان سـ پرتـ

)Pleuripotent(        هستند كه ميتوانند به سلولهاي نرواكتودرم تمايز

شناخت مكانيسم تمايز سـلولهاي بنيـادي بـه سـلولهاي      . پيدا كنند 

م عصبي و همچنين كـاربرد      عصبي در شناخت نحوه تكامل سيست     

  .]2و1[باشد  آن در درمان بيماريهاي نرودژنراتيو ضروري مي
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تمـايز بـه نورونهـاي      رشـد    با فاكتورهـاي     هايبا استفاده از تيمار    

 .]3-7[ دوپامينرژيك، گلوتاماترژيك، گابائرژيك نشان داده شده اسـت 

كـار  در مورد كشت نورونهاي دوپامينرژيك محققين متعددي با به          

اند تمايز به دوپامينرژيكها را        فاكتورهاي رشد مختلف توانسته    يگير

نشان دهند و تاثير عواملي نظيـر   بدن موجود زنده و محيط كشتدر 

 در تمايز دوپامينرژيكهـا  Shhو ) FGF8 (8 فاكتور رشد فيبروبلاستي  

  .]8،9[توسط مطالعات متعددي به اثبات رسيده است 

نيز مهمترين تحقيقـات در حـال       در باره نورونهاي كولينرژيك     

، ]10[ تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به كولينرژيك) 1: انجام شامل

 ،]13- 11 [تمايز سلولهاي پيش ساز عصبي بـه كولينرژيـك       ) 2

تمــايز ســلولهاي گــانگليون ســمپاتيك از نــوع آدرنرژيــك بــه ) 3

از آنجـا كـه در صـدمات نخـاعي و     . ]14،15[ كولينرژيك ميباشـد 

ماري آلزايمر سيستم كولينرژيك دچار اخـتلال ميـشود         همچنين بي 

لذا بررسي قابليت تمايز سلولهاي پيش ساز عـصبي بـه نورونهـاي             

  .]16[ كولينرژيك در درمان اين اختلالات اهميت دارد

سيستم عصبي مركزي و محيطي شـامل سـه نـوع نـورون      

، ]10،16[مي نخـاع    انورونهاي شاخ قـد   ) 1: كولينرژيك ميباشد 

نهاي كولينرژيك مغز قدامي كه با تحريـك نورونهـاي           نورو )2

گلوتاماتي در هيپوكامپ باعث بروز يادگيري و حافظه ميشوند و 

در بيماري آلزايمر تعداد نورونهـاي كولينرژيـك در ايـن ناحيـه          

از  نورونهاي شاخ قدامي ،]12،17[ كاهش شديدي نشان ميدهد

ــ ــي   رنظ ــوع دم ــي از ن ــين شناس ــا)caudal( جن ي  و نورونه

، و  ]18 [هـستند ) rostral(كولينرژيك مغز قدامي از نوع سري       

نورونهاي محيطي كولينرژيك كه به غدد و عضلات صـاف          ) 3

وجود نورونهاي كولينرژيك سيستم سمپاتيك يكي از       . رسند  مي

در هاي بروز تمايز از نـورون آدرنرژيـك بـه كولينرژيـك             نشانه

پاتيك در   عصبي محيطي ميباشـد زيـرا نورونهـاي سـم          مسيست

ابتداي تولد از نوع آدرنرژيـك هـستند ولـي بعـدا تحـت تـاثير                

عوامل كولينرژيك كننـده بـه نـوع كـولينرژيكي تغييـر شـكل              

اين عوامل كولينرژيك كننده شامل فاكتورهـاي  . ]15و14[ ميدهند

، IL6،  ، انـسولين  EGF، گلوكوكورتيكوئيدها،   NGFمتعددي نظير   

NT3 ، اسـتروژن ،(cilliary derived neurotrophic factor) 

