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by increasing cyclic Adenosine Mono Phosphate

Baharvand H*, Hatami M and Massumi M

Department of Stem cells, Royan Institute, Tehran, Iran.

Abstract

Introduction: To evaluate the cAMP -mediated IBMX (3-IsoButyle -1-Methyl Xanthin) and db-cAMP 
(dibutyryl cAMP) effects on differentiation of human Embryonic Stem Cells (hESCs) into nerve cells were the 
objectives of this study.

Methods: We have used Royan H1 hESC- derived embryoid bodies with four treatment groups: six days 
treatment with IBMX (5×10 -4M) and db-cAMP (10 -9M) (referred to as cAMP), retinoic acid (RA, 10 -6M), 
IBMX + db-cAMP + RA, and control (no treatment). Immunocytochemistry was carried out for neural specific 
antibodies including β-Tubulin III, Microtubule Associated Protein 2 (MAP-2), Neurofilament Protein-Heavy 
chain (NF-H), Glial Fibrilary Acidic Protein (GFAP) and Synaptophysin as well as morphological studies. Semi-
quantitative RT-PCR was also used to evaluate gene expression involved in neurogenesis. 

Results: In the 4+6+4 days the neuronal process were apparently observed. Immunocytochemical studies using 
nerve specific antibodies for proteins such as β- Tubulin III, MAP-2, NF-H, GFAP and Synaptophysin showed 
the presence of these neuronal and astrocyte markers in differentiated cells by cAMP. Evaluation of expression 
of genes involved in neurogenesis showed that Hash1, Synaptophysin, β-Adrenergic Receptor and Acetylcholine 
Receptor- which were silent in embryoid bodies - switched on after treatment with cAMP and/or RA. Relative 
expression of nerve specific genes showed a significant enhancement in expression of Synaptophysin, NFM and 
β-Adrenergic Receptor during differentiation, which, with the enhancement in cAMP treated groups were more 
than those treated with RA and control (p < 0.05). 

Conclusion: In conclusion, this study showed that cAMP could be a neurogenic agent for human embryonic 
stem cells differentiation.
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حسين  بها&7ند*، مريم  حاتمي  7 محمد معصومي 
پژ7هشكد�  &7يا# ، گر�7  سلولها2  بنيا�2 

بر�سي  تأثير �فز�يش  /�نو(ين  مونوفسفا%  حلقو�  ��
!  سلولي 
�� �لقاء نو�
! (�يي  بن ياخته ها�  جنيني  �نسا! 

چكيد7

ــط �7 فاكتو& �لقائي  3  �يز7بوتيل -1- متيل  گز�نتين  (IBMX) 7 �2  بوتيريل   ــد�  توس �يجا� ش )cAMP(  2ــفا<  حلقو هد\ : مطالعه  �ثر �فز�يش  `�نوWين  مونوفس
`�نوWين  مونوفسفا<  حلقو2  (db-cAMP) بر تمايز بن  ياخته ها2  جنيني  �نسا#  به  سلولها2  عصبي .

ــا�  شبه   ــتفا��  شد. به  �ين  منظو& �جس ــلولها2  عصبي  �س ــا#  (&7يا#  H1) بر�2  توليد س ــلولها2  بنيا�2  جنيني  �نس مو�� � ��شـها: �& �ين  مطالعه  �W كلوني ها2  س
7 IBMX  (&4- 10× 5 مولا)  ( 1) W�ــتفا��   ــاخته  7 به  مد<  W7& 6 تحت  تيما& با �س ــا#  س جنيني (Embryoid body)  با به  كا&گير2  قطعاتي  �W كلونيها2  جنيني  �نس
(9-  10 مولا&) db-cAMP يا (2) (6 -10  مولا&) &تينوئيك  �سيد (RA) 7 ( 3) تيما& همزما#  (IBMX+db-cAMP+RA) 7(4) كنترb قر�&گرفتند. سپس  �جسا�  شبه  

جنيني  تيما& شد�  به  صو&<  منفر� �&محيط كشت Neuro basal كشت شدند.
ــا�  ــى با�� ه نت ــيمي بابكا& گير�̀  �يمونوسيتوش  R7& W�ــي   ــي ها2  مو&فولوژيك ــر بر&س ــد� ، علا�7  ب ــي  تيما&ها2  �نجا�  ش �يW  عصب  ��Wــي  با ــو& بر&س ــه  منظ  ب
7 (Microtubule Associated Protein)  MAP-2 ، III  - ــن ــا توبولي ــنگين ، بت ــيناپتوفيزين ، نو&7فيلامنت پر7تئين-س ــغ مانند س ــلولها� عصبى بال ــژ� س 7ي

  RT-PCR  كنش  نيمه  كمي��يي  7W  2  بر&سي  كمـــي بيا#  ژ# ها2  �&گير �& فر`يندعصب��ستفا��  شد. همچنين بر )Glial Fibrilary Acidic Protein ( GFAP
�نجا� شد.

 W�ــتفا��   ــد. مطالعا<  �يمونوسيتوشيمي  با �س ــاهد�  ش ــتطاله ها2  عصبي  �& &W7 (4+6+4) مش ــاختا&ها2  �س غاW مهاجر<  س ــي ها2  مو&فولوژيكي ،̀  يافته ها: �& بر&س
`نتي با�2 ها2  مذكو&  `نتي ژنها2  شاخص  عصبي  نشا#  ��� كه  سلولها2  تمايز يافته  شامل  سلولها2 عصبي  بالغ  همچو#  نو&7#  7 `ستر7سيت  مي باشند.

ــتيل  كولين  كه  �& گر�7  �جسا�  شبه   ــيناپتوفيزين ،Hash1  ، گيرند�  β `�&نرژيك  7 گيرند�  �س ــا#  ��� ژ# ها2  س �يي  نشW #7&يابي  بيا#  پر7فايل  ژ# ها2  �&گير �& نوW&�
ــي  كمي  بيا#  ژ# ها2  شاخص  نو&7# ها2 بالغ  �فز�يش  معني ��& گيرند� &تينوئيك �سيد 7 سيناپتوفيزين 7  ــد. بر&س ــاهد�  ش نها مش جنيني  خاموR  بو�� �ند پس  �W تيما& بيا# ̀ 
نو&7فيلامنت پر7تئين –متوسط 7 گيرند� β- `�&نرژيك  &� �& طوW  bما#  تمايز �W7& W ( 4+4) تا (16+6+4) با �ستفا��  �W تيما& نشا#  ��� كه  �ين  �فز�يش  بيا#،  �& گر7هها2  

. (p<0/05  قل��لقاء شد�  با cAMP نسبت  به  �يگر گر7هها (RA 7 كنترb ) بيشتر بو��  �ست( حد
ــا#  ��� كه cAMP مى تو�ند به عنو�# يك  �لقاء كنند�  عصبي  �& بن   ــيمي  RT- PCR 7 نيمه  كمي  نش ــاهد�<  مو&فولوژيكي  7 نتايج  �يمونوسيتوش نتيجه گير> : مش

ياخته ها2  جنيني  �نساني  باشد. 

