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Abstract 

Background: Retinoic acid (RA) is a vitamin A derivative and one of the most important 
inducing signals in vertebrates that is involved in differentiation, morphogenesis, apoptosis, and 
reproduction. This study was done to evaluate the role of RA in in vitro neural patterning of mouse 
embryonic stem cells (mESCs). 

Materials and Methods: In this experimental study, upon formation of embryoid bodies (EBs) 
from mESCs, Royan B1, they were induced by 1 µM RA for four days and then plated for eight days. 
Untreated EBs were considered as the control group. Finally, in both groups, neural induction and 
patterning of EB-derived neural cells were evaluated by using immunostaining, flowcytometry, and 
RT-PCR methods. 

Results: RA induced neurogenesis in ES cells, from which 35% showed to express MAP2. 
RT-PCR analysis also indicated that RA-treated neural cells derived from ES cells could at the same 
time express Mash1, Pax6/7, and Dbx1/2 as dorso-ventral (DV) pattering markers and Hoxb4, Hoxc5, 
and Hoxc8 as the rostro-caudal (RC) axis markers. 

Conclusion: RA induces in vitro neural induction along with neural patterning of ES-derived 
neural cells in DV and RC axes. 
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 چکیده
داران  هاي القایی در مهره ترین سیگنال  و یکی از مهمA اسید رتینوئیک یکی از مشتقات ویتامین :هدف زمینه و

یابی  رسی نقش این ماده در الگوهدف از مطالعه حاضر بر. است که در تمایز، مورفوژنز، آپوپتوز و تولید مثل نقش دارد
  .هاي بنیادي جنینی موش در محیط آزمایشگاهی بود عصبی سلول

هاي بنیادي جنینی رده   از سلول، در این مطالعه تجربی، پس از تشکیل ساختارهاي شبه جنینی:ها مواد و روش
Royan B1 تاثیر داده شد و شبه جنینی ساختارهاي ، اسید رتینوئیک با غلظت یک میکرومول به مدت چهار روز بر

محیط کشت سلولی در گروه کنترل فاقد اسید رتینوئیک .  به مدت هشت روز گسترش داده شدندها پس از آن سلول
هاي ایمونوسیتوشیمی،  هاي هر دو گروه با روش ها در سلول در پایان کشت، القاء عصبی و الگویابی نورون. بود

  . ی قرار گرفتند مورد ارزیابRT-PCRفلوسایتومتري و 
هاي بنیادي القا نمود و توانست سبب بروز  زائی را در سلول حاضر نشان داد که اسید رتینوئیک نورونمطالعه  :ها یافته

هاي   نیز مشخص کرد که همزمان، نورونRT-PCRنتایج .  ها شود  از این سلول درصد35 در MAP2نشانگر 
 و Mash1 ،Pax6 ،Pax7هاي  اسید رتینوئیک توانستند نشانگرهاي بنیادي جنینی تحت تاثیر  حاصل از سلول

Dbx1/2 ها در جهت پشتی، شکمی و نیز  یابی عصبی نورون مربوط به هویتHoxb4 ،Hoxc5 و Hoxc8 مربوط 
  .ها حول محور سري، دمی لوله عصبی را بیان نمایند به الگویابی عصبی نورون

هاي بنیادي جنین موش در محیط آزمایشگاهی قادر به   عصبی سلول اسید رتینوئیک همزمان با القاي:گیري نتیجه
  .باشد ها نیز می ایجاد هویت عصبی این نورون

  هاي بنیادي جنینی موش، الگویابی عصبی، اسید رتینوئیک   سلول:واژگان کلیدي
وه علوم تشریحی و پاتولوژي، اردبیل، خیابان دانشگاه، دانشگاه علوم پزشکی اردبیل، دانشکده پزشکی، گر: نویسنده مسئول* 

  هاي بنیادي   آزمایشگاه تحقیقاتی جنین شناسی و سلول
Email: m.sagha@arums.ac.ir 
Email: Baharvand@Royaninstitute.org 
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  مقدمه
 به (Retinoic Acid- RA)اسید رتینوئیک

ولیه تکامل سیستم عصبی عنوان نوعی مورفوژن در مراحل ا
مرکزي نقش دارد و سبب الگویابی عصبی، تمایز نورونی و 

این مولکول پیام رسان حالت تمایزي . شود رشد آکسونی می
چه مسیر  کند و چنان هاي بالغ را نیز حفظ می نورون

