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  :مقدمه
 استعدادي پر هاي بنيادي سلول P19 هاي سلول

 از استفاده با طبيعي جنيني هاي سلول مانند و بوده
 هاي سلول وقتي. بنديا مي تمايز يكسان هاي مكانيسم

P19 مشتق هاي سلول شوند، تزريق نرمال هاي جنين به 
 كنند مي ايجاد را مختلفي طبيعي هاي بافت P19 از شده

 تيمار شرايط تحت تواند مي P19 هاي سلول تمايز. )1(
 اين جمله از. شود القا ييدارو متفاوت هاي غلظت با

 يلمت دي و اسيد رتينوئيك توان مي مؤثر داروهاي
   براي مؤثر دوزهاي در كه برد نام را سولفواكسيد

 سلولي اهداف با را تمايز و نبوده سمي P19 هاي سلول

  :چكيده
استعدادي هستند كه قادرند  سينوماي جنيني چند هاي كار دودماني از سلول P19هاي  سلول :زمينه و هدف

اكتودرمي القا  ، آندودرمي ودودمان مزودرمي سهشت حاوي سرم رشد نموده و براي تمايز به هر در محيط ك
ها وارد  خارجي را به اين سلول DNAتوان توالي  مي ترانسفكشناستاندارد هاي  با استفاده از روش. شوند

 P19هاي  در سلول اين تحقيق با هدف القاي فنوتيپ عصبي. كردسلولي را بررسي  تمايز كرده و عملكرد و
پاركينسوني دپرنيل صورت  داروي ضد با استفاده از) GFP(ترانسفكت شده با ژن پروتئين فلوئورسانت سبز 

  .گرفت
از روش رسوب كلسيم فسفات جهت وارد كردن  توصيفي آزمايشگاهي در اين مطالعه :روش بررسي

ها با استفاده  سلول. شدها استفاده  سلولژن مقاوم به پيورومايسين به اين و  GFPژن حاوي  pML8پلاسميد 
كشت  درصد سرم گاوي جنيني 15حاوي  )MEM-A )Minimum Essential Medium Alpha  كشتاز محيط 
دپرنيل براي القاي تمايز اجسام شبه جنيني به دودمان عصبي استفاده  مولار 10-8 در اينجا غلظت .داده شدند

بررسي موفولوژي با استفاده از رنگ آميزي اختصاصي كرزيل ويوله  P19هاي  جهت ارزيابي تمايز سلول .شد
از  III هاي عصبي مانند سيناپتوفيزين و بتاتوبولين هاي ويژه سلول به علاوه براي رديابي پروتئين. انجام شد

  .روش ايمنوفلورسنس استفاده شد
ها تحت تأثير عامل  ين سلولترانسفكت شده پايدار، تمايز عصبي ا P19هاي  ضمن توليد سلول :يافته ها

سينوماي جنيني نشانگرهاي ويژه  هاي كار مثبت مشتق شده از سلول GFPهاي  نورون. دپرنيل انجام شد القايي
  .هاي عصبي را بيان كردند سلول

مثبت مي توانند در مطالعات پيوندي و پژوهش هاي پايه اي مرتبط  GFPهاي تمايز يافته  سلول :نتيجه گيري
  .درماني و بيماري هاي تحليل سيستم عصبي مورد استفاده قرار گيرندبا سلول 

  
  .III ، تمايز عصبي، سيناپتوفيزين، بتاتوبولينGFPسينوماي جنيني، ژنسلول هاي بنيادي كار :هاي كليدي واژه
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در مطالعات پيشين از ). 2،3(كنند  مي القا مختلف
داروي محافظ عصبي دپرنيل جهت القاي فنوتيپ عصبي 

  .)4(استفاده شده است  P19در سلول هاي 
) 5(صبي بوده داروي محافظ ع) سلجلين(دپرنيل 

) 6( دارد فردي  به منحصر و ويژگي هاي فارماكولوژيك
دپرنيل به عنوان مهاركننده آنزيم مونوآمينواكسيداز بوده 

بيماري هاي مربوط  علائم بهبودي موجب طريق چند از
 پاركينسون و افسردگي به اختلالات عصبي از جمله،

كه اين دارو از طريق  صورت بدين ؛)7،8(شود  مي
زاد، قابليت  گيري از تخريب دوپامين درونجلو

دسترسي و فعاليت آن را در جسم سياه افزايش مي دهد 
 شده اعصاب از مغذي مواد شدن رها باعث دپرنيل). 9(
كند  مي متوقف را  آن يا و دارد كاهنده اثر آپوپتوز بر و
 سنتز و ژن بيان تغيير باعث تواند مي همچنين ،)10(

   تمايز تواند مي اين دارو ).4،11(شود  پروتئين
 هب )Embryonic stem cells(جنيني  بنيادي هاي سلول
  .)11(كند  القا دوز به وابسته طور به را عصبي هاي سلول