CDNF، LIF ،transforming growth factor β) TGFβ،( 

bFGF ،Shh و RAبعنــوان مثــال  ]14،15،19،20[  ميباشــند 

نورونهاي گانگليون گردني فوقاني رت پس از كشت در محـيط    

 از CDNFو LIFحــاوي فاكتورهــاي رشــد و تمــايز همچــون 

  وLIFلت ميدهند و ترشح نورآدرنالين به استيل كولين تغيير حا

CDNF           را بعنوان عوامل تمايز دهنـده كولينرژيـك و افـزايش

 ].20[اند  دهنده بقاي اين سلولها در محيط كشت نام برده

 در مورد القاء تمايز به نورونهاي كولينرژيـك بـا اسـتفاده از             

رتينوئيك اسـيد   .سلولهاي بنيادي گزارشات متنوعي موجود است

  نورونهاي كولينرژيك موتورثر در تمايز از جمله عوامل موShhو  

رتينوئيك اسيد باعث تكامل سيستم عصبي در       .  ميباشند ESCاز  

 باعـث تكامـل در      Shh و   (rostrocaudal) محور سـري دمـي    

 و همكـارانش نـشان   Okada .]21 [ميشوند محور شكمي پشتي

 دادند كه استفاده از رتينوئيك اسيد در دوز بالا باعث بيان ژنهاي           

  سـري  و در دوز پايين تـر باعـث بيـان ژنهـاي    (caudal)دمي 

(rostral)    اثـر    همچنـين  ].3 [در نورونها ميـشودNGF    نيـز در 

كمك به بقاي نورونهاي كولينرژيك مغز قـدامي گـزارش شـده            

در اين مطالعه سلولهاي پيش ساز عـصبي توليـد    .]13،11[است 

  تحـت )lineage selection(انتخاب دودمان شده توسط روش 

اي كه بعنوان عوامل القاء كننده تمايز به  تيمار با عوامل القا كننده

  قـدرت  تـا اند قرار داده شـدند        نورونهاي كولينرژيك شناخته شده   

  .تمايز آنها به نورونهاي كولينرژيك ارزيابي شود

  ها مواد و روش

 C57BL/6 موش نـژاد     (ES) سلولهاي بنيادي جنيني  كشت  از  

جهـت توليـد پـيش      ) B1رويـان ( موسوم به    توليد شده در آزمايشگاه   

مراحـل كـشت و همچنـين القـاء     . ]22[ سازهاي عصبي استفاده شد

. با كمي تغييـرات انجـام شـد   ] Okabe et al.] 23تمايز طبق روش 

 بر روي فيبروبلاست جنينـي مـوش و         ESبه طور خلاصه سلولهاي     

 mM 1/0 βME،u/ml 1000 LIF حـاوي  KDMEM در محيط 

،15% FCS، mM 2 L-Glu، mM 1/0 NEAA ــر  كــشت و تكثي

و  IU/ml 100سـيـلين هــا پنــي   همچنــين بــه تمــام محــيطشــدند

 ES سلول   5×104سپس تعداد .  اضافه ميشد  mg/ml 1/0استرپتومايسين  

 بـدون  به ازاي هر سي سي محيط در پليت باكتريال حاوي محيط بالا اما        

LIF       جهت تشكيل اجسام شبه جنيني (EB)     داري  روز نگه ـ  4 به مـدت

اـ   عدد از آنها30 تا 20ها به روش ته نشيني جدا شده و تعداد   EB. شدند  ب

 به هر چاهك پليت كـشت سـلولي         ميكرومتر 200-100قطر متوسط   

 LIFبـدون  تائي منتقل شدند و به مدت يك روز در محـيط بـالا         24

ــدند ــداري ش ــامل   . نگه ــرم ش ــد س ــد فاق ــيط جدي ــد مح از روز بع
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DMEM/F12 ، 1 %N2 supplement ، ug/ml 5 fibronectin 