�يي.  W عصب ،cAMP،  #نسا���ژ7 ها� كليد�: بن  ياخته ها2  جنيني  

مقدمه

hESC ــا#  �نس ــي   جنين ــا2   ياخته ه ــن   ب
ــلولهايي  پرتو�#  هستند  (Human Embryonic Stem Cells ) ، س
ــلولي  ��خلى بلاستوسيست (Inner Cell Mass) منشاء  كه  �W تو��   س

�&ند [19،27].� )self –renewalيى (�Wنايى خو� نو�گرفته  7 تو

ــلولها با قد&<  تكثير بالا �& محيط `Wمايشگاهي،  قابليت  تمايز  �ين  س  
� هستند.پيشرفت ها2  �خير �& Wمينه  فنا7&2  سلولها2  &�� �به  �نو�r  سلولها&
ــن   �ي W�ــاWها2  عصبي  برگرفته   ــت  پيش س �س  ���ــا#  � بنيا�2  جنيني  نش
ــيا& بالايي  �& �&ما#  برخو&��& بو��  7 منبع  سلولي   سلولها �Wتو�#  بالقو�  بس
ــه  �& حاb حاضر  �يجا� كر�� �ند، به طو&2 ك �ــب  پيوند & ــد7�2  �& ط نامح
ــلولها2   ــتفا��  �W بن  ياخته ها2  جنيني  7 س 7�ني  �& Wمينه �س�مطالعا<  فر
ــد�   عصبي   ــا#  بيما&يها2  تحليل  &7ن نها �& �&م  ̀W�ــه   ــاW برگرفت پيش  س
 (ALS) Amyotrophic Latral Sclerosis 7  #همچو#  پا&كينسو
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.[13 R.& bمثا ���نجا�  مي باشد [بر  bحا &�
ــمت   ــا2  جنيني  به  س ــلولها2  بن  ياخته ه ــتا �& �بتد� س ــن  &�س �ي &�
ــن   �ي  2�ــوند. بر ــز ���� مي  ش ــي  تماي ــاW نو&7�پي تليال ــلولها2  پيش س س
 ، [3] (RA) ــيد ــو#  &تينوئيك  �س �لقاء كنند� ��  همچ ��ــو ــو&   �W م منظ
ــپو&ين   [25] 7 �ستو&س ، [17]bيو��ــتر ــكو&بيك[4] ،17ـ بتا�س ــيد `س �س
ــتفا��  شد� �ست  �س [30] Bone Morphogenic Protein(BMP)
ــا7<  �&تمايز بن  ياخته ها2   ــا&ها2  مولكولي  متف بش  ̀ 2W��ند ��كه  موجب  &
ــوند.  ــلولي  عصبي  مي ش ــا2  خاصي  �W جمعيت ها2  س ــي  به  گر7هه جنين
ــايتوكاين ها2  گوناگو#   ــيرهافاكتو&ها2  نر7تر7پيك  7 س �& طي  �ين  مس
، Glial -  Derived Neurotrohic Factor (GDNF) #ــو همچ

 &�  Nerve Growth Factor (NGF) 7 Neuroturin (NTN)
بقاء 7 تمايز سلولها2  عصبي  نقش  مهمي  &� با2W  مي كنند[11،21،6].

ــى   cAMP (cyclic Adenosine Mono Phosphate) يك
�يى �ست [10]. �ين  ما��  W ــنها�� �& مسير عصب �لقاءگرها� پيشW��يگر 
نزيم   ــيگناb  �هند�  7سيع  طيفي  �ست  كه  توسط̀  پيامبر ثانويه  7 مولكوb  س
ــط `نزيم  فسفو�2  �ستر�W متابوليز� مي شو�  `�نيلا<  سيكلاWساخته  7 توس
�W پر7تئين كيناWها 7 �&   2�ــش  �7ليه  �ين  ما��  فعاb  كر�#  مجموعه  [6]. نق
�ست  �فز�يش    ���نهايت  �لقاء بيا#  گر7هي  �W ژ# ها مي باشد. چنانچه  نشا#  �
  (PKA) AWشد#  پر7تئين  كينا  b7#  سلولي  موجب  فعا&� cAMP  سطح
#  شد�  7 �& نهايت  بافسفريلاسيو#  گر7هي   2  7�بسته  به ̀ Wبشا&ها2  كينا  ̀7
�يي  مي شوند W لقاءبيا# ژ# ها2  �&گير �& فر`يند عصب��W پر7تئينها موجب  

.[16]
�نوWين   ــل ̀  ــب  db-cAMP (�2 بوتيري ــه  �W �7 تركي ــن  مطالع �ي &�
ــت 7  �س cAMP  نالوگ ــاختا&2 ̀  ــو2 ) كه  �W لحا� س ــفا<  حلق مونوفس
 W� IBMX (3 ـ �يز7بوتيل  ـ 1ـ متيل  گز�نتين ) كه  مها&كنند�  فسفو�2 �ستر
ــطح  cAMP �&7#  سلولي  �ستفا��  شد . با توجه  به   �فز�يش  س  2��ست  بر
�يي  cAMP �& ساير سلولها،  �ين  مطالعه  به منطو& بر&سى W #7&پتانسيل  نو
�ثر �لقائي �ين  ما��  بر بن ياخته ها� جنينى �نسانى 7 �&Wيابى پر7فايل  بياني  

ژ# ها2  �&گير �& �ين  مسير �نجا� شد.

مو�� � ��شها

ــتفا��  �س H1 #ــا# &7يا ــن مطالعه �W بن ياخته ها2 جنيني �نس �ي &�
  �W7& 5/12 5/13- Rــتها2 جنين مو ــلولها بر فيبر7بلاس ــد[1]. �ين س ش
 (Sigma; M0503 10 μg/ml) ــين ــلاً با مايتومايس NMRI كه قب
ــت ــت 7 �& ظر7_ كش ــد� �س ــا# متوقف ش ــلولي ش ــيم س ــد تقس &7ن
ــد �&ص  0/1 ــن  ژلاتي ــا  ب ــد�  ش ــيد�  پوش  (  Falcon; 3037  )
 hESC كشت مي شوند. محيط hESC 7 محيط  (Sigma; G2500)

حا27 مو�� �يل مي باشد.
• Knockout Dulbecco’s modified Eagels medium 
(Gibco; 10829- 018), 2mM glutamine (Gibco; 25030- 
024), 1% nonessential amino acid (Gibco; 10439-

024), 
• 20% ES- Qualified fetal calf serum (Gibco; 11140 
- 035), 
• 0.1 mM β-mercaptoethanal (Sigma; M 7522), 
• Insulin transferrin- selenium (Gibco; 41400 - 045),
• Penicillin, 100 µg/ml, Streptomycin 100 unit/ml 
(Gibco; 15070-063) 

ــلولها تحت شر�يط نگهد�&2 5 �&صد CO2 7 &طوبت 95 �&صد 7  س
�ما2  37 �&جه سانتي گر�� 7�& شر�يط �تمسفر (�كسيژ# حد7� 20 �&صد) 
�& طي W7& 7 &شد 7 تكثير يافتند 7 با �ستفا�� �W ميكر7سكوپ فاW كنتر�ست 
معكو% Olympus ( CKX 41 ) مو&� بر&سي 7 �&Wيابي قر�& گرفتند.