 از كشت محيط در آساني به توانند مي ها نورون
 كنتراست فاز عدسي با مورفولوژيكي بررسي طريق

 هاي ديبا آنتي از استفاده با .)12(شوند  داده تشخيص
 هاي سلول توان مي خاص هاي پروتئين ضد منوكلونال

 سري از يك اساس بر .)13(كرد  شناسايي را عصبي
 براي مولكولي نشانگر سيناپتوفيزين پروتئين مطالعات
 تشكيل در و بوده سيناپسي پيش وزيكول غشاي

، همچنين تنظيم )14(اگزوسيتوز  و سيناپسي وزيكول
 نقش و شكل پذيري سيناپسيرهاسازي نوروترانسميترها 

 بيشتر در نيز III بتاتوبولين پروتئين ايزوفرم .)15(دارد 
 نشانگر و داشته وجود بالغ هاي بافت عصبي زوايد

يكي از مزيت هاي  .)16(است  ها نورون براي ديگري
 DNAاين است كه مي توان  P19اصلي سلول هاي 

ني به خارجي را با استفاده از روش كلسيم فسفات به آسا
  .)17(اين سلول ها وارد كرد 

پروتئين فلورسنت سبز چندين دهه قبل 
)Green fluorescent protein= GFP(ژن گزارشگر ، 

سمي است كه در ماهي ژله اي  كدكننده يك ماركر غير

 GFPاز ژن گزازشگر ). 18(آكورا ويكتوريا كشف شد 
در آزمايش هاي غربال گري دارويي استفاده فراوان شده 

همچنين بيان اين ژن در سلول هاي بنيادي ). 19(ت اس
  .)20(كاربرد مهمي در بيولوژي سلول هاي بنيادي دارد 

اين تحقيق با هدف القاي فنوتيپ عصبي در 
 با استفاده از GFPترانسفكت شده با ژن  P19هاي  سلول

  .پاركينسوني دپرنيل صورت گرفت داروي ضد

 
  :بررسي روش

 P19زمايشگاهي از دودمان در اين مطالعه توصيفي آ
 صورت ها به سلول. استفاده شد سلول هاي بنيادي جنيني موش

در  و تهيه تهران پاستور سلولي بانك سسهوم از چسبنده كشت
 در محيط كشت 106x5/1ميليمتري به تعداد  60ظروف 

(Minimum Essential Medium Alpha= MEM-A) 

)Gibco-BRL, 11900073(  درصد سرم 15حاوي 
ميكروگرم  FBS( )Gibco, 10270( ،50(گاوي جنيني 

ميكروگرم  50و ) Sigma, P3032( در ميلي ليتر پنيسيلين
 كشت )Sigma, S1277( در ميلي ليتر استرپتومايسين

  .شدند داده
 pML8جهت انتقال ژن به سلول ها از پلاسميد 

و ژن مقاوم به پيورومايسين را تحت GFP حاملي كه ژن (
و از روش ) موشي بيان مي كند Pgk-1تور كنترل پرومو

اين پلاسميد . استفاده شد )CaPO4(رسوب كلسيم فسفات 
به صورت اهدايي از آزمايشگاه دكتر مك برني تهيه شده 

 McBurney's laboratory, Ottawa Regional Cancerاست

Center, Ottawa, Canada). .( غلظت مورد نظر از سلول
تصوير (يد ترانسفكت شدند ميكروگرم پلاسم 5ها با 
به  CaPO4–DNAدر اين روش محلول ). 1 شماره

 . صورت قطره قطره بر روي سلول ها اضافه شد

درجه  37ساعت در دماي  9تا  7سلول ها سپس به مدت 
بعد از مدت . پنج درصد انكوبه شدند CO2سانتيگراد و 

تازه  MEM-Aزمان انكوباسيون محيط كشت با محيط 
جهت ترانسفكت پايدار از محيط كشت  .جايگزين شد

ميكرو گرم در ميلي ليتر پيورومايسين  2انتخابي حاوي 
استفاده شد و سلول ها بعد از هشت روز مورد بررسي 
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مثبت در روز هشتم بعد از  GFPسلول هاي . قرار گرفتند
زنده از طريق  P19انتقال ژن در سلول هاي 

  .تندميكروسكوپ فلورسنس مورد بررسي قرار گرف

  
كه  PML8طرح شماتيك از پلاسميد  :1ه تصوير شمار
و ژن مقاوم  )GFP( پروتئين فلورسنت سبز حاوي ژن

 .تبه پيورومايسين اس

  
 P19 هاي سلول در عصبي القاي فنوتيپجهت 

 شبه اجسام توليد منظور ، در ابتدا بهGFPبيان كننده 
 با سلولي ، سوسپانسيون)Embryoid body= EB(جنيني 

ليتر محيط كشت تهيه و  هر ميلي در سلول 5×104 كمترا
سپس اين اجسام . به روش قطره هاي آويزان كشت شد

اي ژلاتينه شده محتوي محيط  خانه 12 به ميكروپليت
. انتقال يافتند FBSدرصد  3حاوي  MEM-Aكشت 