،L-Glu   و NEAA          ريك بـا   جايگزين محيط قبلي شد و هر دو روز 

 سـلولها   12در روز   . شد   روز محيط آنها تعويض مي     6و جمعا به مدت     

از ظرف جدا شدند و جهت تكثيـر بـه           % 05/0با استفاده از تريپسين     

، ng/ml20 bFGF  ،ng/ml10 EGF  ،DMEM/F12 محيط حاوي 

1 %N2   ، ug/ml1 laminin   ، L-Glu    ،NEAA   ، nM 20 

progestrone ، µM 100 putrescine   منتقل شدند و ايـن مرحلـه 

شـد و      تعويض مـي   ريك با  روز   3 تا   2 روز ادامه يافت و محيط هر        6

 محـيط بـالا بـا       18در روز   . شـدند   فاكتورهاي رشد هر روز اضافه مي     

 neurobasal media (NB) ،N2، 2%محيط جديد حاوي سـرم و  

B27  ،L-Glu  ،NEAA         تعويض شد و سـيتوزين آرابينـو فورانوزيـد  

)M 6-10(              بـه   22 نيز جهت كـاهش توليـد سـلولهاي گليـال از روز 

تعويض محيط صـورت   ريك با روز 4 تا 3شد و هر    محيط اضافه مي  

 تيمار با فاكتورهاي القـاء   روز7مدت  به 16 از روز    جهت تيمار  .گرفت

 و گروههـاي تيمـار    شـروع شـد     شـدند     كننده كه هر روز اضافه مـي      

ــدون تيمــار )1شــامل ) 2) (ng/ml 5 (IL6 ،3، (Non Treated) ب

)u/ml 500 (LIF   ،4) (M 6-10 (RA   ،5 (IL6+LIF   ،6) (ug 

5/0 (Shh  ،7 (Shh+RA  ،8 (LIF+RA  ،9) (ng/ml 50 (NGF ،

10 (NGF+Shh  ،11 (NGF+LIF   12 و (NGF+IL6 كـه   بودند 

اضافه  EGF وbFGFبدون  درصد سرم و 5- 2به محيط حاوي 

 روز ديگـر  7 پس از پايان هفت روز القا سلولها بـراي       .شدند مي

، neurobasal media (NB) سـرم و  %10  حـاوي در محـيط 

N2 ،B27 ،L-Glu ،NEAA ــدند ــداري شـ  30در روز .  نگهـ

ــد ســلولها ــارا فرمالدئي ــا پ ــگ % 4 ب ــت شــده و رن ــزي  تثبي آمي

  .ايمنوهيستوشيميايي انجام شد

ــستوشيمي  در  ــزي ايمنوهي ــگ آمي ــا   ، رن ــزي ب ــگ آمي رن

 جهت تشخيص  B-tubulin3 و   MAP2a,bهاي عليه     بادي آنتي

 ChAT (Choline Acetylنتي Ĥ و شمارش تعداد كل نورونها و 

Transferase)         جهت شمارش نورونهاي كولينرژيك در هـر دو 

  .گروه به ترتيب زير انجام شد

 درصد به مدت Triton X100 4/0پس از تثبيت، سلولها با 

 دقيقه نفوذ پذير شدند و با آنتي باديهاي اوليه ذكـر شـده بـه                20

 ساعت انكوبه شدند و پس از شستشو در مرحله بعـد بـا    12مدت  

 Goat Anti Mouse FITC conjugatedآنتـي بـادي ثانويـه    

ــراي   Rabbit Anti Goatو β-tubulin3 و MAP2a,bب

FITC conjugated براي ChAT دورنگ آميزي بـراي   جهت 

 ug/ml1براي رنگ آميزي هسته سلولها از       . ساعت انكوبه شدند  