�لقاء تمايز
 

به منظو& �لقاء تمايز �& �بتد� كلني ها2 بن ياخته ها2 جنيني �نساني 
&7يا# H1 با �ستفا�� �R7& W مكانيكي 7 ميكر7سكوپ �ستريوفاWكنتر�ست 
برW R�� شد 7 قطعا< 200 تا 500 ســــــلولي حاصل كه شامل نو�حى 
ــا# بو�ند به منظو& تشكيل  ــلولى تمايز نيافته بن ياخته ها� جنينى �نس س
#�ــبه جنيني �& محيط  hESC به صو&<  قطر�< `7يــــــز ــا� ش �جس

ــپس �جسا� شبه  ــدند. س ــت ش ( hanging drop ) به مد< �W7& 7 كش
 (Greiner; Germany - 628102 ) ــي ــر7_ باكترياي ــي به ظ جنين
ــو&< معلق  ــر�W7& 7� 2 �يگر بص ــط hESC  ب ــه 7 �& محي ــاb يافت �نتق
ــي �&  ــبه جنين ــا� ش �جس , W7& 7� ــت ــد �W گذش ــدند. بع ــت ���� ش كش
ــا به محيط ــدند 7 همه گر7هه ــيم ش ــي به 4 گر�7 تقس ــر7_ باكترياي ظ
 (Dulbecco modified Eagel ’s medium: Ham’s
ــد 7�ج (  Gibco; 21331-020  )  F-12) (DMEM/F12)
 L-glutamine (Gibco; 2503024) Insulin transferrin-  
ــت تيما&  ــد� 7 تح ــل ش ,selenium (Gibco; 41400 - 045) منتق
ــخص قر�& گرفتند. گر�7 ها� مو&� مطالعه  �& 4 گر�7 با غلظت ها� مش

:W�عبا&< بو�ند 
ــفا< مونوفس ــن  `�نوWي ــل  بوتيري  2� ــف)  �ل

ــل ـ1ـ  ــولا&) 7 3ـ �يز7بوتي Sigma; D0627) db- cAMP : 9-10 م
متيل گز�نتين ( IBMX ) (Sigma; 15879 : 4- 10× 5 مولا&)

�سيد &تينوئيك(RA) (Sigma; R- 2625 : 6-10 مولا&) (<
 IBMX ــولا&) 7   م  10-9  )  db-cAMP  7 ــولا&)  م  10-6  )  RA  (l

(4- 10× 5 مولا&)
�) كنترb ( بد7# تيما&) 

ــبه جنيني هر W7& 2 يكبا& همر�� با تعويض محيط به  ــا� ش تيما& �جس
�جسا� شبه جنيني تيما& شد� �&  ( 6 + 4 )W7& &� .مه يافت��� W7& 6 >مد
ــت 24  ــه گر�7 7 گر�7 كنترb به صو&< منفر� به �&7# ظر7_ كش هر س
 2�&�خانه (Tpp : Switzerland )  پوشيد� شد� با ژلاتين 0/1�&صد �

    Neurobasal medium (Gibco; 21103- 046) ــت محيط كش

#�بر&سي  تأثير �فز�يش  `�نوWين  مونوفسفا<  حلقو2  .... بها&7ند 7 همكا&
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ــر�  ــد 2 �&صد B27 (Gibco; 17504 - 044) 7 10 �&صد س 7�جــ
ــي گا27 (Gibco; 1027 106 ) ( fetal calf serum ) منتقل  جنين
7 هر W7& 4 يكبا& نيمي �W محيط تعويض گر�يد. �&Wيابي سلولها با �ستفا�� 

�W ميكر7سكوپ فاWكنتر�ست معكو% �نجا� گرفت.

�يمونوسيتوشيمي 

ــبه  جنيني  تيما& يافته  �& �&7#  ظر7_  ــت  �جسا�  ش W7&12 بعد �W كش
ــط پا&�فرمالدئيد 4 �&صد تثبيت  شدند 7  ــلولها2  مو&�نظر توس ــت  س كش
ــپس  با سر�  10 �&صد بز به  مد<  30 �قيقه  تيما& شد�  7 جهت  بر&سي   س

`نتي ژ# ها2  �ختصاصي  سلولها2 عصبي  �W `نتي با�يها2  
 Microtubule Associated Protein [2(a+b)] (MAP-2)
(1:200) (Sigma: M-1406) Neurofilament Protein-
 Heavy chain (NF-H) (1:50) (Sigma; N-0142),
 Synaptophysin (1:250)(Sigma; S-5768) β-Tubulin ΙΙΙ

�ستفا��  گر�يد. &�(Sigma; T-8660  ) (1:250) �& طي  4 با& تكر
ــه  �&  نتي با�يها2  �7لي ــا̀  ــيو#  ب ــاعت  تيما& 7 �نكوباس ــد �W يك  س بع
W�ــلولها �7با& با �ستفا��   ــباr س ــانتي گر�� 7 &طوبت �ش �ما2  37 �&جه  س

ــايي   ــد�  7 بر�2  شناس ــو ش ــد) PBS+Tween 20 شستش (0/05 �&ص
  anti mouse IgG  7 (Sigma; F-9006) ــه ثانوي ــا�2   `نتي ب  W�
ــاعت  �& �ما2  37�&جه   (FITC-Conjugated1:200) به  مد<  يكس

ــط (0/05 �&صد)  ــه  توس ــپس  نمون ــر�& گرفت  . س ــباr ق ــت   �ش 7 &طوب
ــلولها توسط ميكر7سكوپ  ــو شد� ، س  PBS/Tween 20 �&صد شستش
 &�ــى قر ــى 7�&Wياب ــو&� بر&س ــنت Nicon eclips TE 2004  م فلو&س
ــلولها  ــلولها� گلياb بعد �W تثبيت س ــگ `ميز� س ــت. �لبته بر�� &ن گرف
ــگاهى Wمايش ــبت 1:3 �W كيت̀  ــه نس ــتو# ب ــل/ �س ــتفا�� �W  متان ــا �س ب

  Glial fibrilary acidic protein (GFAP) Sigma:IMMH-6
�& 4 با& �ستفا�� شد. 

