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چکیده
بزرگسـالی   در نقـش اساسـی دارنـد و همچنـین     در تکامل سیستم عصبی جنینـی عصبی  بنیاديسلولهاي  :زمینه و هدف

. باشـد  تـأثیر گـذار   ،عملکردهایی مانند یادگیري، حافظه و پاسخ به آسیب در می تواند این سلولها توانایی خود تجدیدي
تاییـد  از ایـن مطالعـه جداسـازي،    هدف  .در مراحل مختلف تکاملی وجود دارند CNSر نواحی مختلفی از د این سلولها

   .زه رت بودرو 15بنیادي بودن و القاي تمایز سلولهاي جداسازي شده از کورتکس جنین 
عـد از  ب .انجـام شـد  ) سـر  6(روزه رت  15 يهـا  نیقشر مغـز جن ـ  يو رو یمطالعه حاضر به صورت تجرب :بررسیروش 

به آزمایشـگاه منتقـل و تحـت بیهوشـی و رعایـت شـرایط        اتروز از زمان تشکیل پلاك در رت ماده، حیوان 15گذشت 
کورتکس فرونتال جنینها جـدا و   قسمتلایه هاي مننژ کنار زده شد و  ،کوپبا هدایت استرئوس HBSSدر بافر  ،استریل

و bFGF که حاوي فاکتورهاي رشد  DMEM-F12کشت در محیط بعد از طی مراحل جداسازي از بافتهاي اضافی، 
EGF  و مکملB27 جهـت حفـظ حالـت تکثیـري و جلـوگیري از تمـایز        ،محیط کشت سـلولها  .بود کشت داده شدند

عـاري از فاکتورهـاي رشـد    ) N2و مکمل  DFN )DMEM-F12از محیط  جهت القاي تمایز. گردید روزانه تعویض
    .استفاده شد ایمونوسیتوشیمی به انواع سلولهاي عصبی از تکنیک تمایزو  ودنتأیید بنیادي بجهت . استفاده گردید

و قابلیـت  ) nestinبیـان مـارکر   (بررسیهاي ایمونوسیتوشیمی نشان دادند که این سلولها بنیـادي عصـبی هسـتند    : یافته ها
بیـان مـارکر   (آستروسـیت   و) OSPبیـان مـارکر   (الیگودندروسـیت   ،)Beta tubulin IIIبیـان مـارکر   (تمایز به نورون 

GFAP (را دارند .  
ایـن  جـه بـه اینکـه    بـا تو و ی جنینی است ببنیادي عص این روش ابزاري مناسب جهت جداسازي سلولهاي: نتیجه گیري

مـدلهاي   درپیونـد  و  CNSتکامـل   ینـد آفربـر   تـأثیر عوامـل مختلـف   جهت بررسـی   منشأ جنینی دارند، می توانندسلولها 
  . باشندمفید ژنراتیو مختلف ضایعات نورود

   رتجنین ، جداسازيسلولهاي بنیادي عصبی، : کلید واژه ها
  14/8/90:پذیرش مقاله     26/7/90: اصلاحیه نهایی     15/6/90:وصول مقاله  
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  مقدمه
دیر باز بـه عنـوان یـک ارگـان       ازمغز پستانداران          

به  .با قدرت ترمیمی خیلی کم در نظر گرفته  شده است
 سـتم یکه رامون کاخال در اوایـل قـرن بیسـتم، س    يطور

ــد يمرکــز یعصــب ــد مــیگونــه توصــیف   نیرا  ب : کن
بـه پایــان   یعصـب  سـتم یهنگـامی کـه رشـد و تکامـل س    «

بـه طـور برگشـت     يرسید، چشمه هاي رشـد و بازسـاز  
از مـدتها   گـر یبـه عبـارت د  . »شوند ناپذیري خشک می

مرکـزي   پیش تصور بر این بـود کـه در سیسـتم عصـبی    
امــا اخیــراً شــواهد  ).1( ســلولهاي بنیــادي وجــود نــدارد

قدیمی را نقض کـرده و   هشده که آن عقید هئزیادي ارا
هـم   يمرکـز  یعصـب  سـتم یهسـتند کـه در س   نی ـا انگریب

منحصـر بـه فـرد     یژگ ـیسلولهایی وجود دارند که دو و
بـه   زیخود بازسازي و تما ییتوانا یعنی يادیبن يسلولها
  ).2و3( سازنده بدن را دارا هستندمختلف  يسلولها