هاي حرکتی از بین  رسانی آن دچار اختلال شود نورون پیام
  .)1(خواهند رفت

به دنبال القاي عصبی و تمایز صفحه عصبی از 
اکتودرم، این صفحه شروع به تا خوردن و تشکیل لوله 

هاي پیش ساز عصبی این لوله  همزمان سلول. کند عصبی می
حول دو محور سري دمی و پشتی شکمی لوله عصبی الگو 

هاي پیام  هاي اطراف آن با ترشح مولکول یابند و بافت می
در محور . شوند ها می انی این سلولرسان سبب هویت مک

هاي  هاي پیش ساز عصبی به انواع نورون پشتی شکمی، سلول
یابند و در محور  رابط و یک دسته نورون حرکتی تمایز می

هاي مغز قدامی، مغز میانی،  سري دمی، لوله عصبی به بخش
مطالعات مختلف . )3، 2(یابد مغز خلفی و نخاع تمایز می

دهند که مزودرم پاراگزیال اطراف لوله عصبی با  نشان می
 Fibroblastic Growth)ترشح فاکتور رشد فیبروبلاستی

Factor- FGF) ،Wnt3a و RAدمی به لوله عصبی  هویت 
هاي مغز  گیري نورون بخشد و باعث شکل در حال تکوین می

تکوین . )5 ، 4(گردد میانی، مغز خلفی و نخاعی می
هاي رابط نیمه پشتی لوله عصبی تحت تاثیر  نورون

 Bone)هاي مورفوژنتیک استخوانی پروتئین

Morphogentic Proteins- BMP) مترشحه از اکتودرم 
هاي  سطحی و صفحه سقفی لوله عصبی و تکوین نورون

رابط شکمی و حرکتی نیز تحت کنترل گلیکوپروتئین 
Sonic Hedge Hog (SHH) نوتوکورد زیر  مترشحه از

لوله عصبی و رتینوئیدهاي حاصل از مزودرم پاراگزیال 
  .)6(طرفین این لوله است

هاي پرتوانی هستند  هاي بنیادي جنینی سلول سلول
این . )7(آیند که از جنین قبل از لانه گزینی به دست می

اول این که توان ها واجد دو ویژگی بسیار مهم هستند،  سلول
هاي تمایز  نوسازي بسیار بالایی دارند و دوم این که سلول

اي هستند که توانایی تمایز به لایه زایاي جنینی یعنی  نیافته
سلولهاي بنیادي . )8(اکتودرم، مزودرم و آندودرم را دارند 

جنینی با ایجاد ساختارهاي سه بعدي و کروي شکلی به نام 
اجسام شبه جنینی در اغلب موارد مدل آزمایشگاهی مناسبی 
براي بررسی ابعاد مختلف مراحل اولیه تکامل جنینی 

شوند و ابزار توانمندي را فراهم  پستانداران محسوب می
ا به مطالعه حوادث توان با استفاده از آنه سازند که می می

مختلف تکوین جنینی و فرآیندهاي القا و تخصصی شدن 
هاي مختلف بدن در مراحل اولیه تکوینشان  ها و بافت سلول

در تحقیق گذشته نقش اسید رتینوئیک در . )10، 9(پرداخت
در . )11(هاي بنیادي جنینی بررسی شد القاي عصبی سلول

تحقیق حاضر نیز نقش این مولکول در الگویابی عصبی 
هاي بنیادي جنینی موش مطابق با دو محور سري دمی  سلول

  . و پشتی شکمی لوله عصبی مورد ارزیابی قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
  هاي بنیادي جنینی  کشت سلول

 سلول بنیادي 3 × 105در این مطالعه تجربی، تعداد 
گراد و   درجه سانتی37 در Royan B1جنینی موش دودمان 

هاي جنینی موش تیمار شده  روي فیبروبلاست co2 درصد 6
-K-DMEM (Gibco, 10829با مایتومایسین در محیط

 درصد، ES-FCS (Gibco,16141-079) 15حاوي (018
، (Sigma, M7145)مولار اسید آمینه غیرضروري  میلی1
، (Sigma, M7522)مولار بتا مرکاپتواتانل   میلی1/0
 درصد 1، (Gibco, 25030-024) درصد ال گلوتامین1

 و (Gibco, 15140-0148)پنی سیلین و استرپتومایسین 
U/ml 1000LIF  یا عامل مهارکننده لوسمی 