جهت القاي فنوتيپ عصبي در اجسام شبه جنيني حاوي 
دپرنيل به  مولار 10-8 مثبت از غلظت GFPسلول هاي 

  به گروه همچنين دو). 4(عنوان گروه تيمار استفاده شد 
 فاقد MEM-A كشت  عنوان كنترل مثبت، شامل محيط

FBS اسيد رتينوئيك، و  مولار 5×10-7 غلظت محتوي و
 دپرنيل فاقد MEM-A كشت منفي، شامل محيط  كنترل

  .، در نظر گرفته شدFBS و
عصبي جهت بررسي موفولوژي سلول هاي 

تمايز يافته از روش رنگ آميزي كرزيل ويوله استفاده 
دقيقه در  10در اين روش در ابتدا سلول ها به مدت . شد

 درصد در دماي اتاق ثابت شدند، سپس در 70اتانول 
 به درصد 5 استيك اسيد و درصد 95 اتانول از تركيبي
سانتيگراد  درجه - 20 در دماي دقيقه بيست مدت

نمكي  دقيقه با بافر ده بار هر بار آبگيري شده و دو
بعد از آن سلول ها به . شستشو داده شدند) PBS( فسفات

محتوي (ويوله  كرزيل رنگ دقيقه با محلول 10مدت 
 استيك درصد اسيد 8/0 ويوله، درصد كرزيل 25/0

انكوبه ) 21( )سديم مولار استات ميلي 6/0گلاسيال، 
شستشو داده  PBSدقيقه با  ده بار شده سپس چهار بار هر

  .شدند
ايمينوفلورسنس روشي ديگر جهت شناسايي 

 ). 12(ت سلول هاي عصبي در محيط كشت اس

مورد استفاده در اين روش  اوليه هاي بادي  آنتي
 ششامل آنتي بادي مونوكلونال ضد سيناپتوفيزين مو

)Abcam, San Francisco, CA, ab8049(  جهت شناسايي
 ي مونوكلونال ضد بتاتوبوليننورون هاي بالغ، آنتي باد

III  موش(Abcam, Cambridge, USA, ab7751)  و
 GFPآنتي بادي پلي كلونال خرگوش براي 

)Abcam, Cambridge, USA, ab290( بود .
كونژوگه شده با  )G )IgG ايمونوگلوبولين

ضد موش ) FITC( فلورسئين ايزو تيوسيانات
)Sigma, St. Louis, MO, F9137(  وIgG 

ضد خرگوش  )cyanine )Cy5.29ژوگه شده با كون
)Abcam, Cambridge, USA, ab6564 ( به عنوان

براي انجام . آنتي بادي هاي ثانويه استفاده شدند
 12در ابتدا سلول ها در پليت هاي  ايمينوفلورسنس

 با سپس. كشت داده شدندحاوي لامل خانه اي 
ساعت نيم  استفاده از محلول چهار درصد پارافرمالدئيد

تثبيت شده و بعد از آن سه بار  در درجه حرارت اطاق
از . شستشو داده شدند ايمنوهيستوشيمي PBSبا محلول 
براي پوشاندن جايگاه آنتي ژن هاي  كننده ك محلول بلا

به طوري كه جهت ايجاد  ،اختصاصي استفاده شد غير
 3/0با محلول نيم ساعت  نفوذ پذيري، سلول ها به مدت

درجه  37 دماي درو  PBSدر  X-100 درصد تريتون
انكوبه شدند و پس از سه بار شستشو با گراد   سانتي
PBS انكوباسيون سلول ها به مدت نيم ساعت با محلول ،

 PBSدر  (Sigma, G9023)ده درصد سرم نرمال بز 
  .انجام شد

براي انجام ايمنوفلورسنس دوبل در ابتدا 
ضد (ي اوليه سلول ها به طور همزمان با دو آنتي باد
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GFP  ضد سيناپتوفيزين يا ضد وGFP  و ضد
به مدت يك ساعت و سپس با آنتي ) III بتاتوبولين

بادي هاي ثانويه مناسب به مدت نيم ساعت انكوبه 
 70سلول ها بعد از چسباندن با گليسرول . شدند

با ميكروسكوپ  PBSدرصد در محلول 
جهت اطمينان از . ايمنوفلورسنس مشاهده شدند

ستي نتايج حاصله، در نمونه هاي كنترل آنتي در
  .هاي اوليه حذف شدند  بادي

 

  
  :افته هاي

با استفاده از روش استاندارد رسوب فسفات 
 به سلول هاي بنيادي PML8پلاسميد  DNA ،كلسيم

P19 جهت انتخاب و تكثير كلون هاي  .وارد شد
ترانسفكت شده از آنتي بيوتيك پيورومايسين استفاده 

به  بعد از هشت روزل هاي ترانسفكت شده سلو .شد
راحتي با استفاده از ميكروسكوپ فلورسنس مشاهده 