 ســلولهاي بنیــادي عصــبیمطالعــات نشــان داده انــد کــه 
)NSCs1  (ــل س ــتمیدر تکام ــب س ــیجن یعص ــش  ین نق

خـود   ییتوانـا  ی،در بزرگسـال  نیدارند و همچن ـ یاساس
ماننـد   ییتوانـد در عملکردهـا   یسلولها م نیا يدیتجد

 باشـد  تـأثیر گـذار   ،بیحافظه و پاسخ به آس ـ ،يریادگی
چند سال اخیر توجه زیادي به سلولهاي بنیـادي   در .)4(

جهت بررسی تکامل سیستم عصـبی و همچنـین    عصبی
به عنوان یک عامل درمانی در بیماریهاي نورودژنراتیـو  

سلولهاي پیش سـاز چنـد     NSCs. معطوف شده است
کاره هستند که قادر به انجام فعالیت هاي خـود تجدیـد   

ن سـلولها مـی تواننـد بـه     شونده می باشـند، همچنـین ای ـ  
شـــامل نورونهـــا، ( CNSانـــواع مختلـــف ســـلولها در 

ــا و الیگودن  ــیت ه ــیتآستروس ــا دروس ــد  ) ه ــایز یابن تم
از بافت مغز اکثر گونه ها شامل موش،  NSCs. )1و5(

ســلولها ایــن ).  6(رت و انســان قابــل جداســازي اســت 
دارا  CNSپتانسیل زیـادي را  جهـت درمـان آسـیبهاي     

                                                
1 . Neural Stem Cells 

ــی باشــند، ز ــم ــد حما رای ــقادرن ــا تی ــاختار يه و  يس
قبلاً  ).7( کنندفراهم  دهید بیآس بافتهاي يبرا ییایمیش

نویسندگان مقاله سلولهاي بنیادي عصـبی را از بطنهـاي   
بــالغ در آزمایشــگاه    C57جــانبی موشــهاي ســوري   
و در ایـــن مطالعـــه بـــه ) 8(جداســـازي کـــرده بودنـــد 

 جداسـازي و بررســی توانــایی خــود تجدیــدي و تمــایز 
روزه  15سلولهاي بنیـادي عصـبی از کـورتکس جنـین     

بـا توجـه بـه اهمیتـی کـه جداسـازي       . رت پرداخته شـد 
سلولهاي بنیادي عصـبی در انجـام مطالعـات مربـوط بـه      
تکوین سیستم عصبی، چگونگی تمایز سلولهاي عصبی 

ر درمان دارنـد، در ایـن   و نیز به کارگیري این سلولها د
اي بنیــادي عصــبی ســازي و تمــایز ســلولهپــژوهش جدا

  . جنین رت به سلولهاي عصبی و گلیال انجام شد
  روش بررسی

مطالعه حاضر بـه صـورت تجربـی و روي رتهـاي            
نمونـه هـاي مـورد اسـتفاده     . انجـام گرفـت  ) سر 6(ماده 

جنین هاي رت بوده که بطور تصادفی انتخـاب و ناحیـه   
  . قشر مغز آنها جداسازي و مطالعه روي آنها انجام شد

جداسازي سلولهاي بنیادي عصـبی از مغـز جنـین    
  روزه رت 15هاي 
روز از زمان تشـکیل پـلاك در    15بعد از گذشت        

و تحـت   ندرت ماده، حیوانات به آزمایشگاه آورده شد
بیهوشی با کتامین و زایلازین و رعایت شرایط اسـتریل  

و جنـین هـا از    هبا استفاده از تیغ بیستوري شکم باز شـد 
 HBSS )Hank'sارج گردیدنـد و در بـافر   رحم خ ـ

Buffered Salt Solution  (  ــدایت ــا هــ بــ
استرئوسکوپ لایه هـاي مننـژ کنـار زده شـد و قسـمت      

در مرحلـه بعـد   . جنین جدا گردید 7کورتکس فرونتال 
کورتکس ها به زیر هود لامینـار منتقـل شـده و محـیط     
رویی آنها دور ریخته شد و توسط تیغ بیسـتوري کـاملاً   

ز ریــز شــدند و در محــیط کشــت ســلولهاي بنیــادي  ریــ
 bFGF)Basic حـاوي فاکتورهـاي رشـد    (عصـبی  
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Fibroblast Growth Factor  ( ،EGF 
)Epidermal Growth Factor  (  ،B27 پنـی ،- 