  . شد استفاده(PI) پروپيديوم آيوديد

جهت بررسي بيان ژنهاي مربوط به سـلولهاي عـصبي بيـان          

 جهت تائيد وجود نورونهاي كولينرژيك در كنار چند         ChATژن  

 دو كــشت لژن ديگــر اختــصاصي ســلولهاي عــصبي در حــداق 

بـه ايـن    . فاوت انجام شد و تفاوتي بين اين دو مـشاهده نـشد           مت

منظور سلولهاي پيش ساز عصبي همراه بـا چنـد تيمـار مختلـف           

 RNeasy بـا اسـتفاده از   RNAكـل  . مورد بررسي قرار گرفتند

Mini Kit (Qiagen) ــا ــار ب  DNaseI (Fermentas) و تيم

 Revertبا اسـتفاده از   cDNA  حاصل RNA از. استخراج شد

Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 

 1 با استفاده از پرايمرهاي ذكر شده در جدول PCRساخته شد و   

 روي ژل PCRمحــصولات .  انجــام شــدcDNAجهــت تكثيــر 

با استفاده  UVآگاروز الكتروفورز شده و باندهاي حاصل تحت نور    

  .از اتيديوم برومايد مشاهده شدند

 مثبت كه نشانگر نورونهاي     B-Tubulin3 سلولهاي   شمارش

) شـود    به رنـگ سـبز مـشاهده مـي         C-1در شكل   (باشد    بالغ مي 

نسبت به هسته كل سلولها كه با پروپيـديوم آيوديـد كـه هـسته               

ها بر حسب  ، نام ژن، توالي بازها و اندازه پرايمر)ها نورون(هاي عصبي  سلول مراز براي اي پلي برداري معكوس واكنش زنجيره رايمرهاي مورد استفاده در روش نسخهپ -1لجدو

  .جفت تعداد بازها ذكر شده است

 توالي پرايمرها
 ها ژن

Forward Reverse 

  بازها تعداد جفت
(bp) 

Pax6 
ChAT 

VAChT 
β-Tubulin3 

TH 
Nestin 
HB9 
Oct-4 

β-Tubulin 

5'GAGAGGACCCATTATCCAGATG3' 
5'GTGAACTCCCTGCTCCCAGA3' 
5'CCCACCTCCTCTAATGAGTACC3' 
5'GTTCCCACGTCTCCACTTCTTC3' 
5'TCCTGCACTCCCTGTCAGAG3' 
5'TCGAGCAGGAAGTGGTAGG3' 
5'GGCGCTTTCCTACTCATACC3' 
5'GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC3' 
5'GGAACATAGCCGTAAACTGC3' 

5'GCTGACTGTTCATGTGTGTTTG3' 
5'CTCAGTGCCAGAAGATGGTTGT3' 
5'GCAGGAAGGACAAACAGATGC3' 
5'CCAGGTCATTCATGTTGCTCTC3' 

5'CCAA0047AGCAGCCCATCAAAGG3' 
5'TTGGGACCAGGGACTGTTA3' 
5'TCCTCTTCCGTCTTCTTCTCAC3' 
5'CATACTCGAACCACATCCTTCTCT3' 

5'TCACTGTGCCTGAACTTACC3' 

466 
460 
226 
479 
424 
352 
456 
320 
317 
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جهـت تعيـين    آورد    در مـي  ) C-1شكل  (سلولها را به رنگ قرمز      

درصد نورونها نسبت به كل سلولها انجام شد و درصد نورونهـاي            

نيز نـسبت بـه كـل نورونهـا بـا شـمارش سـلولهاي              يك  ژكولينر

ChAT  2شكل  (تعيين شدمثبت(.  