ترانسفكت شده با  P19 تمايز نيافته سلول هاي .شدند
 پلاسميد حاوي ژن گزارشگر پروتئين سبز فلورسنت

حاوي هسته درشت و گرد بوده و نسبت سيتوپلاسم به 
سلول  در بخش سيتوپلاسم GFPژن . هسته كم است

سلول هاي ترانسفكت . هاي تمايز نيافته بيان مي شود
گرفت شده پايدار براي مقاصد بعدي مورد استفاده قرار 

  .)2 تصوير شماره(

 

  
 )GFP( پروتئين فلورسنت سبزترانسفكت شده با پلاسميد حاوي ژن  P19 تمايز نيافته سلول هايطرح  :2تصوير شماره

(A) لول هاي تصوير ميكروسكوپ نوري از سP19 ترانسفكت شده .(B)  تصوير ميكروسكوپ فلورسنس از سلول هايP19  ترانسفكت
به خوبي بيان ) سر فلش(سيتوپلاسم سلول ها  .است كم هسته به سيتوپلاسم نسبت و بوده گرد و درشت هسته حاوي ها سلول. شده

 ).100(X مشخص است  لول ها در هر دو تصوير كاملاًس) انسر پيك(و سيتوپلاسم ) پيكان(هسته . را نشان مي دهد GFPپروتئين 

  
 در كشت از پس )EB(جنيني  شبه اجسام

 بستر به بود شده ژلاتينه ها آن كف كه كشتي ظروف
 صورت به تكثير حال در هاي سلول و چسبيده كشت
، 3تصوير شماره ( زدند بيرون ها آن اطراف از شعاعي

A .(اطراف در سلولي تكثير EB تا شعاعي صورت به 
 در. داشت ادامه دپرنيل با تيمار از پس روز ده حدود
 بين در عصبي مورفولوژي گونه هيچ مدت اين طول
 سلول شبيه ها سلول اين. نشد مشاهده حاصله هاي سلول
 بدون بوده، وجهي چند و تخت يعني تليالي اپي هاي
 قرار يكديگر كنار در فشرده طور به و فاصله گونه هيچ

 محيطي ناحيه هاي سلول دهم روز حدود از. گرفتند
 به را شكل دوكي هاي سلول و شده شكل تغيير دچار
 از كه سلولي زوايد ها سلول اين در. آوردند وجود
 شدند مي كشيده خارج طرف به سلولي جسم سمت
 تغيير دچار اًمجدد سپس ها سلول اين. بود تشخيص قابل
 ودخ به را عصبي هاي سلول مورفولوژي شده، شكل
 حدود تا كشت محيط در سلولي تمايز و تكثير. گرفتند
 EB هر اطراف در ترتيب اين به .داشت ادامه ماه يك
شد  تشكيل عصبي شبه هاي سلول از وسيعي بسيار شبكه

 با آميزي رنگ از پس). Bو  A، 3تصوير شماره (
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 زوايد با همراه عصبي شبه هاي سلول ويوله، كرزيل
 ). C،3تصوير شماره ( درآمدند بنفش رنگ به خود سلولي
 در نيسل اجسام رديابي براي ويوله كرزيل آميزي رنگ

تصوير ( شد استفاده نيز عصبي هاي سلول سيتوپلاسم
 هيچ با كه را P19 هاي همچنين سلول). D، 3شماره 
تصوير (منفي  كنترل عنوان به نشدند، تيمار دارويي
 هاي سلول از شده مشتق و نورون هاي)  E،3شماره 

P19 10-7با غلظت  اسيد رتينوئيك القايي اثر تحتx 5 
 ) F،3تصوير شماره (مثبت  كنترل مولار به عنوان
  .استفاده شدند

تمايز  P19ارزيابي ايمنوفلورسنس سلول هاي 
كه اين سلول ها بعد از تيمار  دادنشان  مثبت GFP يافته

و  )B، 4تصوير شماره ( با دپرنيل نسبت به سيناپتوفيزين
واكنش ايمني نشان ) F، 4تصوير شماره ( III بتاتوبولين
نتايج نشان داد كه بسياري از سلول ها . مي دهند

 يا بتاتوبولين) D، 4تصوير شماره ( GFPو  سيناپتوفيزين
III وGFP  ) 4تصوير شماره ،G ( را به طور همزمان بيان

 .كرده اند

  

  
 

  جنيني و سلول هاي  شبه اجسام صورت به نيافته تمايز P19 هاي سلول بررسي مورفولوژي :3 وير شمارهتص
  .تمايز يافته تحت تأثير دپرنيل

)A( هاي تصوير سلول P19 ستاره جسم شبه جنيني را . جنيني كه به بستر كشت چسبيده اند شبه اجسام صورت به نيافته تمايز
وجهي و سلول هاي دوكي شكل در حال تمايز را نشان  پيكان و نوك پيكان به ترتيب سلول هاي تمايز نيافته چند. نشان مي دهد