معلـــق  ) DMEM/F12استرپتومایســـین و  -ســـیلین
چنــدین بــار پیپتــاژ شــد و قــرار داده شــد تــا  . گردیدنــد

بعــد محــیط رویــی . دنــدگرقطعــات بــزرگ تــه نشــین  
و  گردیدسانتریفیوژ  rpm 500برداشته شد و با سرعت 

محیط رویی آن دوباره برداشته شـد و تعـداد سـلولهاي    
زنده در آن توسط تریپان بلو شمارش گردید و بعـد بـه   

سلول بر سانتی متر مربع در فلاسک هاي  80000تعداد 
حاوي محیط کشت سلولهاي بنیادي عصبی کشت داده 

روز سلولها تشکیل نوروسفیر هاي اولیه را  5بعد از  .شد
یک روز در میـان نصـف محـیط کشـت سـلولها      . دادند

بعد از این مرحله سلولها پاساژ داده . تعویض می گردید
بعد از رشد . شد و به فلاسک هاي جدید منتقل گردید

) Gibco(مجدد نورسفیر ها به وسیله تریپـل اکسـپرس   
د شدند و براي بررسـی تمـایز و   تبدیل به سلولهاي منفر

. بنیادي بودن جهـت ایمونوسیتوشـیمی آمـاده گردیدنـد    
 DFN )DMEM-F12از محـیط   تمایز يجهت القا
  .عاري از فاکتورهاي رشد استفاده شد) N2و مکمل 

القاي تمایز سلولهاي بنیادي عصـبی بـه سـلولهاي    
  عصبی و گلیال

ــه    ــادي عصــبی ب ــایز ســلولهاي بنی ــاي تم ــه منظــور الق  ب
ســلولهاي عصــبی و گلیــال، پــس از تبــدیل تــوده هــاي 
ســلولی بــه ســلولهاي منفــرد توســط تریپــل اکســپرس،   

-Polyسلولهاي مذکور بر روي لاملهاي تیمار شده بـا  

D-lysine  و لامینین)sigma (  کشت داده و به مـدت
 DFN )DMEM-F12ساعت در معرض محیط  72

ــرار داده   عــاري از) N2و مکمــل  فاکتورهــاي رشــد ق
  . شدند

  ایمونوسیتوشیمی ارزیابیهاي
بـه   DFNسلولها بعد از قرارگیـري در معـرض محـیط    

تدریج شاخه شاخه شـده و از لحـاظ مورفولوژیـک بـه     
. درآمدنـد  CNSصورت سلولهاي مختلف موجود در 

براي شناسایی انواع مختلف سـلولهاي عصـبی از روش   
ایمونوسیتوشیمی با استفاده از آنتی بادیهاي اختصاصـی  

ــبی    ــادي عصـ ــلولهاي بنیـ ــب(سـ ــارکر  انیـ ، nestinمـ
ab6142( ، نورون)مـارکر   انیبBeta tubulin III ،

ab18207(ــی، ال ــب( تیگودندروس ــارکر  انی ، OSPم
ab7474 (تیو آستروســــ )مــــارکر  انیــــبGFAP ، 
ab7260 (بـدین صـورت کـه بعـد از     . بهره گرفته شد

ســلولها از ) سـاعت  72(سـپري شـدن زمــان مـورد نظــر    
ــا ــدت   انکوب ــه م ــارج و ب ــرض   20تور خ ــه در مع دقیق

قرار داده شـدند و بعـد در دو مرحلـه     % 4پارافرمالدئید 
شسـته  )  PBS )Phosphate buffered salineبـا  

ــافر بــلاك کننــده حــاوي   شــدند و در مرحلــه بعــد از ب
Triton X-100  وBSA )Bovine Serum 

Albumin(    به ترتیب براي نفوذپذیر کـردن سـلولها و
بـه  . ن مکانهاي غیر اختصاصـی اسـتفاده گردیـد   پوشاند

ــی     ــه آنت ــادي اولی ــی ب ــا در معــرض آنت ــال آن لامله دنب
nestin )1:100(    آنتــی بــادي اولیــه آنتــی ،Beta 

tubulin III )1:500( آنتی بادي اولیه آنتی ،GFAP 
قـرار  ) 1:100( OSPو آنتی بادي اولیـه آنتـی   ) 1:500(

درجـه   4اي گرفتند و به مـدت یـک شـبانه روز در دم ـ   
در روز بعد آنتـی بادیهـاي   . سانتی گراد قرار داده شدند