 كـل   رو د  براي هر گروه در هر بار آزمايش         لامجهت شمارش دو    

 و ) اسلايد براي هر گروه تيمـار 6( سه تكرار براي هر آزمايش تهيه شد    

 Olympus D 70 با استفاده از دوربينx 40 عكس با بزرگ نمايي30

  .تهيه شد و شمارش انجام شد لاماز هر  

جهت آناليز آماري اعداد خام بدست آمده از هر عكس به نرم        

هـا توسـط     دار بودن دادهيو معن داده شد  12 نسخه   SPSSافزار  

  .بررسي شد P>05/0 با فرض unpaired t Studentآزمون 

  ها يافته

 Lineage(انتخـاب دودمـان   توليـد نـورون توسـط روش    

Selection( ســلولهاي زي ايمنــو هيــستوشيمياييآميــ رنــگ 

 نشان داد كه در گروههاي كنترل و تيمار شده به          كشت يافته 

 عليه يباديهااز كل سلولها با آنتي %  70طور ميانگين تقريبا 

MAP2   و β-tubulin3   جزو ماركرهاي نوروني ميباشـند      كه

كه نشاندهنده درصد بالايي    )   1B,Cشكل(آميزي شدند    رنگ

  .باشد ولهاي عصبي مياز تمايز به سل

  تمايز نورونها به نوع كولينرژيك     ء بر القا  LIF و   ,Shh RAتاثير  

 باعـث تمـايز   Shh  و ,RA LIFتيمار سلولها با هر سـه عامـل   

 هيك ـطور بـه    )2شـكل  (بالاي نورونها به نـوع كولينرژيـك شـد        

 در ChATآنتي  از كل نورونها در رنگ آميزي با  % 20نزديك به   

 از نــوع كولينرژيــك بودنــد و تفــاوت معنــي داري ايــن گروههــا

05/0<P         در حاليكـه در گـروه      .  را با ساير گروههـا نـشان دادنـد

از نورونهــا را نورونهــاي كولينرژيــك % 10كنتــرل نزديــك بــه 

، RA+Shhتشكيل ميدادند همچنين در گروههاي تيمار شده بـا    

RA+LIF نيـــز افـــزايش معنـــي داري در تعـــداد نورونهـــاي 

ك مشاهده شد اما اين افزايش به اندازه افزايش مشاهده كولينرژي

  . به تنهايي نبودShh شده در گروه

  بيان ژنهاي عصبي

ــايج  ــصاصي   RT-PCRنت ــاي اخت ــان ژنه ــاكي از بي  ح

ــل   ــصبي مث ــلولهاي ع ــودβ-Tubulin3س ــاي . ب ــان ژنه  بي

 نرونهاي كشت يافته با استفاده از روش انتخاب دودمان قبل و بعد از رنـگ -1شكل  

رنـگ (B) . معكـوس   عكس از نورونها با ميكروسكوپ     (A)آميزي ايميونوسايتوشيمي   

رنـگ PI. (C)هـا    و هستهMAP2نشاندار عليه آنتي بادي  استفاده از با نورونهاآميزي

رنـگ PI. (D)هـا    و هستهB-Tubulin3نشاندار عليه  آنتي بادي  استفاده از آميزي با   

 ChAT Transferase) (Choline نـشاندار عليـه   آنتـي بـادي    استفاده ازبا آميزي

Acetylها   و هستهPI) . تمام عكسها با بزرگنماييx40( 

 درصد نورونهاي كولينرژيك بـه كـل نورونهـا در گروههـاي تيمـار شـده و-2شكل  

 ) در مقايسه با گروه كنترل* =>p 01/0 و # =>05/0 P (.(Non treated)  كنترل

ژنهـاي ويـژه نورونهـاي، (B-Tubulin3 ,TH)  بيـان ژنهـاي عـصبي   -3ل شك

ــك ــادي ، (ChAT,VChAT) كولينرژي ــازهاي(oct4)ســلولهاي بني ــيش س  و پ

، در گروههــاي مختلـف تيمــار RTPCR بــا اسـتفاده از  (Pax6,Nestin)عـصبي  

بعنوان β-tubulinاز . NSC سازهاي عصبي  و پيش  ESCسلولهاي بنيادي موش    

 .ر عمومي استفاده شده استكمار
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 VAChAT  و ChATاختصاصي نورونهاي كولينرژيك مثل     