 متراكمي هاي توده ها نورون. در حضور دپرنيل) EB(جنيني  شبه تصوير ميكروسكوپ نوري از تمايز اجسام )B( .مي دهند
 توسط وليسل هاي توده). پيكان( شود مي ديده كمتر تراكم با نوروني سلولي جسم از نواحي ها آن بين در كه اند داده تشكيل
 ويوله كرزيل )C. (دهد مي نشان را تمايز حال در هايEB  از اي توده ستاره). پيكان نوك( اند شده متصل هم به باريكي زوايد
 را سلولي لايه تك سطح روي بر سلولي شبكه عصبي شبه هاي سلول. شد استفاده يافته تمايز هاي نورون آميزي رنگ براي

 سيتوپلاسم در عصبي شبه هاي سلول) D. (دهد مي نشان را عصبي شبه هاي سلول انشعابات انپيك سر). پيكان( دادند تشكيل
 سر( دهد مي نشان را مشخص هستك و هسته با عصبي غير ي ها سلول هستار علامت). پيكان(هستند  نيسل حاوي اجسام خود
 تحت P19 از شده مشتق هاي نورون )F(منفي و  كنترل عنوان به نشدند، تيمار دارويي هيچ با كه P19 هاي سلول) E). (پيكان

 .F(  ×40و  E(  ×10 ،)Dو  A- C( .در نظر گرفته شدند مثبت كنترل عنوان به اسيد رتينوئيك القايي اثر
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  .ايمنوفلورسنسارزيابي بيان پروتئين هاي ويژه عصبي در سلول هاي تمايز يافته به روش  :4 تصوير شماره

)A ( سلول هايP19 يافته پروتئين فلوئورسانت سبز تمايز )GFP( مثبت را با استفاده از نور مرئي، )B ( بيان نشانگر عصبي
سلول هاي ) E(تصوير ممزوج شده،  )D(در همان سلول ها،  GFPبيان همزمان ) C(در سلول هاي تمايز يافته،  سيناپتوفيزين

P19  تمايز يافتهGFP مثبت با استفاده از نور مرئي، )F ( بتا توبولين  نشانگر عصبيبيانIII ،در سلول هاي تمايز يافته )G ( بيان
 ژن وسيله به كه نشده تيمار P19 هاي سلول. منفي كنترل نمونه )I-K(تصوير ممزوج شده، ) H( در همان سلول ها، GFPهمزمان 

GFP كنند نمي بيان را عصبي تصاصياخ نشانگرهاي ها سلول اين. اند نگرفته قرار دپرنيل معرض در ولي ؛اند شده ترانسفكت. 
)A- D(  ×40 ،)E- K(  ×10.  

  
  :بحث

، جهت PML8در مطالعه حاضر از پلاسميد 
از سلول هاي بنيادي  P19ترانسفكت پايدار دودمان 

اين پلاسميد  .شدتراتوكارسينوماي جنيني موش استفاده 
است و اين و ژن مقاوم به پيورومايسين  GFPژن  حامل

 .بيان مي كند pgk-1نترل پروموتور را تحت كژن ها 
از طريق در سلول هاي ترانسفكت شده  GFPبيان 

سپس سلول هاي . ميكروسكوپ فلورسنس رؤيت شد
P19  بيان كنندهGFP با استفاده از داروي محافظ عصبي 

در واقع . ، به سلول هاي عصبي تمايز يافتند)دپرنيل(

يپ شبه دپرنيل به عنوان ماده القاگر جهت تمايز فنوت
در طول تمايز  .عصبي در اين سلول ها استفاده شد

 عصبي القا شده توسط دپرنيل تغييرات بيولوژيكي و
نورون هاي ايجاد شده در . مورفولوژيكي ايجاد مي شود

محيط كشت خصوصيات ظاهري عصبي را نشان داده و 
تعدادي از نشانگرهاي عصبي مثل سيناپتوفيزين و 

رنگ آميزي كرزيل ويوله . كردند را بيان III بتاتوبولين
  و ايمنوفلورسنس جهت تأييد فنوتيپ عصبي در 

  كشت . انجام شد GFPبيان كننده  P19سلول هاي 
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به مدت بيش از يك  GFPسلول هاي عصبي بيان كننده 
در اين مطالعه براي اولين بار تمايز . ماه ادامه يافت

مشتق شده از  GFPعصبي در سلول هاي بيان كننده 
  .انجام شد P19لول هاي بنيادي تراتوكارسينوماي جنيني س

 در جنيني سينوماي كار سلولي هاي دودمان
   يا )22(شوند  داده كشت بالا تراكم با كه صورتي

 از. كنند مي پيدا تمايز ،)23( آيند در توده صورته ب
 براي را ها كه آن P19 هاي سلول هاي مهمترين ويژگي

   اين است كه اين ختهسا مناسب تكويني مطالعات
 فنوتيپ و كرده رشد آساني به ها علاوه بر اينكه سلول
 ها آن حال عين در كنند، مي حفظ را خود نيافته تمايز
 شرايط هاي دستكاري طريق از تمايز براي توانند مي