(Chemicon, ESGRO, 1107)کشت داده شدند .  
 Embryoid(جهت تهیه ساختارهاي شبه جنینی

bodies-EBs( هاي  سازي سلول پس از جداES  از
 به روش توده اي  EBهاي فیبروبلاستی، براي تهیه  سلول

 سلول بنیادي جنینی موشی در محیط کشت 50000تعداد 
K-DMEM  ،ES-FCS 15 ،مولار اسید   میلی1 درصد

 درصد 1مولار بتا مرکاپتواتانل،   میلی1/0آمینه غیرضروري، 
 درصد پنی سیلین و استرپتومایسین بدون 1ال گلوتامین، 
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دار در CO2 به مدت چهار روز در انکوباتور LIFحضور 
  . کشت داده شدندگراد  درجه سانتی 37 دماي

  EBگسترش و تمایز 
 پس از RA در گروه 4-/4+مطابق با پروتکل 

، تعدادي از آنها در مرحله )EB)-4چهار روز تهیه 
-all روز تحت تاثیر یک میکرومول4سوسپانسیون به مدت 

trans RA (Sigma,R2625)  در محیط کشت 
KDMEM حاوي ES-FCS 10 4+( درصد، قرار گرفتند (

 طی مدت EBs بر RAگونه  در گروه کنترل هیچ). 1شکل (
 هر دو گروه به EBsسپس . سوسپانسیون تاثیر داده نشد

-ES  حاوي DMEM/F12 روز در محیط کشت 8مدت 

FCS5و در نهایت ) 1شکل (، گسترش داده شدند  درصد
هر دو گروه به EBs  الگوپذیري عصبی تمایز نورونی و

   . ارزیابی شدRT-PCRروش 

  
 طی روزهاي مختلف در گروه کنترل و گروهی که EBsتصویر شماتیکی از مراحل تشکیل، سوسپانسیون، گسترش و تمایز . 1شکل 

   ). همستطیل تیر( قرار گرفتند RA تحت تیمار با EBs) مرحله سوسپانسیونی(طی روزهاي چهارم تا هشتم 
  

  ایمونوسیتوشیمی
EBs درصد، به 4تثبیت با پارافرمالدئید از  پس

.  قرار گرفتندTriton X-100 دقیقه تحت تاثیر 25مدت 
 ساعت 1گراد به مدت   درجه سانتی37 در سپس

 normal goat serum10   (Chemicon CBL600)با
 درجه 4 در overnightدرصد بلوك شده و به صورت 

 mouse anti-MAP-2هاي اولیه  نتی باديگراد با آ سانتی

(Sigma,  M1406)   و  anti- β-tubulin III (Sigma, 

T8660)پس از شستشو با .   انکوبه شدند
PBS/Tween20،  ساعت 2به مدت ساختارهاي شبه جنینی 

 secondaryگراد در معرض  درجه سانتی37در 
fluorescein-conjugated anti-goat IgG (FITC) 

(Chemicon AP124F)در نهایت هسته .  قرار گرفتند
هاي لازم به کمک   رنگ شدند و عکسPIها با  سلول

 و با نرم BX51 مدل Olympusمیکروسکوپ فلوروسنس 
  . گرفته شدOlysiaافزار 

  فلوسایتومتري
 MAP2هاي عصبی یعنی  سلولبیان نشانگر 

پس از . توسط فلوسایتومتري مورد بررسی قرار گرفت

به کمک آنزیم PBS  با  گسترش یافتهEBsشستشوي 
Trypsin/EDTA به گراد  درجه سانتی 37ها در  این توده

 تک سلولی شدند و در نهایت پس از تثبیت با  دقیقه3مدت 
 Triton X-100 درصد و نفوذپذیر شدن با 4پارافرمالدئید 

 Normal goat serumگراد با  درجه سانتی4  در درصد1
 و MAP2 آنتی بادي اولیه سپس.  انکوبه شدند درصد10

به مدت گراد  درجه سانتی 37آنتی بادي ایزوتایپ کنترل در 
ها اضافه شدند و در نهایت پس از انکوبه  دو ساعت به نمونه

 نمونه FITCها در آنتی بادي ثانویه رقیق شده  کردن سلول
 BD-FACS Calibur (Bectonي فلوسایتومتربا دستگاه 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ) و با نرم افزار 
Flomax 2.4eها مورد آنالیز قرار گرفتند  داده.  