.ناليـز نيمـه  كمي  نسـخه  بـر���>  معكـو1  ـ ��كنـش  
(RT-PCR) <نجير��� پليمر���

ــي  �W تكنيك    �يW ــا#  ژ# ها2  �&گير �& عصب �&Wيابي  كمي  بي  2�ــر  ب
ــت  ژ# هايي  كه  �& �ين  مطالعه   ــد ليس ــتفا��  ش �س RT-PCR نيمه كمى
ــا<  تكثير  ــوb  قطع ــر��  پر�يمرها2  `نها، ط ــت به  هم ــتفا��  قر�& گرف �س
  b7ــا �& جد ــن  پر�يمره �ي ) annealing  ــتى( ــاW سرش ــد�  7 �ما2 ب ش
 7 (EBs)  ــبه  جنيني �جسا�  ش  RNA �ــت . �& �بتد ــد�  �س (1) خلاصه  ش
ــتفا��  �W كيت  ــلولها� تمايز يافته �& &W7ها2  (4+4 )7( 16+6+4) با �س س
ــد. بر�2  حذ_   ــتخر�l  ش �س Nucleospin RNAII (74055;mN)
ــا2   ــد�  �DNA W ژنوميك ، نمونه ه ــتخر�l  ش ــا2  �س ــيRNA ه `لو�گ

  DNase I(EN0521; ــم (  `نزي ــا  تيما&ب ــت   تح ــد�   ش   l�ــتخر �س
  R7& شد�  توسط  l�Fermentas قر�& گرفتند غلظت  RNAها2  �ستخر
�سپكتر7فتومتر2  تعيين  گر�يد. 2ميكر7گر�  �RNA W   با به  كا& بر�#  پر�يمر

جد�� 1- تو�لى پر�يمرها� ژنها� شاخص عصبى به همر�� طوb قطعهء تكثير شد� 7�ما� باW سرشتى
Gene Bank Codeقطعه �W�نا� ژ#تو�لي پر�يمر΄3-΄5�ما2 باWسرشتي�ند

BC -0655023658Forward: 5` GGT CAG TTC CGG GTG GTC A3`
Reverse: 5` GGT ACT TGT TCT GCA GGA AGA3`

Synaptophysin

AC-0904233260Forward: 5` CCA GCT TCC AGT CAG TGG TTA 3`
Reverse: 5` GGC AGT ACT GGC AGC GGT T 3`

RAR-α (Retinoic Acid Receptor-α)

XM -5432334358Forward: 5` GGC ACA AAG TGG GAA ATG G3`
Reverse: 5` CCT TCA TGG AAG CGG CCA A3`

NFM (Neuro filament Protein Medium chain) 

X-6596417258Forward: 5` CTC TGA CCT GTC AGA AGA AT3`
Reverse: 5` CCC ACT TTC TTC CTC ATCTG3`

Nestin

NM-1723325360Forward: 5` GGC TTC AGG TTA TAG TCA AG 3`
Reverse: 5` AGG AGG CAG TTT GGT CCT TA 3`

OTX2

NM-00160425560Forward: 5` CAG CTC GGT GGT GTC TTT G 3`
Reverse: 5` AGT CGC TAC TCT CGG TTT A 3`

Pax 6

NM-0054323362Forward: 5` CCT CCA CGA ACC TGC TTA CA3`
Reverse: 5` TCG GGT GAC GAT CTT GCC GAA 3`

Wnt1

NM-00431618460Forward: 5` CCA ACT ACT CCA ACG ACT 3`
Reverse: 5` TGC GAT CAC CCT GCT TCC AA3`

Hash-1
(Human achaete-scute complex homologue)

NM-0068427764Forward: 5` CTG CCT CCC GCC AGC GAA A 3`
Reverse: 5` GTC CAC AGC TCG CAG AAG AA3`

Beta adrenergic 1 Receptor (β - 1AR)

BC -03075728960Forward: 5` AGG CAG ATA TCA GTG GCT ATA 3`
Reverse: 5` AGC CAC GAG CAG CAT GAA GA3`

AchR (Acetyl Cholin Receptor)

NM-00084218767Forward:5`CTT GCT GCA GAA GTG GGT GGA GGA A3`
Reverse: 5` CTG CAG TGT GGG TTT CGG GCA 3`

Oct    - 4

NM-0027120062Forward: 5` CGC ACC ACT GGC ATT GTC AT 3`
Reverse: TTC TCC TTG ATG ATG TCA CGC AC3`

β-actin

جلد 10، شما&� 1، بها& 1385 فيزيولوژ� 7 فا&ماكولوژ�
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  Revert AdiTM First Strand  ــت Random Hexamer  7 كي
ــتو& �لعمل   cDNA Synthesis (K1622; Fermentas) مطابق  �س
ــپس  &27   ــد. س ــه  Complementary DNA (cDNA) تبديل  ش ب
ــو& �نجا�  ــو&<  گرفت . به  منظ ــا2  توليد2  7�كنش  PCR ص cDNAه

 PCR مو�&� Wير �& يك  لوله  PCR مخلو� شدند:
،2/5μl 10 X PCR buffer ،2μl  DNA (50ng/μl)
 W�  0/5  μl dNTP Mix (10Mm)  ،0/75  μl MgCl2

(TAX 109 G ــيناژ#،  (س   ،1  μl  (10  μM) ــر  پر�يم ــر  هــــــ
ــتفا��  �W `>  �7با&  ــا �س ــت  ب μl SmarTaq (5Unit/ μl ) 0/5 �& نهاي
ــتگا� �خل �س� &� PCR ــد ــاند�  ش ــر فاقد يو#  به  حجم  μl 25 &س تقطي

 Master cycler gradiant machine (Eppendrof, Germany) 
�نجا�  شد. شر�يط PCR به صو&<  Wير بو�:

ــه   �&ج  93 ــه ،  �قيق  5 ــه :  �7لي   (denaturation)ــتگي 1) 7�سرش
��سانتي گر

��2) 7�سرشتگي  هر سيكل : 45 ثانيه ، 93 �&جه  سانتي گر
3) �ما2 باW سرشتى  هر سيكل : 45 ثانيه  �& �ما2  باW سرشتى مربو� 

به  هر جفت  پر�يمر كه  �& جدb7 1 �كر شد� �ست .
ــه ، 72 �&جه   ــيكل : 45 ثاني ــد#  (extension) هر س ــل  ش 4) طوي