شـت امـا قـويترين بانـد در         نيز در گروههاي مختلف وجود دا     

بيـان ضـعيفي از     . )3شـكل ( مشاهده شـد     Shhگروه تيمار با    

Hb9      باشد نيـز در       كه ماركر اختصاصي نورونهاي حركتي مي

 ماركر نورونهـاي    THهمچنين بيان   . خورد  شكل به چشم مي   

ط يدر مح ـ دوپامينرژيك نشانگر حضور ايـن نـوع از نورونهـا           

 ـلهاي بن  فقط در سلو   Oct4  ژن .باشد  كشت مي   NSCادي و   ي

اي از    ان شده است اين فاكتور، سبب تحريك يا مهار دسته         يب

هاي بنيادي جنيني را در حال تكثيري  شود كه سلول ها مي ژن

 ماركر سـلولهاي  Nestin و Pax6. دارد  و غيرتمايزي نگه مي   

 ـ بعنـوان    β-tubulinش ساز عصبي هـستند و       يپ ك مـاركر   ي

  .عمومي استفاده شده است

  بحث

 كـه   اهد به دست آمده در ايـن مطالعـه بيـانگر ايـن بـود              شو

 ميتوانند به سلولهاي كولينرژيك تمـايز       B1 رويان   ESسلولهاي  

 سلول پـيش سـاز      ESدر اين مطالعه ابتدا از سلولهاي       . پيدا كنند 

يعنـي  ] 23[  و همكارانOkabeعصبي تهيه شد كه طبق روش 

شرايط كشت بدون سرم و با فاكتورهاي رشـد ميتـوان بـه طـور               

در سـاير   . )انتخاب دودمـان   (موثري سلولهاي عصبي بدست آورد    

هـاي ايمنـو    مطالعات انجام شـده و بـا اسـتفاده از رنـگ آميـزي        

هيستوشيميايي نشان داده شده است كه نورونهاي توليد شده بـر           

يــك، دوپامينرژيــك و اســاس ايــن روش اكثــرا از انــواع گابائرژ

وجود انواع كولينرژيـك احتمـالا بـه    . ]23[ سروتونرژيك بوده اند

 در نورونهـاي توليـد شـده در         ChATدليل پايين بودن فعاليـت      

در مقايـسه بـا نورونهـاي كولينرژيـك طبيعـي      محيط آزمايشگاه  

اما در بسياري ديگر از مطالعات اقـدامي  . ]23[ گزارش نكرده اند

 وجود نورون كولينرژيك بين نورونهاي توليد    جهت بررسي امكان  

  ].12،24[ شده صورت نگرفته است

نتايج شمارش سلولي نشان داد كه درصد كمي از نورونهـا در   

 و  RA  ،LIFگروه كنترل از نوع كولينرژيك هـستند و تيمـار بـا             

Shh    نشان ميدهد اين عوامل به تنهايي ميتوانند باعـث افـزايش 

در حاليكـه در گروههـاي       .نرژيك بـشوند  تمايز به نورونهاي كولي   

 تعـــداد نورونهـــاي RA+LIF و RA+Shhتيمـــار شـــده بـــا 

  . به تنهايي بودShhكولينرژيك كمتر از گروه تيمار شده با 

 همچنانكـه بـر پـيش سـازهاي عـصبي           RA و   Shhبنابراين  

 اثر كـرده و باعـث توليـد    RA و القاء با     SDIAحاصل از روشهاي    

 درصد از   50 تا   20كه در اين مطالعات     (د  نورون كولينرژيك ميشون  

 بـر سـلولهاي     ]10،25 [)اند نورونها از نوع كولينرژيك گزارش شده     

نيز چنين تاثيري   انتخاب دودمانپيش ساز عصبي حاصل از روش

  ).از نورونها كولينرژيك بودند% 20كه نزديك به (دارند 

Shh          در طي تكامل نخاع براي تشكيل نورونهاي شكمي كه 

يك حركتي ميباشند ضـروري اسـت كـه از طريـق            ژرا كولينر اكث

 صـورت ميگيـرد كـه در تكامـل          Olig1,2فعال كـردن ژنهـاي      

  .]10 [اوليگو دندروسيتها دخالت دارند نورونهاي كولينرژيك و

ــان ژن  ــوغ Shhهمچنــين بي ــواحي ن بعــد از بل يــز در ن

 كه در آنجا نورونهاي كولينرژيـك وجـود         CNSمختلفي از   

مثل قائده مغز قدامي و نخـاع ادامـه ميابـد كـه              .]18 [دارند

حكايــت از اثــر حمــايتي آن بــر بقــاء و فعاليــت نورونهــاي 

قائـده   در نـواحي     Olig2 از آنجا كه ژن      .18كولينرژيك دارد 

در تكامـل نورونهـاي      Shhشود لذا      نيز بيان مي   مغز قدامي 

  ].26[كولينرژيك اين ناحيه نيز دخالت دارد 

ريق آن ژنهـاي زيـر مجموعـه خـود را            از ط  Shhمسيري كه   

 و كورسـپتور آن  Patched (PTC) رسـپتور  فعال ميكند از طريق

Smoothened (SMO)     ميباشـد كـه نهايتـا پروتئينهـاي Gli را 

كند كه در بيان ژنهاي مربوط بـه نورونهـاي كولينرژيـك            فعال مي 

گــزارش ] 27[ و همكــارانش Kessaris]. 18 [كننــد دخالــت مــي

ــه  ــد كـ ــان   FGF2و  Shh كردنـ ــث بيـ ــر دو باعـ  Olig2 هـ

بــراي اعمــال  Shhشــوند و  مــي Neocortical Precursorsدر

 bFGF نيـز احتيـاج دارد كـه      MapKبه فعال بودن مـسير       اثرش

 ميتوانــد ايــن مــسير را روشــن نگــه دارد و جالــب اينكــه در روش

 از اين فاكتور در مرحله تكثير سلولهاي پـيش سـاز   انتخاب دودمان 

شود و اين امر نيز ميتواند در تمايز بـه نـوع كولينرژيـك        استفاده مي 

 .دخالت داشته باشد

 نيـز بـر فعـال كـردن مـسير تمـايز بـه               RA از طرفي تاثير    

كولينرژيك در مطالعات انجام يافته بر روي سلولهاي پيش سـاز           

  و سلولهاي بنيادي بـه كـرات       عصبي جدا شده از مغز پستانداران     

ــت و   ــده اس ــزارش ش ــنRAگ ــان  در اي ــلولها بي  و ChAT س

VAChT و در ايــن مطالعــه] 3،10،28،29[  را افـزايش ميدهــد 

كـه حـاكي از     باعث القاء تمايز به نـوع كولينرژيـك شـد    RAنيز

 در   در تمايز به كولينرژيك ميباشد     RAدخالت مسير سيگنالينگ    
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  .باشد  سازهاي عصبي ميشپي