شستشو انجـام شـد    PBSاولیه خارج و در دو مرحله با 
سـبز بـراي   ( FITCو آنتی بادیهاي ثانویـه کنژوگـه بـا    

ــایی  ــراي  ( Texas Redو ) nestinشناسـ ــز بـ قرمـ
در محیط تاریـک و مرطـوب   ) شناسایی دیگر مارکرها

در نهایـت پـس از   . فه گردیـد به مدت یک ساعت اضـا 
حـاوي   Vectashield hard setاز  PBSشستشو با 

Dapi )جهـت چسـباندن   ) جهت شناسایی هسته سلولها
به منظور مشـاهده و عکسـبرداري از   . لاملها استفاده شد

 IX71مـــدل  Olympusمیکروســـکوپ فلورســـنت 
  . استفاده گردید

   یافته ها
  تأیید بنیادي بودن سلولها  

نتایج این مطالعه نشان داد که سـلولهاي جـدا سـازي        
شـکل  (شده با این روش سلولهاي بنیادي عصبی بودنـد  

در محـیط حـاوي فاکتورهـاي    ). nestinبیان مـارکر   1
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شروع به رشـد کـرده و پـس از     EGFو  bFGFرشد 
گذشت حدود یک هفته تشکیل نوروسفیرهاي اولیه را 

 ). دي عصبییکی از خصوصیات سلولهاي بنیا(دادند 

  
  
  
  
  
  
  
  

  بررسی قابلیت تمایز 
جهـت بررســی قابلیــت تمــایز بــه ســلولهاي مختلــف      

همانگونـه کـه در   . استفاده شد DFNعصبی، از محیط 
نشان داده شده است، سلولهاي بنیـادي عصـبی    2شکل 

ــاي     ــارکر ه ــایز، م ــرفتن در شــرایط تم ــرار گ ــد از ق بع
ــامل    ــبی ش ــلولهاي عص ــف س  GFAP ،Betaمختل

Tubulin  وOSP را بیان کردند .  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
دو دهه اخیر سلولهاي بنیادي مـورد توجـه    یکی یط     

این سلولها به عنـوان یـک عامـل    . زیادي قرار گرفته اند
رونده و ارگانهاي  لیبیماریهاي تحل يدرمانی بالقوه برا

 برخوردارند يآسیب دیده از ویژگیهاي منحصر به فرد
 در حیوانـات بـالغ  ت نشان داده اند که حتـی  مطالعا ).1(

از بـدن از   یمختلف ـ ي، سـلولهاي بنیـادي در ارگانهـا   نیز
، مغز استخوان، ماهیچه اسکلتی، روده، ، نخاعجمله مغز

مـی   سـلولها  نی ـا .وجـود دارنـد   رهی ـاپـی درم، کبـد و غ  
بـــه شـــکل تواننــد جـــایگزین ســـلولهایی شـــوند کـــه  

 ).9-14( تـه انـد  پاتولوژیـک از بـین رف   ای ـفیزیولوژیک 
 يعصبی به عنوان یک ابزار درمانی برا ديسلولهاي بنیا
ــرمیم بعضــ ــادي   CNSاز اخــتلالات یت از پتانســیل زی

قادر   شگاهیآزما طیدر مح اسلولهاین  .برخوردار هستند
، بدون اینکه طی مراحل تکثیـر، خاصـیت   بودهبه تکثیر 

مطالعـات   ).15( چند استعدادي  خود را از دست دهنـد 
بنیادي عصبی انسـانی،   يدهد که سلولها یگر نشان مدی

اکسونهاي کورتیکواسپاینال را ارتقـا بخشـیده    يبازساز
سـیناپس تشــکیل   ،پیونــد و بـا نورونهـاي میزبــان بعـد از   

ــی ــد م ــن   ).16( دهن ــین ای ــاي  همچن ــلولها، فاکتوره س
ــد ــده را   نوروتروفیــک مفی ــراي نورونهــاي آســیب دی ب

از سمیت سلولی القا شده این فاکتورها . کنند ترشح می
ــاي    ــه عمــل آورده و بق ــات محافظــت ب توســط گلوتام

). 17( بخشند نورونهاي حرکتی آسیب دیده را ارتقا می
همچنین علاوه بر حیواناتی نظیر موش سـوري و مـوش   

از نواحی  را می توان سلولهاي بنیادي عصبی ی،یصحرا
ي مختلفی از مغز جنین انسان، نوزاد و فرد بالغ جدا ساز