��سانتي گر
  ��5) طويل  شد#  نهايي : 10 �قيقه  72 �&جه سانتي گر

ــه   ــتثناβ-actin  2 كه  ب ــه  �س ــر�2  تما�  ژ# ها ب ــيكل ها ب ــد�� س تع
ــيكل  بو� كه  تماما” �& ناحيه   ــتفا�� شد 30 س �خلي  �س� �&�ــتاند �س  #�عنو
 β -actin  2يمرها�ــتفا��  �W پر ــي  PCR هر ژ#  بو� PCR با �س لگا&يتم
ــد.  �نجا�  ش ( β -actin  #2  ژ�ــيكل  (ناحيه  لگا&يتمي  PCR بر �& 20 س
سپس  محصولا<  PCR &27  ژb  `گا&W 1/5 �&صد�لكتر7فو&W شدند. ژلها 
ــد�  7 توسط �ستگا�   ــط �تيديو�  بر7مايد (μg/ml 10 ) &نگ̀ ميز2  ش توس
  2&�ــبر� �W `#  عــــكس UV transeluminator (UVIdoc, UK)
 UVI bandmap  مد� ، توسط برنامه صو&<  گــــرفت . تصا7ير به  �ست ̀ 
  2�ــدند. نتايج  كمي  RT-PCR بر (UVItec, Cambridge) `ناليز ش
هر ژ#  حاصل نسبت  سيگناb  به  �ست  `مد�  �W `#  ژ#  به  سيگناb  به  �ست  
ــد�  �W ژ#  β-actin بو�. `Wمايش  نيمه  كمي  RT-PCR بر�2  هر گر�7   `م

چها& با& تكر�& شد.

��B  .ما�>

  Parallel experimental design  >&ــو ــه  ص ــه  حاضر ب مطالع
ــا#  به صو&<  تصا�في  به  چها&  طر�حي  7 �& `#  بن  ياخته ها2  جنيني  �نس
ــيم  7 مو&� مطالعه   ــرcAMP+RA 7 RA, cAMP ,b تقس گر�7  كنت
 ��ــت . �& پايا#  &W7ها2  (4+6+4) 7 (8+6+4) 7 ( 12+6+4) تعد قر�& گرف
�جسا�  شبه  جنيني  كه  به  سمت  عصب  تمايز يافته  7 7�جد بيش �W �� �&صد 
�� مو&فولوژ� عصبى بو�ند �&هر گر�7  جــــد�گانه  &�ــلولى � �W تر�كم س
ــمـا&R  شد� 7 نسبت به تعد�� كل �جسا� شبه جنيني �& هما# گر�7 7  ش

به شكل �&صد گز�&R شد. `Wمايش  چها& با& تكر�& شد�  7 �& نهايت  نتايج  
 &��&Wيابي  معني �  2�ــد. بر به  صو&<(  �نحر�_  معيا& ± ميانگين)  گز�&R  ش
ــت   �يي  بين  گر7هها �& &W7ها2  مو&� مطالعه  �W تسW  ختلا_  عصب�بو�#  
ــتفا��  شد �& مو&� نتايج   �س GLM(Gernal Linear Model)  2&ما`
  GLM 2&تست  `ما W�ــت  `مد�  �W `ناليز نيمه  كمي  RT-PCR نيز  به  �س
ــلا_ بيا#  يك  ژ#  �& گر7هها W7& 7ها2   �&Wيابي  معني ��& بو�#  �خت  2�ــر ب

مو&� مطالعه  �ستفا��  شد.

نتايج 

مشاهد�#  مو�فولوژيك 
ــي  �&  �يW ــو� �&صد عصب ــاهد�  مي ش ــكل  1 مش همانطو& كه  �& ش
ــت  تيما& �& ( 4+6+12)  ــاني ، &7يا#  H1 كه  تح بن ياخته ها2  جنيني  �نس
&W7 پس  �W تيما& 7 كشت با مشاهد�  مستقيم  توسط ميكر7سكوپ  معكو%  
ــا& هيچ گونه   ــا گر�7  كنترb  (گر7هي  كه  تحت  تيم ــن  7 با يكديگر 7 ب تعيي
ــاندهند�  تمايز خو�به خو�2  بن ياخته ها2   ــت  7 نش �لقاءكنند� �2  نبو��  �س
جنيني  �نسا#  به  سمت  عصب  مي باشد) مقايسه  شد. �& �ينجا معيا&  تمايزبه  
ــمت  عصب  �& بن ياخته ها2  جنيني  �نساني  7جو� �ستطاله ها2  `كسوني   س
�� بيش �W 10% عصب &�ــا� � ــلولها بو� EB 7ه ــا �& �ين  س 7 �ند&يت ه
 ��&�ــا� سلولى � ــد . �&صد �جس به عنو�#EB عصب ��& �& نظر گرفته ش
 rين موضو�سلوb عصبى �& گرcAMP �7 بيش �W گر7هها� �يگر بو� 7
ــه حد7� 50-40%  ــد(حد�قلP< 0.05 ) بطو&يك ــت Wما# حفظ ش باگذش
�� سلولها� عصبى بو�ند &�� cAMP جسا� سلولى �& گر�7 تيما& شد� با�
ــا�  �جس RA+ cAMP r7 يا مجمو RA &ــن �& حالى بو� كه با تيما �ي
ــبت به گر�7 كنترb تفا7تى  ــلولى تمايز چند�نى به عصب ند�شتند 7 نس س

نمى كر�ند (شكل 1).

تجلى ژنها� عصبى �� سلولها� تمايزيافته
ــاختا&ها2  عصبي   ــي  �ينكه  �ين  ساختا&ها2  �لقاء شد� ، س بر�2  بر&س
ــد�  �& Wيرميكر7سكوپ  فاW كنتر�ست  مي باشند 7 �ستطاله ها2  مشاهد�  ش
نتي با�يها2    ̀W�معكو%  هما#  �كسونها2  سلولها2  عصبي  �ست با �ستفا��  

�يى �& �جسا� شبه جنينى �& &W7ها� (4+6+4) 7 (4+6+8) W #7&شكل 1- مقايسه �&صد نو
*: p<0.01 , **: p<0.05 b7(12+6+4) �& گر7هها� تحت تيما& 7كنتر

0

10

20

30

40

50

60

70

4+6+4 4+6+8 4+6+12

Differentiation Time (d) 

 E
m

br
yo

id
 b

od
ie

s 
w

ith
ne

ur
og

en
es

is
(%

)

Control RA cAMP cAMP+RA

 **  *

 *

  *

 **

 **
  ** *  *

#�بر&سي  تأثير �فز�يش  `�نوWين  مونوفسفا<  حلقو2  .... بها&7ند 7 همكا&



15

�ختصاصي  سلولها2  عصبي   �يمونوسيتوشيمي  �نجا�  شد. سلولها2  �لقاء شد�  
نتي با�يها2  �ختصاصي  عصبي  بر عليه سيناپتوفيزين،نو&7فيلامنت  نسبت  به ̀ 

، III  -پر7تئين –سنگين، بتا توبولين
ــا# �هند�  تشكيل  سلولها2    MAP-2, GFAP  7 مثبت  بو��  7 نش
ــاخص ها2 بالغ عصبي �& سلولها2 تمايز يافته مي  عصبي  بالغ  7 بيا# ش