RT-PCR  
هاي بنیادي جنینی و   سلولی از سلولRNAکل 

ها با استفاده  اجسام شبه جنینی همه گروه
 استخراج شد و RNeasy Mini Kit  (Qiagen,7410)از

 ,free DNase (Fermentase - پس از تیمار با

EN0521) RNase  مطابق با دستورالعمل 
 superscript II RNase H- reverseهسازند
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transcriptase (Fermentase,1622)   1 میکروگرم از 
RNA توتال براي سنتز cDNA درجه به مدت 42 در دماي 

 میکرولیتر مورد استفاده قرار 20 ساعت در حجم نهایی 1
ر جدول توالی پرایمرها و طول قطعات تکثیر یافته د. گرفت

هاي   بر روي ژلPCRمحصولات .  آورده شده است1
) µg/ml) 5/0 درصد حاوي اتیدیوم بروماید 5/1آگاروز 

(CinnaGen,R0611) الکتروفورز شدند و باند ایجاد شده 
  .  مشاهده شدUVبه کمک نور 

تجزیه و تحلیل آماري از  نتایج به دست آمده در
  میانگینپس از تعیین این مطالعه، سه بار آزمون مستقل از هم

 نسخه SPSSها با استفاده از نرم افزار  دادهانحراف معیار  ±
مورد تجزیه و تحلیل تی مستقل  و به کمک  آزمون 5/11

  .قرار گرفت
 

  . اتصال و طول قطعه و تعداد چرخه هافهرست پرایمرهاي مورد استفاده همراه با دماي. 1جدول 

F= Forward primer                                                                          R= Reverse primer 
 

   ها یافته
هاي بنیادي  سلول  در القاي عصبیRAنقش 

  جنینی موش

براي ) RA M) 6-10در این مطالعه از غلظت بالاي 
هاي  اصل از سلول ح EBsارزیابی پتانسیل القاي عصبی

 به EBsبعد از این که . استفاده شدبنیادي جنینی موش 

ها چرخه  توالی پرایمر دماي اتصال (bp)طول قطعه 
 ژن

36 281 63 F:AGGGTGAGCTGGTAAGGAGAAG 
R:GGACAGCTTCTTGTCGTTGTTG 

Math1 

36 264 65 F:GCCAACAAGAAGATGAGCAAGG 
R:TCAGAACCAGTTGGTAAAGTCCAG 

Mash1 

36 379 64 F:CCTGCATCTCTGATCTCGACTG 
R:TCAATCTTGGTGAGCTTGGTG 

Ngn1 

36 488 67 F:GCTCAGATGTGGAATCAGAACC 
R:GCTGTCAGAGTAGCTGGAGAAGC 

Pax7 

36 467 63 F:GAGAGGACCCATTATCCAGATG 
R:GCTGACTGTTCATGTGTGTTTG 

Pax6 

36 438 55 F:CGTTCGCCTTTCCATACTTC 
R:CGGATTGTCTTCCTCCTCATC 

Dbx1 

36 261 55.5 F:TGACCCAGGACTCAAATTCC 
R:CCTGAAGGCTCACTTCTT 

Dbx2 

36 539 60.5 F:CTGGGTCCCTATCCAATGTG 
R:CGTTTGCTCTCTTCCTCGTC 

Irx3 

36 342 60.5 F:GATGCTCTGGGTAGCAGTCC 
R:CATCATGTAGGTGTAGAAGG 

Evx1 

36 193 63.5 F:CCCTACTGCTGGCAAGAGGTTCTCC 
R:CGGGTGCTGCAGGTTGAACAAAGT 

Evx2 

36 489 63 F:GAACCCGATGATCTTTTTCTGC 
R:CCGTAGATCTCGCTCACCAGTC 

Olig2 

36 456 64 F:GGCGCTTTCCTACTCATACC 
R:TCCTCTTCCGTCTTCTCCTCAC 

Hb9 

36 288 54 F:CTCCAGTGCAGCCAACAG 
R:GCGTCAGGTAGCGATTGTAG 

Hoxb4 

36 459 63 F:CTGCTTGGTAAAGAGGTGTTGG 
R:ATTGTGGAAGGCTGGAGAGG 

Hoxc5 

36 422 57 F:CATCTCCAACTCGGGCTACC 
R:CCTTTTTCCACTTCATCCTTC 

Hoxc8 

36 460 64 F:CCTCTGTCCTCCTGTTCCTACC 
R:GTTATCCGAGGTGTCTGGACTG 

Hoxc10 

25 319 63 F:TCACTGTGCCTGAACTTACC 
R:GGAACATAGCCGTAAACTGC 

β-
tubulin 
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قرار   RA روز تحت تیمار با غلظت بالاي 4مدت 
گرفتند در ظروف کشت حاوي محیط کشت تمایزي 

