
 

		  

الگوی بیان چرخه‌های سیگنالی LIF و FGF -2 در 
سلول‌های بنیادی رویانی حاصل از لقاح آزمایشگاهی، 

همتاسازی و خودگشنی در گاومیش

bb

چكيد‌ه 
س�لول های بنیادی رویانی که از لایه زاینده داخلی رویان در مرحله بلاستوسیس�ت تولید می شوند، توانایی تمایز به  انواع سلول های 
لایه زاینده رویان ش�امل برون پوس�ت ، میان پوست و درون پوست را دارند. اطلاعات کمی در ارتباط با فاکتورهایی که بر تمایز یا حفظ 
سلول در حالت تمایز نیافته اثر می گذارند وجود دارد. در این مطالعه الگوی بیان چرخه های فاکتور مهارکننده لوکمیا )LIF( و فاکتور 
رش�د فیبروبلاس�تی )FGF-2(، به منظور درک بهتر ارتباط چرخه های س�یگنالی در خودنوسازی س�لول های بنیادی رویانی گاومیش 
مورد بررسی قرار گرفت. سلول های بنیادی رویانی از رویان های حاصل از لقاح آزمایشگاهی )IVF(، همتاسازی  )IVC( و خودگشنی 
)Parthenogenesis( بدس�ت آمدند و از آلکالین فس�فاتاز و رنگ آمیزی ایمیونو فلورس�انس به منظور شناس�ایی سلول های بنیادی 
 ،Ko-DMEM،KSR ، LIF اس�تفاده ش�د. به منظور کشت سلول های بنیادی از لایه تغدیه کننده استفاده ش�د و محیط کشت حاوی
FGF-2، ال- گلوتامین، اسیدهای آمینه غیر ضروری و جنتامایسین بود. بیان ژن های حد واسط چرخه های LIF و FGF-2 با استفاده 

از RT-PCR بدست آمد. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد، بیانFGF-2 در سلول های بنیادی رویانی گاومیش بیشتر از LIF بود. 
LIF ، FGF-2، گیرنده های آن ها و ترکیبات حد واس�ط این چرخه ها در س�لول های بنیادی رویانی حاصل از هر س�ه منشاء تقریبا در 

حد یکسانی بیان شدند.

کلمات کلیدی: سلول های بنیادی رویانی، FGF، LIF، گاومیش
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Embryonic stem cells (ESCs) are derived from the inner cell mass (ICM) of blastocyst and differentiate into all three embry-
onic germ layers: ectoderm, endoderm, and mesoderm. There is less information available about the factors that are affecting 
buffalo ES cells in culture. In this study, expression profiles of the Leukemia Inhibitory Factor (LIF) and basic Fibroblast 
Growth Factor (FGF-2) signaling pathways were investigated to better understand the relationships of the signaling pathways 
for self-renewal in buffalo ES cells. Buffalo ES cells were derived from in vitro fertilized (iESC), parthenogenetic (pESC) 
and handmade cloned (cESC) embryos. Alkaline phosphatase and immune-fluorescence staining were used to characterize 
buffalo ES cells. Feeder layer was used for ESCs culture, and culture medium consisting of Knockout- Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (Ko-DMEM) supplemented with Knockout Serum Replacement (KSR), leukemia inhibitory factor (LIF), 
basic fibroblast growth factor-2 (FGF-2), L-glutamine, nonessential amino acids and gentamicin. Gene expression was analy-
sed by RT-PCR for signaling pathways. Results showed that, the expression of FGF-2 was higher than LIF in buffalo ESCs. 
LIF, FGF, their receptors and intermediate signaling pathways was expressed at almost same level in three sources of buffalo 
ESCs.
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مقدمه
س��لول های بنیادی رویانی از توده سلولی داخلی رویان در مرحله قبل 
از لان��ه گزینی در رحم بدس��ت می آین��د  )Sasaki و همکاران، 2008(. تا 
زمانی که ش��رایط برای حف��ظ پرتوانی آنها محیا باش��د، قابلیت ماندگاری 
و خودنوس��ازی دارند و می توانند به انواع س��لول های برون پوس��ت، میان 
پوس��ت و درون پوست تمایز یابند.  این خصوصیات جالب توجه سلول های 
 ،Yamanaka و Okita( بنیادی را به ابزار بس��یار مفیدی تبدیل کرده اس��ت
2006(. در س��ال 1981 تولید س��لول های بنیادی موش منجر به توس��عه 
فن��اوری هدف گیری ژن به منظور تولید موش های با ژن ناک اوت ش��د و 
از این فناوری به س��رعت به منظور تحقیقات و مدل س��ازی عملکرد ژن ها 
اس��تفاده ش��د )Evans و Kaufman ،1981(. همچنین از زمان جدا سازی 
س��لول های بنیادی رویانی انس��ان در س��ال 1998، از آنها به منظور تولید 
انواعی از س��لول ها از جمله س��لول های عصبی، کبدی، س��لول های بتای 
پانکراس، س��لول های بافت عضلانی، پوشش��ی و قلبی اس��تفاده شده است 
و از آنجایی که س��لول های بنیادی ظرفیت تکاملی نا محدودی دارند، می 
توانن��د به منظور پیوند اعض��اء در درمان بیماری های انس��ان نوید دهنده 
باشند )Okita و Xie ;2007 ،Kurosawa ;2006 ،Yamanaka و همکاران، 
2009(. با این وجود، اس��تفاده از سلول های بنیادی به عنوان ابزار درمانی 
 در انس��ان با مش��کلات علمی و اخلاقی عمده ای روبرو اس��ت. از آن جمله
می‌توان به استفاده از ترکیبات تعریف نشده از جمله سرم خون و همچنین 
س��لول ها و ترکیباتی که منشاء حیوانی دارند در تولید سلول های بنیادی 
انسان اشاره کرد. بطوری که استفاده از منابع حیوانی می توانند باعث انتقال 