باشد(شكل  2).
ــاهد�  مي شو� به   ــكل ها� (>،�لف-4) 7 3 مش  همانطو&2 كه  �& ش
�ئي ، 7�كنش  W ــر عصب منظو& �&Wيابي  پر7فايل  بياني  ژنها2  �&گير �& ميس
نيمه  كمي  W7& &� RT-PCRهاRNA 27& (4+6+16) 7 ( 4+4 )  2 ها2  
  cAMP+RA, RA, ــيله ــلولها2  تيما&شد�  به  7س ــتخر�l  شد�  �W س �س
ــد. ژنها2  ــبه  جنيني  �نجا�  ش ــا�  ش ــرb  7 همچنين  �جس  cAMP 7 كنت
سيناپتوفيزين  ,Hash1  , گيرند�  بتا `�&نرژيك  7 گيرند�  �ستيل  كولين  كه  
�& گر�7  �جسا�  شبه  جنيني  خاموR  بو�� �ند پس  �Wتيما&، �& گر7هها2  �لقاء 

شد�  بيا#  شدند (شكل3).
ــاخص ها2   ــي  نيمه كمي  بيا#  ژ#  PAX6 به عنو�#  يكي  �W ش �&Wياب
 W7& &� �ــن  ژ#  & �يي ، بيا#  بالا2  �يW #7&ــاء نو ــي مر�حل  �7ليه �لق ــي ژن `نت

��ــا#  � ــبت به  گر�7  كنترb  نش ــد�  نس (4+4) �& تما�  گر7هها2  تيما& ش
 2&�ــي � ــش  معن ــا كاه ــن  ژ#  �& &W7( 16+6+4) ب ــا#  �ي (p <0.05). بي

 (p <0.01) �& تما�  گر7هها مو�جه  شد.
ــه  ترتيب  كاهش  �& بيا#   ــاcAMP+RA 7 cAMP  2 ب �& گر7هه
ژ#  OTX2 كه �W جمله �يگر شاخص ها2 `نتي ژني مر�حل �7ليه نو&#7 
ــت �& &W7 (16+6+4) نسبت  به  &W7 (4+4) مشاهد�   �يي شناخته شد� �سW
ــاWها�   ــاخصها� پيش س ــد. �& مو&� بيا#  ژ#  Nestin 7 Wnt 1 (ش  ش
ــد. بر&سي  نيمه كمّي   ــاهد�  نش عصبي ) تغيير معني ��&2 �& طوW  bما#  مش

ــكوپ  ــه ها� جنينى . (A) ميكر7س ــز يافته �W بن ياخت ــلولها� عصبى تماي شـكل 2 - س
ــتفا�� �W `نتى با�� عليه GFAP  (B)، (C)  بتا-  ــيمى با �س ــت ،7 �يمونوسيتوش فاW كنتر�س
ــن – Wنجير�  ــت پر7تئي ــيناپتوفيزين, MAP-2  (E) ,(F) نو&7فيلامن ــنIII، (D) س توبولي

سنگين.

�ئىW نيمه كمى ژنها� �& �& عصب RT-PCR شكل 3- نتايج
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 7(A) 4+4 ها�W7& &� ئى�W ــى نيمه كمى  بيا#  ژنها� �& گير �& عصب شـكل 4- بر&س
مد�  مد� �W بيا# هر يك ژنها� فوM نسبت به سيگناb بدست̀  4+6+16 (B) سيگناb بدست̀ 
ــنجيد� شد� �ست .نمو��&ها حاصل چهاW با& تكر�& بو�� 7 به صو&<  �W بيا# ژ#  β-actin س

 (*p<0.05 ) ,(**p<0.01) .ست�ميانگين ± �نحر�_ نشا# ���� شد� 

ــيد &تينوئيك 7 �فز�يش سطح  ــم مولكولى �لقاء نو&7نز�يى تحت تاثير �س شـكل 5- مكانيس
 .[25 ] PKA 7 ERK/1-2 طى مسير &� CREB #سطه فسفو&يله شد�cAMP  به 7

با كمى تغيير (كا�& نقطه چين )

A

B

جلد 10، شما&� 1، بها& 1385 فيزيولوژ� 7 فا&ماكولوژ�

Dear-User
Text Box
   OTX2               Hash1             PAX6          RAR-alpha   Synaptophysin     NFM           Beta-1 AR           AChR

Dear-User
Text Box
   OTX2        Hash1        PAX6        RAR-alpha  Synaptophysin  NFM     Beta-1 AR     AChR
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��& بيا# ژنها� & 2&�ــي � ــاخص  نو&7نها2  بالغ �فز�يش  معن بيا#  ژنها2  ش
ــد�β `�&نرژيك   ــط 7گيرن ــيناپتوفيزين، نو&7فيلامنت پر7تئين –متوس س
ــا#   ــتفا��  �W تيما& نش ــز �W( 4+4 )تا( 16+6+4) با �س ــوW  bما#  تماي �&ط
ــبت  به   ــد�  با cAMP نس ��، كه �ين  �فز�يش  بيا#  �& گر7هها2  �لقاء ش�
ــت . پر7فايل  بياني  ژ#  گيرند�  �ستيل  كولين   ــتر بو��  �س �يگر گر7هها بيش
ــد�  با  ــا#  ��� كه  �ين  ژ#  �& گر7هها2  تيما& ش �& گر7هها2  مختلف  نش
cAMP[7 (cAMP+RA) (cAMP)] نسبت  به  �يگر گر7هها �& هر 
�ست . همچنين گر�7  &��W بيا#  بالاتر2  برخو&� ( 4+4) 7( 4+6+16) W7&7�
�فز�يش چشمگير سطح mRNA  گيرند� α &تينوئيك �سيد  RA �&تيما
�مه �فز�يش Wما# كشت �& همين گر�7  نسبت به �� &� 7 ( 4+4) W7& &� �&

ساير گر�7 ها نشا# ��� (شكلA,B– 4،شكل 3).