 اين ژنتيكي تركيب نهايت در. شوند القا كشت محيط
 هاي ونكل انتخاب طريق از آساني به تواند مي ها سلول
 ورزي دست ها آن ژنوم به شده ترانسفكت هاي ژن حامل
 مختلف مطالعات بررسي جهت صورت اين به و شده
  .)17(گيرند  قرار استفاده مورد

در مطالعه حاضر سلول هاي تراتوكارسينوماي 
P19 توسط حامل حاوي ژن GFP در . ترانسفكت شدند

كت اين مطالعه جهت انتخاب و تكثير كلون هاي ترانسف
مثبت از آنتي بيوتيك پيورومايسين  GFPشده پايدار 
 به GFP كننده بيان عصبي هاي سلول كشت. استفاده شد

 GFPسلول هاي  .يافت ادامه ماه يك از بيش مدت
مثبت چندين بار به طور موفقيت آميزي منجمد و ذوب 

نتايج اين گزارش نشان داد كه ايجاد سلول هايي . شدند
  را بيان كنند  GFPدت ژن كه به طور طولاني م

  .امكان پذير است
كارايي ترانسفكشن پايدار شاخص موفقيت براي 

در ). 20(انتقال و ادغام ژن به درون سلول هاست 
به ) GFP(بسياري از مطالعات پروتئين فلورسنت سبز 

سمي زنده براي كلون هاي ترانسفكت  عنوان ماركر غير
ز اين مطالعات شده استفاده شده است كه نمونه هايي ا

با اين ). 12،18،24،25(در مقاله حاضر ذكر شده است 
 براي GFP بودن سمي غير برخي از پژوهش ها حال

به طوري كه در اين مطالعات  ؛مي كند نغض را ها سلول
 ژن مدت طولاني طور به كه سلولي هاي رده ايجاد
GFP است و بيان  بوده ناموفق ،كنند بيان راGFP  باعث

. )26،27(يزان آپاپتوز در اين سلول ها مي شود افزايش م
 دست هايي سلول به همكارانش و زاده تقي تازگي به

 ساعت 72-96 تا را GFP ژن گذرا طور به كه يافتند
 اثرات به توجه با اما كردند؛ بيان ترانسفكشن از پس

   اين گسترش به قادر ها آن GFP سلولي سميت
 كننده بيان سلولي هاي رده عنوان به سلولي هاي كلون
همچنين در ). 20(نشدند  GFP مدت طولاني و پايدار

باعث بالا رفتن  GFPمطالعه اي ديگر نيز نشان داده شد 
حساسيت به داروهاي سايتوتوكسيك و افزايش استرس 

). 28(اكسيداتيو در دودمان سلولي نوروبلاستوما مي شود 
يك  GFPهمكارانش اظهار داشتند كه و  Blairاز طرفي 

  .)29(سمي را كد مي كند  نشانگر غير
همچنين در مطالعه ديگر موج بافان و همكارانش از 

  متصل به سيگنال EGFPجهت بيان پايدار  P19سلول هاي 
Peroxisomal Targeting Signal Type II= PTS2)( 

استفاده كردند و توانستند با استفاده از روش ليپوفيكشن 
توليد كننده  P19هاي رده سلولي پايدار از سلول 

PTS2- EGFP  در مطالعه حاضر با  ).24(ايجاد كنند
كه  GFPسمي بودن  وجود تناقض بين سمي بودن و غير

در مطالعات پيشين ذكر شد، با استفاده از وكتور حاوي 
 به GFP ژن مدت طولاني و پايدار انتقال GFP ژن

 تراتوكارسينوماي بنيادي هاي سلول از P19 دودمان
از آنجايي كه سلول هاي . موش صورت گرفت يجنين

P19   دريافت كننده هاي عالي در انتقالDNA  از طريق
، )17(روش هاي كلسيم فسفات يا الكتروپوريشن هستند 

تفاوت بين نتايج ما و آنچه كه در مطالعات تقي زاده و 
همكارانش به دست آمده است، ممكن است به علت 

نيادي مورد مطالعه و دودمان هاي مختلف سلول هاي ب
همچنين استفاده از روش هاي متفاوت جهت انتقال ژن 

نتايجي كه ما در ارتباط با بيان پايدار و طولاني . باشد
مشاهده كرديم مشابه نتايجي است كه در  GFPمدت 

مطالعه موج بافان و همكارانش ذكر شد با اين تفاوت 
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كه ما در مطالعه خود از روش رسوب كلسيم فسفات 
  .جهت انتقال ژن مورد نظر استفاده كرديم

 هاي سلول اشاره كرديم تمايز همانگونه كه قبلاً
P19 متفاوت هاي غلظت با تيمار شرايط تحت تواند مي 