بیماریهای ویروس��ی ناشناخته و یا آلودگی های بین گونه ای شوند. در این 
ارتب��اط، مطالعه چرخه های ارتباطی داخل س��لولی که در حفظ پرتوانی و 
خودنوس��ازی س��لول های بنیادی حیوانات مختلف نقش دارند می تواند به 
عنوان راهنمایی به منظور ایجاد محیط های کشت تعریف شده  برای تولید 

.)2006 ،Yamanaka و Okita( سلول های بنیادی بکار روند
تحقیقات نشان داده اند، محیط های القا شده با سلول های فیبروبلاست 
رویانی موش باعث حفظ خودنوس��ازی سلول های بنیادی موش شده و نیاز 
به لایه تغذیه کننده را مرتفع س��اخته اس��ت. به نظر می رسد، سلول های 
فیبروبلاس��ت موش از تمایز س��لول های بنیادی از طریق تولید مهارکننده 
لوکمیا )LIF( ممانعت به عمل می آورد. بطوری که با اضافه کردن پروتئین 
نوترکیب LIF به محیط کشت، سلول های بنیادی موش بدون استفاده از لایه 
تغذیه کننده کش��ت شده اند )Okita و LIF .)2006 ،Yamanaka با اتصال 
 STAT3 و Shp-2130( و با اس��تفاده از glycoprotein( gp130 ب��ه گیرنده
)signal transducer and activator of transcription 3( باعث فعال شدن 
Jak kinases می‌شود. با این وجود، LIF در حفظ پرتوانی سلول های بنیادی 
رویانی انسان نقشی ندارد و چرخه فاکتور رشد فیبروبلاستی )FGF( دراین 
 .)2007 ،Hutchins و Biswas ;2006 ،Benvenisty و Darr( امر موثر است
 FGF-2 از طریق گیرنده هایی که منجر به فعال کردن پروتئین تیروزین کیناز 

م��ی ش��ود، باع��ث ممانع��ت از تمای��ز خودبخ��ودی و افزای��ش تکثی��ر و 
 ماندگاری س��لول‌های بنیادی رویانی انس��ان می ش��ود. بطوری که تمامی 
  FGF-2انس��ان‌داری رویان��ی  بنی��ادی  س��لول‌های  کش��ت   محیط‌ه��ای 