هاي  یافته. گسترش یافتند و توانستند به نورون تمایز یابند
حاصل پس از انجام فلوسایتومتري نشان داد که به طور 

هاي بنیادي جنینی تحت   درصد از سلول35 ± 4وسط مت

 را بیان MAP2 به نورون تمایز یافتند و نشانگر RAتاثیر 
 ± 1/1نمودند در حالی که این میزان در گروه کنترل 

 درصد بود و این اختلاف از نظر آماري معنی دار 8/7
  ). 2شکل  (>p)01/0(بود

  
 8در گروه کنترل .  با استفاده از روش فلوسایتومتريRA در گروه کنترل و گروه تمثبMAP2 هاي  مقایسه درصد نورون. 2شکل 

  .  درصد بودRA 39مثبت تمایز یافتند در حالی که این میزان در گروه  MAP2 هاي هاي بنیادي جنینی موش به نورون درصد از سلول
  

هاي حاصل  بیان آنتی ژن اختصاصی در نورون
   EBsاز تمایز 

هاي ایمونوسیتوشیمی نشان داد که  نتایج بررسی
 8 پس از RA در گروه EBsهاي حاصل از تمایز  نورون

-βروز کشت به خوبی نشانگرهاي خاص نورونی مانند 

Tubulin III و MAP2 را بیان کردند در حالی این دسته 
  ). 3شکل (ها در گروه کنترل بیان نداشتند  از آنتی ژن

  
 B)هاي بنیادي حاصل از گسترش اجسام شبه رویانی در گروه کنترل و   سلولA) از تراستتصویر میکروسکوپ فازکن. 3 شکل
 تصویر میکروسکوپ فلوروسنس  C, E). هاي بنیادي جنینی تحت تیمار با اسید رتینوئیک هاي شبه نورونی تمایز یافته از سلول سلول

 بیان این نشانگرها در گروه D, F)بنیادي گروه کنترل و هاي   در سلول MAP2 و β-tubulin IIIاز عدم بیان نشانگر اختصاصی 
   . Bar=100 µm تحت تیمار با اسید رتینوئیک

  



                                                     محسن سقا و همکاران...                                                             نقش اسید رتینوئیک در الگویابی عصبی سلول ها

٢٢                                                                                                       1392تیر ، 4، شماره شانزدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

هاي حاصل از تاثیر  تعیین هویت مکانی نورون
هاي بنیادي جنینی به  اسید رتینوئیک بر سلول

  RT-PCRروش 
الگویابی عصبی  هایی که در در این مطالعه بیان ژن

مراحل مختلف تشکیل،  در اشتندها نقش د نورون
 طی روزهاي مختلف EBsسوسپانسیون و گسترش و تمایز 

به روش ) 4شکل ( RAدر دو گروه کنترل و تحت تیمار با
RT-PCR مورد بررسی قرار گرفتند .  

 ESCsجهت انجام این بررسی، قدرت الگویابی 
در محور پشتی شکمی و سري دمی لوله عصبی مورد مطالعه 

 EBs نشان دادند که  RT-PCRهاي یبررس. قرار گرفت
 نسبت به گروه کنترل توانستند نشانگرهاي مربوط RAگروه 

 ,Mash1, Pax7, Ngn1)هاي رابط پشتی  به نورون

Dbx2) و شکمی  (Dbx1, Irx3, Pax6)هاي  و نیز نورون
روزهاي (سازي   را در مرحله پیش(Olig2, Pax6)حرکتی 

شکل ( بیان کنندلوله عصبی در محور پشتی شکمی) 8 -5
 پس از گسترش و تمایز ESCs در این گروه همچنین  .)4
هاي بالغ مربوط به  ، نشانگرهاي نورون)16 تا 9روزهاي (

هاي  نورون.  را بیان کردندV0 (Evx1/2)قلمرو نورونی 
 را که HB9 حتی توانستند نشانگر RAحاصل از تاثیر 
ها  نورون. هاي حرکتی بالغ است بیان کنند مربوط به نورون

ي حرکتی حاصل از این گروه در طول محور سري دمی نیز 
هاي ناحیه  تخصص یافته بودند و نشانگرهاي مربوط به نورون

هاي حرکتی نخاع ناحیه گردنی  ، نورون(Hoxb4)مغز خلفی
 و EBs را قبل و بعد از گسترش (Hoxc5)فوقانی
اي  هاي حرکتی نخاع ناحیه گردنی تحتانی و سینه نورون
شکل ( بیان کردند EBs را قبل از گسترش (Hoxc8)فوقانی

4(.  