بحث 

�لقاء كنند� به سلولها� عصبى  ��بن ياخته ها� جنينى تحت تاثير مو
�ند��W مكانسيم ها� بيوشيميايى  ��ــبب  & تمايزپيد� مى كنند.�ين مو�� س
�يى �& طى �7 مرحله W ــژ� عصب ــا&ها� مولكولى �لقاءگر ژنها� 7ي 7 `بش
ــلولها مى شو�  ــخ فو&� 7تاخير� 7 برW7 مو&فولوژ� عصبى �& �ين س پاس

. [ 24،9 ] 
�يي  cAMP بر بن ياخته ها2  W #7&ين  مطالعه  به بر&سي  فعاليت  نو�&�
ــت  كه  تنظيم   �س  ���ــا#  � ــد. مطالعا<  قبلي نش ــاني  پر��خته ش جنيني  �نس

فعاليت  cAMP �&7#  سلولي  �& &7ند عمومي  تمايز عصبي  همچو#  
 Neuronal synaptic plasticity, Neuronal
 W� Transmission, Axonal projection, Axonal guidance

�ست [ 15،18،8]. &��هميت  بسز�ئى برخو&�
ــلولى  مختلف   ــت كه   cAMP بر �7�مانها2  س ــد� �س ــا#  ���� ش نش
ــد.  ــاb  مي كن ــي  �عم �يW #7&ــت  نو ــو#  &� �& جه ــي  گوناگ �لقائ  >�ــر �ث
 cAMP ــا  ب  (SH-SY5Y) ــتوما2   سلولي نو&7بلاس ــا#   �7�م ــاء  �لق
ــي  نو&7# ها2 ــتر صفا<  �ختصاص ــي  &� بوجو� مي̀ 7&� كه  بيش نو&7# هاي
ــا#  مي كند. �& حالي  كه   � بي& )Central Nervous System( CNS 
ــلولي  PC12 (فئوكر7موسايتوما�  نشا#  ����  شد� بو� كه  �لقاء�7�ما# س
ــا<  ــا خصوصي ــي  ب نو&7# هاي ــد  تولي ــه   ب ــر  منج  cAMP ــا  ب  (>&

PNS(Peripheral Nervous System) مي شو�[22,21].
�نسا#  با cAMP منجر   #��W طرفى �لقاء سلولها2  �ستر7ما2  مغز �ستخو
به  ظهو& مو&فولوژ2  شبه  نو&7ني  (Neuron Like Cells) كاهش  تكثير 
ــطح  بيا#  بعضي  �W ما&كرها2 �7ليه  عصبي  همچو#  ــلولي  7 �فز�يش  س س
ــر��   Viementin 7 (Neuron Specific Enolose) (NSE) مي گ
ــط  ــه  بلوz  عصبي  مثل  نو&7فيلامنت پر7تئين –متوس بيا#  ژ# ها2  مرحل
� مشاهد�  & )Myelin Basic Protein( MBP, GFAP, MAP-2, 

نشد� �ست[23]. 
ــد  تيما&  cAMP بر بن ياخته ها� جنينى  �ين  مطالعه  مشاهد� ش &�
ــاختا&ها� عصبى �& 50 �&صد�جسا� شبه جنينى  ــانى موجب �لقاء  س �نس

 7 RA  2&ــا ــبت  به  گر7هها2  تيم ــو�. �ين  ميز�#  نس ــت تيما& مى ش تح
 RA &تيما ��cAMP+RA 7 كنترb  بيشتر بو�.همچنين  نتايج نشا#  �
ــم ها�  �ند��W مكانيس ���يى 7 &W ــاء عصب ــه منظو& �لق ــى W7& 6 ب �& ط

مولكولى 7�بسته به `# �& بن ياخته ها� جنينى �نسا# كافى نمى باشد.
نتايج  �يمونوسيتوشيمي  ، شاخصها2  بالغ  عصبي  همچو#  سيناپتوفيزين  

، III  -نجير� سنگين، بتا توبولينW– نو&7فيلامنت پر7تئين
  zــانگر بلو ــا& 7 كنترb ، نش ــا2  تيم GFAP 7 MAP-2 �& گر7هه
سلولها2  عصبي  توليد�  شد�  مي باشد . �لقاء 7 بيا#  ژ# ها2  بالغ  عصبي  �& 
گر7هها2 كنترb  بدليل پرتو�نى بن ياخته ها� جنينى قابل  پيش بيني  بو�. 
ــا# �هند� 7جو� �ين  ــاخص `ستر7سيتى) نش 7جو� `نتي ژ# GFAP ( ش

�سته �W سلولها2 گلياb �& بين سلولها2 تمايز يافته �ست. 
كم  شد#  معني ��& بيا#  ژ#  ها� OTX2 7 PAX6 (  ژ# ها2  مر�حل  
�يي  W  ــت  `بشا& مولكولي  منتهي  به  عصب �7ليه  تمايز عصبي  كه �&بالا �س
 &� cAMP+RA 7 cAMP 7 RA ند) �& گر7هها2  تيما& شد�  با&�� &�قر
ــت  كه  �فز�يش  Wما#  كشت  باعث   ــت  بيانگر �ين  مطلب  �س طي  Wما#  كش
 7  l&7ليه  خا�شد�  �ست  كه  �&صد بيشتر2  �W سلولها �W حالت  نو&7�كتو�&�  

به  سمت  سلولها2  بالغ  عصبي  بر7ند.
 7 Nestin  بيا#  ژ# ها�&� &��&حالي كه   عد� 7جو� �ختلا_  معني �
Wnt-1  كه �W جمله �يگر ژ# ها2  مر�حل  �7ليه  تمايز عصبي  هستند ، �& 
ــد�  با cAMP+RA 7 cAMP 7 RA �& طي  Wما#   گر7هها2  تيما& ش
ــر�يط كشت بكا& گرفته  ــا# ���  كه گر7هها� تيما&� فوM 7ش كشت  نش
ــت 7 چنانچه  ــب نبو�� �س ــاW عصبى مناس �لقاء همه ژنها� پيش س ��،بر
شر�يط بطو&� تغيير ���� شو� كه بيا# �ين گر�7 �W ژنها� پيش ساW ها� 

�يى نيز�فز�يش يابد.W لقاء عصب� ��Wگير�، با &�عصبى نيز تحت تاثير قر
 W�ــغ   ــا2  بال ــاخص  نو&7# ه ــا2  ش ــي  بيا#  ژ# ه ــي  نيمه كم بر&س
�&نرژيك    ̀β -قبيل سيناپتوفيزين ,نو&7فيلامنت پر7تئين –متوسط 7 گيرند�
ــت  نشا#  �هند�    �فز�يش  معني ��&2  بيا#  �ين  ژ# ها �&  �& طوW  bما# كش
ــد�  با cAMP تقريبا  ــت . �ين  �فز�يش �& گر7هها2  �لقاء ش طوW  bما#  �س
ــا �& گر�7  كنترb  (تمايز خو�به خو�2)  7  �7بر�بر �فز�يش  بيا# همين  ژ# ه
  cAMP &نجا� تيما�ــت .همچنين نتايج نشا# مى �هد  تيما& RA بو��  �س
  RA &ستيل كولين نسبت به تيما�بر�� توليد سلولها� عصبى حسا% به 
ــمگير  ــد.�فز�يش  چش ــب تر� برخو&��& مى باش �W باW�� مناس ، bــر 7 كنت
 CRE  ــد� ــا#  �ين  ژ# ها مي تو�ند به  �ليل  7جو� تو�لي ها2  محافظت  ش بي
ــو& �ين  ژ# ها  ــت  پر7موت (cAMP Response Element) �& فر��س
 Wپر7تئين كينا �ــد ــي  �بت ــير مولكول �ند�ختن  �ين  مس ��&  2�ــد[ 24]. بر باش
  bــد�  7 فعا ــلولي  متصل  ش A (PKA)  به  مولكولهاcAMP  2 �&7#  س
نزيم  فعاb شد�  به  طو&مستقيم  باعث  فسفريله  شد#   ــپس  �ين ̀  مي گر��. س
 (cAMP Response Element Binding) CREB  2پر7تئين ها
ــفريله   ــن  CREB فس ــو�. �ي ــد�  به  ناحيه  CRE ژ# ها مي ش متصل  ش
ــد�   ــد�  به  پر7تئين  CBP (cAMP Binding Protein) متصل ش ش
ــه  ناحيه   ــخه بر��&2  متصل  ب ــن  كمپلكس  مي تو�ند به  فاكتو&ها2  نس �ي 7
ــو� 7 باعث  فعاb  شد# نسخه بر��&2 گر��[16]. بنابر�ين   TATA متصل  ش