می‌باشند )Dvorak و همکاران، 1998(.
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در حالی که FGF-2 در حفظ خود نوس��ازی سلول‌های بنیادی انسان 
موثر است، در سلول‌های بنیادی موش منجر به تمایز شده و در سلول های 
بنیادی گاومیش همراه با LIF منجر به ماندگاری آنها می شود.  بطوری که 
 LIF و FGF-2 نگهداری س��لول های بنیادی رویانی گاومیش بدون حضور

امکان پذیر نیست )Sharma و همکاران، 2011(.
با توجه به نقش چرخه های س��یگنالی LIF و FGF-2 در حفظ پرتوانی 
س��لول های بنی��ادی رویانی گاومیش و همچنین تفاوت آن با س��لول‌های 
بنیادی موش و انس��ان در این تحقیق به منظور تعیین الگوی بیان چرخه 
های سیگنالی LIF و FGF-2 در سلول های بنیادی رویانی گاومیش، سلول 
های بنیادی از سه روش لقاح آزمایشگاهی، همتاسازی و خود گشنی تولید 

شدند و الگوی بیان چرخه های مذکور در آنها مورد بررسی قرار گرفتند.

مواد و روش كار
بجز مواردی که در متن اش��اره شده اس��ت، کلیه مواد شیمیایی و 
محیط های کشت از شرکت Sigma آمریکا و وسایل مصرفی پلاستیکی 

از شرکت Nunc دانمارک خریداری شدند. 

تولید رویان با استفاده از روش لقاح آزمایشگاهی
برای تولید رویان با اس��تفاده از لقاح آزمایش��گاهی، تخمدان های 
گاومیش از کش��تارگاه جمع آوری شدند و درون محلول نمکی فسفات 
بافری در دمای 30 تا 34 درجه سانتیگراد در مدت 5 ساعت از کشتار 
به آزمایش��گاه انتقال یافتن��د. به منظور اس��تحصال مجموعه تخمک-

کومولوس، فولیکول های با قطر 2 تا 8 میلی متر با اس��تفاده از سرنگ 
10 میلی لیتری با سرس��وزن س��ایز 18 مکیده شدند. تخمک هایی که 
دارای بیش از س��ه لایه گرانولوزای فشرده و اووپلاسم یکنواخت بودند، 
به قطرات 100 میلی لیتر از محیط کش��ت بلوغ انتقال یافتند. بطوری 
ک��ه هر قطره ح��اوی 15 تا 20 تخمک بود. محیط کش��ت بلوغ حاوی 
TCM-199 به همراه %10 س��رم جنی��ن گاو، هورمون تحریک کننده 
فولیکولی )5 µg/ mL(، β-17 اس��ترادیول )µg/mL 1(، سدیم پیروات 
)mM 0/18(، % 10 مایع فولیکولی گاومیش و جنتامایس��ین س��ولفات 
)µg/mL 50(  ب��ود. تخمک ها درون محیط کش��ت بلوغ، تحت روغن 
معدن��ی و در دم��ای 38/5 درجه س��انتی گراد و 5 درصد دی اکس��ید 
کربن به مدت 24 ساعت به بلوغ رسیدند. به منظور لقاح آزمایشگاهی، 
تخم��ک ها با محی��ط کش��ت )Bracket and Oliphant’s  (BO دو بار 
شستش��و ش��ده و درون قطره های µL 50 از محیط کش��ت BO قرار 
 BO گرفتن��د )15 ت��ا 20 تخمک ب��ه ازای هر قطره(.  محیط کش��ت
حاوی mg/mL 10 آلبومین س��رم گاو بود. آماده س��ازی اس��پرماتوزوآ 
بر اس��اس روش 5 و همکاران )1998( انجام ش��د. پس از آن اس��پرم 
ه��ای  پرتحرک )106× 2-1( ب��ه قطرات حاوی تخمک اضافه ش��دند 
و درون انکوبات��ور ب��ا دمای 38/5 درجه س��انتی گ��راد و 5 درصد دی 
اکس��ید کربن ب��ه مدت 18 س��اعت ق��رار گرفتند. پ��س از این مدت 
 زایگوت‌های احتمالی از س��لول های کومولوس جدا شدند و در محیط
Modified Charles Rosenkrans Medium with Amino Acids 

)mCRaa 2( حاوی % 0/6 آلبومین س��رم گاو به مدت 48 س��اعت قرار 
گرفتند. در پایان این مدت رویان ها به محیط کش��ت mCR2aa حاوی 

% 0/6 آلبومین سرم گاو و % 10 سرم جنین گاو انتقال یافتند و به مدت 
6 روز درون انکوباتور با دمای 38/5 درجه سانتی گراد و %5 دی اکسید 

کربن قرار گرفتند تا به مرحله بلاستوسیست برسند.  