 RT-PCRه روش ب  ESCsبررسی الگویابی عصبی. 4شکل 
هاي  هاي مختلف بر اساس بیان ژن قبل و بعد از تمایز در گروه

هاي رابط و حرکتی حول دو محور پشتی شکمی  مربوط به نورون
، EBکیل  پس از تش ESCs. و قدامی خلفی لوله عصبی نخاعی

 قرار گرفتند و سپس به مدت RA روز تحت تیمار با 4به مدت 
  .  روز گسترش یافتند8
 

  بحث 
نتایج فلوسایتومتري مطالعه حاضر نشان داد که 

 توانستند تحت تاثیر ESCsهاي   درصد از سلول35حدود 
RA نشانگر عصبی MAP2در حالی که این .  را بیان کنند

).  درصد8حدود (اتب کمتر بود میزان در گروه کنترل به مر
دهند که  هاي قبلی است که نشان می این نتایج مشابه با یافته

 به نورون RA تیمار شده با ESCs درصد از 40 -37حدود 
ایمونوسیتوشیمی نیز این نتایج . )14 -12(یابند  تمایز می
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هاي نورونی  ها را تائید نمود و نشان داد که سلول یافته
  وMAP2 توانستند نشانگرهاي عصبی RAموجود در 

βtubulin III را بیان کنند .  
در مطالعه حاضر ارزیابی نسبتا جامعی از  نقش 

RA در تخصص یافتگی عصبی ESCs در محور D-V بر 
گرفت و براي این کار  صورت RT-PCRاساس تکنیک 

،  Math1 ،Mash1 ،Ngn1 ، Pax7، Pax6هاي  بیان ژن
Dbx1/2،Irx3 ،Olig2  به عنوان نشانگرهاي عصبی 

ساز عصبی و  هاي رابط و حرکتی در مرحله پیش نورون
 به عنوان نشانگرهاي عصبی Hb9و Evx1/2 هاي  ژن

 مورد )16، 15(هاي رابط و حرکتی در مرحله بالغ  نورون
نتایج حاصل از تحقیق حاضر نشان داد . بررسی قرار گرفت

 با اسید رتینوئیک  نشانگر  ESCs روز تیمار4که پس از 
Math1هاي گروه کنترل در  ها همانند سلول  این سلول در

 بیان نشد در عوض ) روز سوسپانسیون4پس از (روز هشتم
 نسبت به گروه کنترل Pax7 و Mash1 ،Ngn1 هاي  ژن

هاي رابط پشتی قلمرو  ها در نورون این ژن. بیان خوبی داشتند
dp1-dp3هاي   لوله عصبی تحت تاثیر مولکولBMP و 

Wntتودرم سطحی و صفحه سقفی لوله  مترشحه از اک
  . )15(شوند  عصبی بیان می

 ،Mash1 ،Ngn1بیان فاکتورهاي رونویسی 
Pax7 و Pax6 هاي پیش   روز گسترش سلول8 پس از

تضعیف بیان این . سازعصبی کاهش یافت و یا متوقف شد
هاي پیش ساز  ها به دلیل تمایز نورونی سلول دسته از ژن

سازي عبور کردند و به  عصبی است که از مرحله پیش
هاي فلوسایتومتري و  هیافت. هاي بالغ تبدیل شدند نورون

 تمایز یافته ESCs مثبت در MAP2هاي  افزایش سلول
 در مرحله گسترش و تمایز صحت این RAحاصل از تاثیر 

هاي رابط پشتی قلمروهاي  نورون. رساند ادعا را به اثبات می
dp4-dp6 هاي  نیز ژنMash1 ،Ngn1/2 ،Pax7 و 

Dbx2یست که با این حال هنوز مشخص ن. کنند  را بیان می
ها در جنین پرندگان و  تخصص یافتگی این دسته از نورون

گیرد و آیا این  پستانداران با چه مکانیسمی صورت می
یابند و یا  هاي نورونی به طورمحتوم تمایز می جمعیت