#�بر&سي  تأثير �فز�يش  `�نوWين  مونوفسفا<  حلقو2  .... بها&7ند 7 همكا&
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ــيناپتوفيزين 7 گيرند�  ــاNF-M   2 ,س ــت  ژ# ه 7جو� CRE �& فر��س
β ـ `�&نرژيك  7تيما& بن ياخته ها2  جنيني  توسط cAMP باعث  �فز�يش  

�ين  ژ# ها گر�يد� �ست.  2&��7بر�بر2  نسخه بر�
ــتقيم   ــو& مس ــه  ط ــد ب ــه  RA مي تو�ن ــت ك ــد� �س ــا#  ����  ش نش
ERK1/2 ــد�  پيچي   bــيگنا س   bــا �نتق ــير  مس ــك   ي ــي   ط  7

ــه   ك  (Extracellular Signal Regulated Kinase 1/2) 
ــت  موجب   ــد�  �س ــناخته  نش ــركت  كنند�  �& `#  به  خوبي ش تما�  �جز�ء ش
فسفريلاسيو#  CREB  شو� (شكل 5) [25]. 7لي  نتايج  ما �& مو&� بيا#  
ژ# ها2  بالغ  عصبي  NF-M سيناپتوفيزين 7 گيرند� βـ `�&نرژيك  نشا#  
ــا& RA نصف  بيا#   ــلولها2  تحت  تيم ــه  ميز�#  بيا#  �ين  ژ# ها �& س �� ك�
�ست . �ين   RA+cAMP 7 cAMP ين  ژ# ها �& سلولها2  تيما& شد�  با�
� مي تو�# به �ليل شر�يط متفا7< كشت 7يا مناسب نبو�# مد< &  rموضو
ــيرها�  �ند��W مس ��ــا# تيما& RA  بر بن ياخته ها جنينى  به منظو& & Wم
�يى ��نست W لقاء عصب� &� PKA 7يا (ERK1/2) سيگنالينگ  مولكولى

.[14،2،29،23]
ــاخص   ــي  Oct-4 7 ( به  عنو�#  ش ــه  7 بالغ  عصب ــا#  ژ# ها2  �7لي بي
ــلولها2  تمايز نيافته ) �& تما�  گر7هها2  تحت  تيما& 7كنترW7& &�  bها2   س
مو&� مطالعه  نشا#  �هند�  هتر7ژنيسيته  (ناهمگني ) جمعيت  سلولي  مي باشد 
ــز نيافته  تا  ــلولها2  تماي ــد كه  �& �ين جمعيت   طيفي  �W س ــا#  مي �ه 7 نش
ــه �cAMP W به   ــن مطالعه  ك �ي &� .�&�ــو� � ــغ  عصبي  7ج ــلولها2  بال س
ــد �ثر  �يي  �ستفا��  شW لقاء عصب�ــير  ــتقيم  بر�2  فعاb  كر�#  مس طو& مس
سينرژيسمي  7 �فز�يشي  بين  RA 7 cAMP مشاهد�  نشد. مطالعا< قبلى 
ــت كه بكا&گير�  RA 7 NGF به منظو& �لقاء عصب   �س ���ــا# � نيز  نش
�لقاء  7 CREB #يش فسفريلاسيو��يي  بر سلولها�  PC12 موجب  �فزW

�يى نشد� 7�ثر سينرژيسمي  ند�&ند [5].W #7&نو #�ميز
�لقاء بن ياخته ها�  &� RA 7 ستو&7سپو&ين�ــى تاثير  همچنين بر&س
نتاگونيستى ��شته  ــبت به يكديگر �ثر̀  �ين �7 نس ��ــى نشا# � جنينى موش
 ��ــو# NGF همر ــير MAP كيناW همچ ــى مس ــپو&ين �& ط �ستو&7س 7
ــو�   �يى مى شW لقاء عصب�ــا(PKC) C W موجب  ــا& پر7تئين كين ــا مه ب
ــيرها2   ــتر}  مس ــا توجه  به  �ينكه  پر7تئين  CREB مولكوb  مش [25] ب
ــه مسير  ــيگنالينگ مختلفRA 7 NGF  7 PKA بو��  7 �&طى هر س س
�يى مي گر��. بنابر�ين  W لقاء عصب�ــد# �ين پر7تئين  منجر به  فسفريله  ش
�لقاء تمايز  7 CREB  #فسفريلاسيو  bــم  �قيق  �& كنتر بايد يك  مكانيس
�ينگونه  به  نظر  �ــد#  هر سه مسير، �خيل  باشد. لذ عصبي  �& Wما#  فعاb  ش
ــد Wماني  كه مولكولهاCREB  2 توسط يك  مسير فعاb  مي شوند،  مي &س
فسفريلاسيو#  توسط مسير �يگر &� مها& مي كنند. بنابر�ين ، �ين  نظريه  كه  
ــم باW خو&�� منفي  �ست  ــد#  CREB تحت  كنترb  يك  مكانيس فعاb  ش

� تقويت مي كند.&
ــو�#  به  عنو�#  يك   ــه  به  �ين  مطالعه  �W مولكوcAMP  b مي ت با توج
ــه  منظو& مطالعه   �يي  �& بن  ياخته ها2  جنيني بW  ــاء كنند�  عصب عامل  �لق
مسيرها2  مولكولي  �&گير �& تكامل  سيستم  عصبي  7 مقاصد كلينيكي  �& 

طب  پيوند بهر�  جست .

تشكر � قد���نى

 W� �ــى خو� & ــپا% 7قد& ��ن ــندگا# مقاله مر�تب س ــيله نويس بدينوس
�&r مهرجر��، �كر� W ــس ــم ها عا�له طائى، نرگ ــكا&� صميمانه خان هم
�نجا� �ين مطالعه يا&�  &� �ــتانى  كه ما & تيمو&� 7 `قا� �حمد &ضا باغس
ــكد� &7يا# �نجا�  ــد مبذb7 مى ��&ند. �ين مطالعه با حمايت پژ7هش نمو�ن

شد. 
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