تولید رویان
)Handmade Cloning)  HMC با استفاده از تکنیک 

برای تولید رویان با اس��تفاده از تکنیک HMC از روش بهینه ش��ده 
Shah و هم��کاران )2009( اس��تفاده ش��د. بط��ور خلاصه، س��لول‌های 
فیبروبلاس��ت از س��لول های پوست گوش گاومیش با س��ن کمتر از 6 
سال استحصال ش��دند و به عنوان دهنده ماده ژنتیکی بکار رفتند. پس 
از به بلوغ رس��اندن تخمک ها، س��لول های کومولوس آنها با استفاده از 
هیالورونی��داز)mg/mL 0/05( در محیط TCM) 2T-199 + %2 س��رم 
mg/( جدا ش��د و به منظور حذف لایه زونا پلوسیدا از پرونیز )جنین گاو

mL 2( در محیط TCM) 10T-199 + %10 سرم جنین گاو(  استفاده 
شد. به منظور پیدایش برجس��تگی مخروطی شکل، تخمک های عاری 
از س��لول ه��ای کومولوس به م��دت 10 تا 15 دقیقه در محیط کش��ت 
20T (TCM-199 + %20 س��رم جنی��ن گاو(  در انکوبات��ور حاوی 5% 
دی اکس��ید کرب��ن با دم��ای C°38/5 نگهداری ش��دند. پ��س از آن به 
محیط کش��ت 20T حاوی سایتوکالایسین )μg/mL 2/5( منتقل شدند 
و برجس��تگی مخروطی ش��کل به کمک میکروتیغ جدا ش��د. به منظور 
بازگشت حالت کروی، سایتوپلاست های نیمه در محیط  کشت 20T و 
انکوباتور حاوی %5 دی اکس��ید کربن با دمای 38/5 درجه سانتی گراد 
به مدت 10-15 دقیقه نگهداری ش��دند. پس از آن سایتوپلاس��ت های 
نیمه به فایتوهماگلوتنین )mg/mL  0/5( در محیط کشت 2T به مدت 
3-4 ثانیه آغش��ته شدند و پس از آن به محیط کشت 2T حاوی سلول 
های دهنده انتقال یافتند. هر سایتوپلاس��ت نیمه به آرامی دور س��لول 
دهنده حرکت داده ش��د تا به یکدیگر متصل شوند. به منظور انجام هم 
جوش��ی با اس��تفاده از روش تک مرحله ای، زوج سایتوپلاس��ت نیمه و 
س��لول دهنده و یک سایتوپلاس��ت نیمه دیگر به لام هم جوشی منتقل 
شدند. زوج سایتوپلاست نیمه و سلول دهنده با استفاده از پالس جریان 
 BTX( 200 BTX Electrocell Manipulator دستگاه )متناوب )4 ولت
San Diego, CA, USA( بطوری که سلول بدنی روبروی الکترود منفی 
باش��د در یک خط قرار گرفتند و یک سایتوپلاس��ت نیمه دیگر نزدیک 
س��لول بدنی قرار گرفت. یک پالس جریان مستقیم kV/cm( 3/36 برای 
μsec4( بلافاصله بعد از قرار گرفتن س��لول بدنی بین دو سایتوپلاس��ت 
 20T نیمه برقرار ش��د. پس از آن ترکیب س��ه تایی در محیط  کش��ت
در انکوباتور حاوی %5 دی اکس��ید کربن و دم��ای C°38/5 به مدت 6 
س��اعت قرارگرفتند تا به شکل کروی درآیند. به منظور فعال سازی، آنها 
در محیط کش��ت 20T حاوی کلسیمایس��ین2μM(  23187A( درون 
انکوباتور حاوی %5 دی اکسید کربن و دمای 38/5 درجه سانتی‌گراد به 
  20T مدت 5 دقیقه  قرار گرفتند. س��پس تخمک ها س��ه بار در محیط
شستشو داده شدند و در قطره هایL µ 5 از 20T  حاوی 6- دای متیل 
آمینو پورین )mM 2( تحت روغن معدنی درون انکوباتور حاوی %5 دی 
اکس��ید کربن و دمای 38/5 درجه س��انتی گراد ق��رار گرفتند. در پایان 
رویان ها چهار بار در محیط کشت RVCL حاوی %1 آلبومین سرم گاو 