نورونهاي تكامل  در   CDNFاش  و ديگر هم خانواده    LIFاثر

در تكامل سيـستم     در مطالعات انجام يافته       حركتي كولينرژيك

 LIF mRNAو همچنين بيـان  ] 30[ است  شدعصبي گزارش

ــك و     ــاي گابائرژي ــصوصا در نورونه ــز و خ ــاي مغ در نورونه

بر سلولهاي   LIF ].31[كولينرژيك قائده مغز قدامي وجود دارد       

 نـوع   گانگليوني سمپاتيك نيز اثر دارد و باعث تبـديل آنهـا بـه            

ــي  ــك م ــه آن   كولينرژي ــذا ب ــود ل  CDF:Cholinergic(ش

Differentiation Factor( هم گفته  فاكتور تمايز كولينرژيك

اين مطالعه نـشان داد كـه تيمـار سـلولهاي     ]. 30و19[ شود مي

 باعـث القـاء تمـايز آنهـا بـه نـوع             LIFپيش سـاز عـصبي بـا        

 هـم   در حاليكه استفاده از ديگـر نـروكين       . شود  كولينرژيك مي 

كه اين مسئله ميتوانـد     .  چنين تاثيري نداشت   IL6خانواده اش   

 در تحريك بيان LIF (LIFR)نشانگر نقش رسپتور اختصاصي 

.  باشـد  ChATژنهاي مربوط به نورونهـاي كولينرژيـك مثـل          

LIF         از طريق اتصال بـه رسـپتور gp130   و LIFR     و پـس از 

حاليكـه  شـود در      هتروديمريزاسيون آنها باعث بروز اثراتش مي     

IL6          از طريق فعـال كـردن رسـپتورهايش gp130   و IL6R و 

هتروديمريزاسيون آنها اثر ميكند كه اين اختلاف ديمريزاسيون        

 مــسئول اثــر متفــاوت آنهــا در gp130 بــا IL6Rو  LIFRدر 

 در القاء تمايز LIFRتحريك بيان ژنها و نشانگر اثر اختصاصي    

  ].32[ به نوع كولينرژيك ميباشد

 در تمــايز بــه NGF و Shhمطالعــات بــه اثــر تــوام در بعــضي 

اثر معنـي داري     ، اما در اين مطالعه    ]13[كولينرژيك اشاره شده است     

  .مشاهده نشد و لذا مطالعات بيشتري در اين مورد نياز ميباشد

نتايج اين مطالعه نشان ميدهد كه ميتـوان از سـلولهاي           

مـشابه  انتخـاب دودمـان     پيش ساز عصبي حاصـل از روش        

اير روشها نورونهاي كولينرژيك بدست آورد و احتمـالا در          س

درمان بيماريهاي درگيـر كننـده سيـستم كولينرژيـك مثـل       

 مطالعـات وسـيعتري     ابرد  ام  صدمات نخاعي و آلزايمر سود      

جهت شـناخت كامـل و دقيـق مـسير تمـايز بـه نورونهـاي           

كولينرژيـك و شـناخت ســاير عوامـل مــوثر در ايـن مــسير     

 مطالعـات بيـشتر جهـت تعيـين         نهمچنـي . ميباشدضروري  

اينكه نورونهاي كولينرژيك بدست آمده به كـدام منطقـه از      

سيستم عصبي از نظر جنيني تعلق دارند نيـز حـائز اهميـت             

  .خواهد بود

  منابع

[1] Ahn JIK, Lee KH, Shin DM, Shim JW, Lee JS, Chang SY, Lee 

YS, Brwnstein MJ, et al, Comprehensive transcriptome analysis 

of differentiation of embryonic stem cells into midbrain and 

hindbrain neurons. Dev Biol 256 (2004) 491-501. 

[2] Isacson O, The production and use of cells as therapeutic agents 

in neurodegenerative diseases. LANCET 2 (2003) 417-24. 

[3] Okada Y, Shimazaki T, Sobue G, Okano H, Retinoic 

acid concentration dependent acquisition of neural cell 

identity during in vitro differentiatin of mouse 

emberyonic stem cells. Dev Biol 275 (2004) 124-142. 

[4] Bain G, Kitchens D, Yao M, et al, Emberyonic stem cells Express 

neuronalproperties in vitro. Dev Biol 168 (1995) 342-357. 

[5] Fraichard A, Chassande O, Bilbaut G, Dehay C, Savatier 

P, Samarut J, In vitro differentiation of embryonic stem 

cells into glial cells and functional neurons. J Cell Sci 

108 (Pt 10) (1995) 3181-3188. 

[6] Ying QL, Stavridis M, Griffiths D, Li M, Smith A, 

Conversion of embryonic stem cells into neuroectodermal 

precursors in adherent monoculture. Nat Biotechnol 21 

(2003) 183-186. 

[7] Stavridis MP, Smith AG, Neural differentiation of mouse 

embryonic stem cells. Biochem  Soc T  31 (part 1) 

(2003) 45-49. 

[8] Nakanishi S, Nishikawa SI, Sasai Y, Induction of 

midbrain dopaminergic neurons from ES cells by stromal 

cell-derived inducing activity. Neuron 28 (2000) 31-40. 

[9] Kawasaki H, Suemori H, Mizuseki K, Watanabe K, 

Urano F, Ichinose H, Haruta M, Takahashi M, 

Yoshikawa K, Nishikawa S, Nakatsuji N, Sasai Y, 

Generation of dopaminergic neurons and pigmented 

epithelia from primate ES cells by stromal cell-derived 

inducing activity. Proc Natl Acad Sci USA 99 (2002) 

1580-1585.   

[10] Wichterle H, Lieberam I, Porter JA, Jessell TM, Directed 

differentiation of embryonic stem cells into motor 

neurons. Cell 110 (2002) 385-397. 

[11] Yuhara A, Ishi K, Nishio C, Abiru Y, Yamada M, Nawa 

H, Hatanaka H, Takeib N, PACAP, NGF cooperatively 

enhance cholineacetyltransferase activity in postnatal 

basal forebrain neurons by complementary induction of 

its different mRNA species. Biochem  Bioph Res Co 301 

(2003) 344-349. 

[12] Wu P, Tarasenko YI, Gu Y, Huang LM, Coggeshall RE, 



 مقدم و همكاران همايوني  تمايز سلولهاي پيش ساز عصبي

198 

Yu Y, Region-specific generation of cholinergic neurons 

from fetal human neural stem cells grafted in adult rat. 

Nat Neurosci 5 (12) (2002) 1271-1278. 

[13] Ott Reilly J, Karavanova ID, Williams KP, Mahanthappa 

NK, Allendoerfer KL, Cooperative Effects of Sonic 

Hedgehog and NGF on Basal Forebrain Cholinergic 

Neurons. Mol Cell Neurosci 19 (2002) 88-96. 

[14] Brodski C, Schnurch H, Dechant G, Neurotrophin-3 

promotes the cholinergic differentiation of sympathetic 

neurons. PNAS 97 (17) (2000) 9683-9688. 