ممکن است . هاي القایی در این زمینه نقش دارند سیگنال
RA و پیام رسانی BMP17( در این زمینه نقش داشته باشد( 

هایی که باعث استقرار   قلمرو بیان ژنRAچرا که در غیاب 
در مطالعه . )3(یابد شود کاهش می ها می الگوي پشتی نورون

 نیز  Pax7،Dbx2 و Mash1، Ngn1/2یز علاوه بر حاضر ن
هاي  این نتایج با یافته.  نشان دادRAبیان خوبی را در گروه 

 با RAخوانی دارد که نشان دادند  پیرانی و همکارانش هم
 D-Vتاثیر بر بافت عصبی جدا شده از ناحیه میانی محور 

 Dbx1/2 و  Pax7لوله عصبی سبب بیان نشانگرهاي
 به تنهایی در RAبنابر این ممکن است . )18(شود  می

تخصص یابی پشتی پیش سازهاي نورونی رابط پشتی و 
  .نقش داشته باشد (dp4-Vp1) شکمی فوقانی

اي  از طرف دیگر، اسید رتینوئیک در القاي دسته
هاي  افتگی نورونهاي رابط شکمی و تخصص ی از نورون

هاي موجود در ناحیه  نوروبلاست. حرکتی نیز نقش دارد
 ,I (Pax7, Dbx1/2, Irx3هاي کلاس  شکمی نخاع ژن

Pax6)  و کلاس II (Nkx6.2, Nkx6.1, Olig2, 

Nkx2.2)ها بستگی به شیب  کنند و بیان این ژن  را بیان می
 مترشحه از نوتوکورد و صفحه کفی لوله Shhغلظتی 
 RAدر تحقیق حاضر مشخص شد که . )19، 4(ارد عصبی د

 گردد ESCs در  Iهاي کلاس توانست سبب القاي بیان ژن
 در این گروه در روز هشتم  بیان Olig2در حالی که ژن 

 و ESCs بر روي اوکاداهاي  این نتایج مشابه با یافته. نشدند
آنها نشان دادند در حضور . جنین جوجه بودپیرانی در 

 بیان خوبی را خواهند  Iهاي کلاس  ژنRAغلظت بالاي 
، 18(شوند  بیان نمیIIهاي کلاس  داشت در حالی که ژن

 در تحقیق حاضر نشان   RT- PCRنتایج حاصل از.  )20
 دارد چرا ESCsکننده بر روي   نقش پشتیRAدهد که  می

 Evx 1/2 و نیز Iهاي کلاس  که توانسته است باعث بیان ژن
 بیان V0هاي رابط شکمی منطقه  گردد که در نورون

ا در روز شانزدهم و به بنابر این، بیان این نشانگره. شود می
 را در القاي RAها، تاثیر  دنبال ظهور و گسترش نورون

  .کند  تائید می V0هاي رابط شکمی گیري نورون شکل
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، میزوسکی و رنونکورت به طور جداگانه باربري
هاي بنیادي را  توان سلول  میRAنشان دادند که با استفاده از 

ط گابارژیک هاي راب هاي حرکتی و نورون به سمت نورون
 RAنتایج تحقیق ما نشان داد که . )21- 23(هدایت نمود 

هاي   به عنوان نشانگر سلولOlig2نتوانست سبب القاي 
هاي  بررسی.  گرددESCsدر  هاي حرکتی ساز نورون پیش

 لوله D-Vور حصورت گرفته بر روي بافت جدا شده از م
 نشان ESCs حاصل از EBsن جوجه و نیز عصبی جنی

 به تنهایی قادر به القاي بیان این دسته از RAدهند که  می
 نیز در محیط Shhها نیست و براي بیان آنها حضور  ژن

حضور توام این دو ماده در محیط کشت . کشت لازم است
 را در بافت بخش میانی از Olig2هاي  میزان حضور سلول

 درصد افزایش 85 درصد به 60از  لوله عصبی D-Vمحور 
 است که به RA توسط FGFدهد دلیل این امر مهار  می

شود و در   برداشته می Shh برFGFدنبال آن اثر مهاري 
 Olig2 از جمله IIهاي کلاس   ژنShhنهایت تحت تاثیر 

 Olig2ضعیف بیان . )24 -26(بیان خوبی را خواهند داشت 
 مطالعه ما مشابه با نتیجه اوکادا و RAهاي گروه  در سلول

 که با غلظت بالاي EBsهمکارانش بود که نشان دادند در 
RAها به شدت   روز بیان این ژن6اند بعد از   تیمار شده