الگوی بیان چرخه های سیگنالی ... 
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بدون اس��ید چرب شستشوداده ش��دند و در Lµ 400 از این محیط در 
ظروف چهار خانه ای )10 تا 15 رویان در هر خانه( تحت روغن معدنی 
در انکوباتور حاوی %5 دی اکس��ید کربن  و دمای 38/5 درجه س��انتی 

گراد به مدت 8 روز تا مرحله بلاستوسیست انکوبه شدند.

تولید رویان با استفاده از روش خودگشنی
تخمک ها همانند روش��ی که در مرحله لقاح آزمایش��گاهی عنوان شد 
پس از مدت 24 س��اعت به بلوغ رس��یدند. پس از این مرحله، فعال س��ازی 
تخمک های بالغ همانند روش HMC انجام شد، بطوری که آنها به مدت 5 
دقیقه در محیط کشت 20T حاوی کلسیمایسینμM 2(  23187A( درون 
انکوباتور حاوی %5 دی اکس��ید کربن و دمای 38/5 درجه س��انتی گراد به 
منظور فعال سازی قرار گرفتند و پس از شستشو، به مدت 8 روز در محیط 

کشت RVCL قرار گرفتند تا به مرحله بلاستوسیست رسیدند.

تولید سلول های بنیادی رویانی
س��لول های بنی��ادی رویان��ی از بلاستوس��یت ه��ای با منش��اء لقاح 
آزمایش��گاهی و همتاسازی بر اس��اس روش Muzaffar و همکاران )2012( 
تولید ش��دند. بطور خلاصه سلول‌های لایه زاینده داخلی بلاستوسیست‌ها با 
روش مکانیکی جدا ش��ده و بر روی لایه تغذیه کننده‌ای که از س��لول های 

فیبروبلاست جنینی گاومیش تولید شده بود کاشته شدند. از محیط کشت  
 ،)KSR  (GIBCO/BRL ح��اوی 15 درصد )KO-DMEM (GIBCO/BRL
GIBCO/( )1% v/v( اسید های آمینه غیر ضروری ،)2 mM( ال- گلوتامین

LIF  ،(BRL موش��ی )µg/mL 1( و 2‌FGF-2)ng/mL 5( اس��تفاده شد. هر 
48 ساعت محیط کشت تعویض می شد و نمونه های کشت شده در شرایط 
%5 دی اکسید کربن و  دمای 38/5 درجه سانتی گراد بود. کلونی‌ها پس از 

هر 7 روز به لایه های تغذیه کننده جدید منتقل می شدند.

شناسایی سلول های بنیادی
رنگ آمیزی آلکالین فسفاتاز

به منظور انجام رنگ آمیزی آلکالین فس��فاتاز، سلول های بنیادی دوبار 
با DPBS شستش��و داده شدند. س��پس آنها با استفاده از کیت رنگ آمیزی 
آلکالین فسفاتاز )86C .Sigma, Catalog No( و بر اساس روش کار شرکت 
تولید کننده رنگ آمیزی ش��دند. بطوری که سلول‌های بنیادی پس از رنگ 

آمیزی به رنگ قرمز مشاهده شدند )شکل 1(.