این یافته ها امکان پیوند اتولوگ سلولهاي بنیـادي  . کرد
امـا مسـأله اي کـه اینجـا     ). 18( دهنـد  عصبی را نوید می

مطرح است اینست که سلولهاي بنیـادي عصـبی کـه از    
ــیات      ــوند، خصوص ــی ش ــازي م ــف جداس ــابع مختل من
یکسانی ندارند و همین قضیه باعث شده است، در مدل 

را  Nestinایمونوسیتوشیمی سلولهاي بنیادي عصبی که بیان مارکر . 1شکل 
رنگ سبز بیان مارکر نستین و  رنگ آبی نشان دهنده هسته . نشان می دهد

  .برابر 400رگنمایی بز. رنگ گرفته اند Dapiسلولهاست که با 

روز پس از انتقال  3وسیتوشیمی سلولهاي بنیادي عصبی تصاویر مربوط به ایمون. 2شکل 
الیگودندروسیت و  :Bنورون،  A: .لایزین و لامینین-D–به ظرفهاي پوشیده شده با پلی 

C: برابر  400بزرگنمایی  .آستروسیت 
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نیـادي عصـبی بـا منشـأ     هاي مختلـف کـه از سـلولهاي ب   
. متفاوت استفاده می شود، نتایج ضد نقیضی گرفته شود

زمانی بررسی ویژگیهاي سلولهاي  مقطعبنابراین در این 
بنیادي عصبی با منشأ مختلف و پی بـردن بـه اینکـه هـر     
نوع سلول بنیـادي عصـبی را بـراي چـه هـدفی اسـتفاده       

  . بکنیم، اهمیت بسزایی دارد
اضر نشان داد که سلولهاي جداسازي نتایج مطالعه ح    

شده از کورتکس جنین رت، سلولهاي بنیـادي عصـبی   
هستند و قابلیت تمایز به هر سه رده سلولهاي موجود در 

CNS ســلولهاي بنیــادي عصــبی موجــود در . را دارنــد
توانایی تکثیر تـا حـداقل    ،دیواره بطن هاي جانبی موش

در ایــن  ولــی بررســی هــاي مــا) 8(پاســاژ را دارنــد  10
مطالعــه نشــان داد کــه ســلولهاي جــدا ســازي شــده از    

از . کورتکس جنین رت، توانایی تکثیري کمتري دارند
طرفی خیلی زودتر و حتی در حضور فاکتورهاي رشـد  

بنابراین بـه نظـر   . تمایز پیدا می کنند bFGFقوي مانند 
ــان جداســازي    ــن ســلولها در زم ــی رســد ای  15روز (م

ده امـا پتانسـیل تمـایز بیشـتري     بنیادي عصبی بـو ) جنینی
نسبت به سلولهاي جداسازي شده از دیواره بطن جانبی 

احتمالاً تفاوت در محل جداسازي سـلولها  . موش دارند

و تفاوت در گونه حیوانات، توجیه کننده ایـن اخـتلاف   
بنابراین بهتر است از سلولهاي جداسازي شده بـه  . باشد

ــه در مطا   ــه صــورت کشــت اولی ــات روش حاضــر، ب لع
استفاده شود، چرا که بررسیهاي کشـت   CNSتکاملی 

اولیه نیاز به مراحل مختلف پاساژ ندارند و کمتـر تحـت   
خصوصـیات سـلولها تغییـر مـی      in vitroتأثیر محـیط  

کند و این همان شرایطی اسـت کـه بـراي شـبیه سـازي      
مورد نیاز  CNSدر مطالعات تکاملی   in vivoمحیط 

  . است
  :يریگ جهینت
 يسـلولها  يمناسب جهت جداساز يروش ابزار نیا    
 نیــا نکـه یاسـت و بــا توجـه بـه ا    ین ـیجن یعصـب  يادی ـبن

 ریتأث یتوانند جهت بررس یدارند، م ینیسلولها منشأ جن
در  ونــدیو پ CNSتکامــل  نــدیآعوامــل مختلــف بــر فر

  .باشند دیمف وینورودژنرات عاتیمختلف ضا يمدلها
  

  تقدیر و تشکر
ساعدت معاونت پژوهشی دانشگاه این پژوهش با م    

 آناز  بدینوسیلهعلوم پزشکی کردستان انجام شده که 
.دقدردانی به عمل می آی معاونت
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