[15] Lewis SE, Rao MS, Symes AJ, Dauer WT, Fink JS, 

Landis SC, Hyman SE, Coordinate Regulation of 

Choline Acetyltransferase, TyrosineHydroxylase, and 

Neuropeptide mRNAs by Ciliary Neurotrophic Factor 

and Leukemia Inhibitory Factor in Cultured Sympathetic 

Neurons. J Neurochem 63 (2) (1994) 429-438. 

[16] McDonald JW, Liu XZ, QuY, Liu S, Mickey SK, 

Turetsky D, Gottlieb DI, Choi DW, Transplanted 

embryonic stem cells survive, differentiate and promote 

recovery in injured rat spinal cord. Nat Med 5 (1999) 

1410-1412. 

[17] Qing-hua W, Ru-xiang X, Nagao S, Transplantation of 

cholinergic neural stem cells in a mouse model of Alzheimer's 

disease. Chinese Med J 118 (6) (2005) 508-511. 

[18] Traiffort E, Charytoniuk D, Watroba L, Faure H, Sales 

N, Ruat M, Discrete localizations of hedgehog signalling 

components in the developing and adult rat nervous 

system. Eur J Neurosci 11 (1999) 3199-3214. 

[19] Fukada K, Purification and partial characterization of a 

cholinergic neuronal differentiation factor. Proc Natl 

Acad Sci USA 82 (1985) 8795-8799. 

[20] Lewis S, Rao M, Symes A, Dauer W, Fink S, Landis S, 

Coordinate regulation of choline acetyltransferase, 

tyrosine hydroxylase, and neuropeptide mRNAs by 

ciliary neurotrophic factor and leukemia inhibitory factor 

in cultured sympathetic neurons. J Neurochem 63 (2) 

(1994) 429-438. 

[21] Murashov AK, Pak ES, Hendricks WA, Owensby JP, 

Sierpinski PL, Tatko LM, Fletcher PL. Directed 

differentiation of embryonic stem cells into dorsal inter 

neurons. FASEB J 2004; 19(2). 

[22] Baharvand H, Matthaei KI, Culture condition difference 

for establishment of new embryonic stem cell lines from  

the C57BL/6 and BALB/c mouse strains. In Vitro Cell 

Dev Biol Anim 40 (2004) 76-81. 

[23] Okabe S, Forsberg-Nilsson K, Spiro AC, Segal M, 

McKay RD, Development of neuronal precursor cells 

and functional postmitotic neurons from embryonic stem 

cells in vitro. Mech Develop 59 (1996) 89-102. 

[24] Lee SH, Lumelsky N, Studer L, Auerbach JM, McKay 

RD, Efficient generation of midbrain and hindbrain 

neurons from mouse embryonic stem cells. Nat 

Biotechnol 18 (2000) 675-699.   

[25] Miles GB, Yohn DC, Wichterle H, Jessell TM, Rafuse 

VF, Brownstone R, Functional properties of motoneurons 

derived from mouse embryonic stem cells. J Neurosci 

24-36 (2004) 7848-58. 

[26] Furusho M, Ono K, Takebayashi H, Masahira N, Kagawa 

T, Ikeda K, Ikenaka K,  Involvement of the Olig2 

transcription factor in cholinergic neuron development of 

the basal forebrain. Dev Biol 293 (2006) 348-357.  

[27] Kessaris N, Jamen F, Rubin LL, Richardson WD, 

Cooperation between sonic hedgehog and fibroblast 

growth factor/MAPK signaling pathways in neocortical 

precursors. Development 131 (2004) 1289-1297. 

[28] Corral RD, Oliviera-Martinez I, Goriely A, Gale E, 

Maden M, Storey K, Opposing FGF and Retinoid 

pathways control ventral neural patterns, neural 

differentiation, and segmentation during body axis 

extension. Neuron 40 (2003) 65-79. 

[29] Liu JP, Laufer E, Jessel TM, Assigning the positional 

identity of spinam motor neurons: rostrocaudal 

patterning of Hox-c expression by FGFs, Gdf11, and 

retinoids. Neuron 32 (2001) 997-1012. 

[30] Patterson PH, Leukemia inhibitory factor, a cytokine at 

the interface between neurobiology and immunology. 

Proc Natl Acad Sci USA 91 (1994) 7833-35. 

[31] Lemke R, Rossner S, Schliebs R, Leukemia inhibitory 

factor expression is not induced in activated microglia 

and reactive astrocytes in response to rat basal forebrain 

cholinergic lesion. Neurosci Lett 267 (1999) 53-56. 

[32] Bartoe JL, Nathanson NM, Differential regulation of 

leukemia inhibitory factor stimulated neuronal gene 

expression by protein phosphatases SHP-1 and SHP-2 

through mitogen activated protein kinase dependent and 

independent pathways. J Neurochem 74 (2000) 2021-2032. 


	Master [En] 6.pdf
	Nasr-Baharvand.pdf