 اين كه هنگامي به عنوان مثال). 2،3(شود  القا داروئي
 نورواكتودرم به شوند، تيمار اسيد رتينوئيك با ها سلول
   و ها نورون حاوي كشت محيط و كرده پيدا تمايز
از  قبلي مطالعات در .)30(شود  مي گليا هاي سلول

داروي محافظ عصبي دپرنيل جهت القاي فنوتيپ عصبي 
 مداوم مصرف). 4(استفاده شد  P19در سلول هاي 
 را دوپامينرژيك هاي نورون فعاليت داروي دپرنيل

 مهار را دوپامين اتورسپتورهاي همچنين. كند مي تسهيل
 ها نورون اين توسط دوپامين مجدد جذب مانع ،كرده
  .)31(شود  مي

 و نوروتروفين هاي ژن بيان دپرنيل كه آنجايي از
 را اثر همان است ممكن كند، مي القا را نوروني تمايز
تمايز . )11(باشد  داشته جنيني بنيادي هاي سلول روي

در شرايط  P19عصبي سلول هاي تراتوكارسينوماي 
 استچندين مطالعه گزارش شده آزمايشگاهي در 

علاوه بر آن نورون هاي مشتق شده از اين ). 12،32(
دودمان سلولي به طور موفقيت آميزي در مطالعات 
پيوندي در مدل هاي موشي متعددي استفاده شده است 

 عصبي هاي سلول در شده توصيف مورفولوژي .)33(
 محققين توسط نيز اين از پيش پژوهش اين از حاصل
 عنوان به مورفولوژي اين ).34(است  شده گزارش ديگر
. شد گرفته نظر در عصبي هاي سلول شناسايي اوليه معيار

 شده ايجاد هاي نورون در موجود زوائد پژوهش در اين
 شبكه مجاور، هاي نورون سلولي زوايد با و شده منشعب

 داراي ها سلول اين آوردند؛ وجود به را اي پيوسته هم به
 سيتوپلاسمي زوايد قطبي، چند تا قطبي ود سلولي جسم

 يك محتوي بزرگ و يوكروماتين هسته گسترده،
 ديگر پژوهش در. بودند دار دانه سيتوپلاسم و هستك
 اسيد با شده تيمار P19 هاي سلول از حاصل هاي نورون

 شناسايي خود خاص شكل اساس بر ابتدا در رتينوئيك

 با و شده منشعب ها نورون اين سلولي زوايد. )3(شدند 
نورون هاي مجاور شبكه به هم پيوسته اي  سلولي زوايد

  ).3( را به وجود آوردند
نشان داد كه دپرنيل مي تواند  اين مطالعه نتايج

پروتئين هاي نشانگر عصبي مانند سيناپتوفيزين و 
مثبت  GFP، را در سلول هاي تمايز يافته III بتاتوبولين
قبلي نورون هاي مشتق  بر اساس گزارش هاي. بيان كند

شده از سلول هاي بنيادي جنيني و سلول هاي 
كارسينوماي جنيني در شرايط آزمايشگاهي تشكيل 
سيناپس داده و نسبت به سيناپتوفيزين واكنش ايمني نشان 

 ).4،11،35( دهندمي 

 هاي نورون بين سيناپس در اين پژوهش تشكيل
 محيط رد GFPبيان كننده  P19 هاي سلول از شده مشتق
 به نسبت ها سلول اين ايمني واكنش توسط كشت

 پروتئين سيناپتوفيزين. است شده داده نشان سيناپتوفيزين
 فعاليت محل و )36( بوده سيناپسي پيش وزيكول غشايي

 تشخيص قابل نقاطي صورت به عصبي سلول در آن
 نشانگر ها سلول اين در سيناپتوفيزين بيان ).32(است 

 و) 37( كارآمد و عملكردي يها سيناپس اكتساب
 سلول اين در )38( عمل پتانسيل توليد توانايي همچنين
 هاي سلول كه گرفت نتيجه توان مي بنابراين. هاست
 كارآمدي عصبي هاي سلول دپرنيل اثر در شده توليد
 هاي پروتئين مهمترين از يكي پروتئين اين. هستند

 انجام آن مورد در فراواني مطالعات كه است سيناپسي
 مراحل معتبر نشانگرهاي از سيناپتوفيزين. است شده
 وجود اي مطالعه در. )39(است  عصبي تمايز نهايي
 القايي اثر تحت سيناپتوفيزين كننده بيان هاي سلول

 تا دوازده يا و) 21(روز  ده حدود در رتينوئيك اسيد
  چسبنده كشت از پس )40( روز چهارده EBهاي 
 اساس بر. است شده زارشگ ES هاي سلول از حاصل
 P19 هاي سلول از مشتق هاي نورون ديگر هاي گزارش

 كه دادند تشكيل هايي سيناپس آزمايشگاهي شرايط در
دهند  مي نشان ايمني واكنش سيناپتوفيزين به نسبت