هاي حاصل از انجم  با یافته این نتایج. )20(کاهش یافت 
خوانی دارد، چرا که آنها نیز نشان  شعاع و همکارانش نیز هم

 در مرحله RA تحت تیمار با EBs در  Olig2دادند
روز  8 به هر حال، پس از. )14(شوند  سوسپانسیونی بیان نمی

 بیان شد هر RA این ژن تا حدي در گروه EBsگسترش 
  . تر از گروه کنترل بود چند بیان آن بسیار ضعیف

هاي  ساز نورون برخلاف نشانگر پیش
 Pax6تور رونویسی  فاکRA گروه EBs،  (Olig2)حرکتی

هاي سلولی  از طرف دیگر این توده. را به شدت بیان کردند
هاي حرکتی محسوب   را که نشانگر نورنHb9فاکتور 

شود هم در مرحله سوسپانسیونی وهم پس از گسترش  می
  . بیان کردند

 با مطالعه جنین جوجه به این نتیجه رسید که مور
هاي  آید ویژگی میبافت عصبی که در ابتدا در جنین بوجود 

هاي عصبی   دارد و سلول)مغز قدامی(هاي سري  نورون
هاي   ویژگیRAحاصل تحت تأثیر فاکتورهایی مانند 

شامل مغز میانی، مغز خلفی (هاي خلفی لوله ي عصبی نورون
از طرف دیگر، . )27(کنند را کسب می) و طناب نخاعی

توان به آسانی از نقش آن  صبی نمی را در القاي عRAنقش 
هاي عصبی جدا کرد به این دلیل  در کودالیزه کردن سلول

 RAکه این دو پدیده در محیط بدن همزمان تحت تأثیر 
لیو و همکارانش نشان  همچنین. )28، 26(دهند  روي می

 تیمار شوند RA با غلظت بالاي EBsدادند زمانی که 
 در تحقیق .)29(شوند  هاي بخش قدامی نخاع بیان می ژن

 و Hb9حاضر مشخص شد علاوه بر القاي بیان نشانگر 
، Hoxb4هاي  بیان ژن RA هاي حرکتی، تشکیل نورون

Hoxc5 و Hoxc8 را القاء نمود و بدین وسیله سبب هدایت 
هاي  هاي حرکتی به سمت تشکیل نورون تمایز نورون

حرکتی بخش خلفی مغز پسین و ناحیه گردنی فوقانی نخاع 
 در تعامل با RAدهد که  ات انجام شده نشان میتحقیق. شد

FGF و GDF11هاي   پروفایل فضایی ژنHoxc را 
کند، به طوري که در حضور شیب غلظتی  ریزي می پایه

هاي عصبی بخش   سلولFGF و مقادیر کم RAبالاي 
هاي  کنند و نورون  را بیان میHoxb4خلفی مغز پسین 

 Hoxc8 و  Hoxc5 حرکتی ناحیه گردنی نخاع نیز به بیان
 در نهایت سبب Hoxcهاي  این نحوه بیان ژن. پردازند می

هاي حرکتی در طول محور  تخصص یافتگی عصبی نورون
عدم بیان . )29، 27(گردد  سري دمی لوله عصبی می

Hoxc10 در تحقیق حاضر نیز نشان داد که RA در تمایز 
اي نقشی نداشت چرا که بیان این  هاي حرکتی سینه نورن

. )29، 27(باشد   میFGFها وابسته به حضور  دسته از نورون
 توانست در القاي RAتوان اذعان داشت که  در مجموع می

هاي بنیادي جنینی و تمایز آنها به   هاي حرکتی از سلول نورون
  .تاثیر به سزایی را نشان دهد

  
   گیري نتیجه

هاي   عصبی سلولاسید رتینوئیک همزمان با القاي
بنیادي جنین موش در محیط آزمایشگاهی قادر به ایجاد 
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هایی با  هاي عصبی به صورت نورون هویت در این سلول
هاي حرکتی مغز   و نیز نورونV0هاي رابط  هویت نورون

الگویابی همزمان در دو محور (باشد  پسین و گردنی نخاع می
  ). سري دمی و پشتی شکمی لوله عصبی

  
  قدردانیتشکر و 

 رویان موسسه مالی منابع از استفاده با مطالعه این

 مراتب وسیله بدین مقاله نویسندگان و است انجام شده

  .آورند می عمل به رویان موسسه از را خود وتشکر تقدیر
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