است  مرتبط سيناپس تشكيل با پروتئين اين بيان. )35(
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 سيسيناپ فعاليت كاهش داد نشان پيشين مطالعات. )35(
. )41(دارد  حافظه و ها سيناپس روي مخربي اثرات
 ها نورون بين سيناپسي ارتباطات آن در كه درماني روش
 مناسبي بالقوه كاربرد تواند مي شود مي حذف يا بازيابي

 همكارانش و بيلي. )42(باشد  آلزايمر بيماري درمان در
 در ريواستيگماين تيمار كه دادند نشان 2010 سال در

 تواند نمي تنهايي به اوليه قشري سلول كشت مدل
 و عصبي مورفولوژي اما كند؛ حفظ را ها نورون

 ها سيناپس اين. كند مي حفظ را سيناپسي نشانگرهاي
 .)42(هستند  حياتي نورون طبيعي عملكرد جهت

  سطح كلرايد، ليتيم است شده گزارش همچنين
 mRNA پروتئين و سيناپتوفيزين كننده كد هاي ژن ي 

. )43(دهد  مي افزايش را كيلودالتوني 160 وفيلامنتنور
 تمايز هاي سلول كه شد داده نشان پژوهش حاضر در

 نشان مثبت ايمني واكنش III بتاتوبولين به نسبت يافته
 هاي بافت عصبي زوايد بيشتر در III بتاتوبولين. دادند
 در هاي نورون براي قديمي نشانگري و داشته وجود بالغ
 در مغزي ويژه III بتاتوبولين بيان .)44(ست ا تمايز حال

 در مطالعات بنيادي هاي سلول از شده مشتق ي ها نورون
  ).45(است  شده داده نشان قبلي

  

  : نتيجه گيري
آمدي  در پژوهش حاضر طراحي ساده و كار

پيشنهاد شده است كه مي تواند به عنوان پايه اي براي 
اهي و مطالعات تمايز عصبي در شرايط آزمايشگ

در واقع در . شرايط محيط زنده در نظر گرفته شود
اينجا تركيبي از روش تشكيل اجسام شبه جنيني و 

بيان كننده  P19استعمال دارو جهت القاي سلول هاي 
. به سمت سلول هاي عصبي استفاده شد GFPپايدار 

مثبت حاصل از اين  GFPسلول هاي تمايز يافته 
مورد استفاده قرار پژوهش سپس در مطالعات پيوندي 

 استفاده از . )نتايج گزارش نشده است(گرفت 

قبل از پيوند  GFPسلول هاي بنيادي نشاندار شده با 
اميد تازه اي براي استفاده از آن ها در پژوهش هاي 

بنابراين مطالعه حاضر ). 25(اي فراهم كرده است   پايه
گامي در پيشبرد پژوهش هاي مرتبط با روش  لاًاحتما
درماني و بيماري هاي تحليل سيستم عصبي با  سلول

 P19 سينوماي استفاده از سلول هاي بنيادي تراتوكار
  .فراهم آورده است

  
  :يتشكر و قدردان

مركز تحقيقات سلولي و اين پژوهش در 
 انجام شدهمولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد 

كه ما را در انجام اين  يبدينوسيله از تمام كسان. است
به ويژه جناب آقاي دكتر مرتضي  نمودند ييار طرح

هاشم زاده چالشتري، رئيس مركز تحقيقات سلولي و 
 يقدردان مولكولي دانشگاه علوم پزشكي شهركرد،

 .شود يم
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Background and aims: P19 cells are a line of pluripotent embryonal carcinoma stem cells, that 
are able to grow continuously in serum-supplemented media and can be induced to differentiate 
into all three lineages, mesoderm, endoderm and ectoderm. The sequence of foreign DNA can 
be introduced into these cells using of standard methods of transfection, through which to 
examine the cell function and differentiation. This study aimed to induce neuronal phenotype in 
P19 cells transfected with green fluorescent protein (GFP) gene, using an antiparkinson drug, 
deprenyl. 
Methods: In this laboratory descriptive study, calcium phosphate precipitation method was used 
to introduce pML8 plasmid, encoding GFP and puromycin resistance gene, into these cells. The 
cells were cultured using MEM-A medium, supplemented with 15% fetal bovine serum. Here 
108 M concentrations of deprenyl was used to induce embryoid body differentiation to neuronal 
lineage. Cresyl violet staining was used to evaluate the morphology of differentiated P19 cells. In 
addition, immunofluorescence techniques was used to evaluate neuron specific proteins, 
synaptophysin and β-III tubulin. 
Results: In addition to production of stable transfected P19 cells, neuronal differentiation of 
these cells was carried out by the effect of deprenyl induction. GFP-positive neurons derived 
from embryonic carcinoma cells expressed neuron specific markers. 
Conclusions: GFP-positive differentiated cells can be used in transplantation studies and basic 
researches in association with cell therapy and neurodegenerative diseases. 
 
Keywords: Embryonal carcinoma cells; green fluorescent protein gene; Neuronal differentiation; 
Synaptophysin; β-III tubulin. 
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