آنالیز ایمونو سیتوکمکیال
به منظور شناس��ایی س��لول‌های بنیادی گاومیش، بیان شناساگرهای 
پرتوانی که شامل شناساگرهای س��طح سلولی )SSEA-4 و TRA-1-81( و 

ش�کل 1- رنگ آمیزی ایمونوفلورسانس شامل شناساگرهای سطح سلولی )SSEA-4 و TRA-1-81( و شناساگرهای داخل 
 ،)I(در س�لول های بنیادی حاصل از لقاح آزمایش�گاهی )ALP( و آلکالین فس�فاتاز )OCT4، SOX2، NANOG( س�لولی

همتاسازی )C( و خودگشنی. 
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LIF در چرخه  PCR جدول 1- آغازگرهای مورد استفاده به منظور انجام

F: آغازگر پیشرو، R: آغازگر پیرو

شناساگرهای داخل سلولی )NANOG ،SOX2 ،OCT4( می باشند، بوسیله 
رنگ آمیزی ایمونوفلورس��انس بر اساس روش Anand و همکاران )2011( 
 DPBS انجام ش��د. بطور خلاصه، به منظور تثبیت س��لول ه��ای بنیادی از
حاوی %4 پارافرمالدئید اس��تفاده شد. سپس به منظور افزایش نفوذپذیری، 
 100-Triton X  0/1% حاوی DPBS شستشو ش��ده و با DPBS س��ه بار با
تیمار ش��دند. پس از شستش��وی مج��دد با DPBS، با مایع انس��داد کننده 
 ،4-SSEA( انکوبه شدند و پس از آن با آنتی بادی های اولیه )سرم بز %4(
TRA-1-81، SOX2 ،OCT4 و NANOG ( ب��ا نس��بت 1 ب��ه 10 به مدت 
 ،DPBS یک س��اعت در دمای اتاق درمان شدند. پس از شستشوی مجدد با
به مدت دو س��اعت در دم��ای اتاق با آنتی بادی ثانویه که با FITC نش��ان 
دار ش��ده بود انکوبه ش��دند. پس از این مرحله با اس��تفاده از میکروسکوپ 
فلورس��انس )Diaphot, Nikon, Tokyo Japan( مورد بررس��ی قرار گرفتند. 
بطوری که س��لول های بنیادی پس از رنگ آمیزی به رنگ س��بز مش��اهده 
 goat ش��دند )ش��کل 1(. آنتی بادی های ثانویه به نسبت 1 به 200  شامل
goat anti-mouse IgG-FITC con� و anti-mouse IgM-FITC conjugatee
jugate از شرکت Sigma و goat anti-rat IgM-FITC conjugate از شرکت

Pierce Biotechnology Inc  اس��تفاده ش��د. به منظور بررسی صحت رنگ 
آمیزی، از آنتی بادی اولیه در گروه کنترل استفاده نشد، بطوری که پس از 

رنگ آمیزی گروه کنترل به رنگ سبز مشاهده نشد.

Reverse Transcriptase-PCR و RNA  استخراج
 کل محت��وای RNA ه��ر گروه آزمایش��ی با اس��تفاده از روش ترایزول
)Invitrogen( استخراج شد و از  51906( به منظور جلوگیری از آلودگی با

DNA  استفاده شد. نسخه برداری معکوس با استفاده از آنزیم USB( 5( و 
آغازگر oligo dT انجام ش��د.واکنش PCR  در حجم  μL 25 انجام پذیرفت 
  Taq DNA polymerase ( U ( ،)10 dNTPs (mM ،)X10( و ش��امل باف��ر
1/0(، آغازگر پیش��رو و پیرو )µM 10( بود. شرایط واکنش شامل واسرشتی 
در دمای 94 درجه س��انتی گراد و به م��دت 3 دقیقه بود. پس از آن برنامه 
چرخش��ی )36 چرخه( شامل 94 سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، دمای ویژه 
اتصال آغازگر بر اساس جداول او 2 به مدت 30 ثانیه و در پایان 72 سانتی 
گراد به مدت 30 ثانیه بود. واکنش با مرحله توس��عه در دمای 72 س��انتی 
گ��راد به مدت 10 دقیقه به پایان رس��ید. در پاــيان محصولات PCR روی 
ژل آگارز 1/5 درصد الکتروفورز گردید و عمل عكس برداري با دس��تگاه ژل 
داک )BIO-RAD( صورت گرفت.  مقایسه بیان ژن ها با استفاده از تصاویر 

حاصل از دستگاه ژل داک، بصورت چشمی انجام گرفت.

نتایج
س��لول های بنیادی در فواصل زمانی معین با اس��تفاده از رنگ آمیزی 
آلکالین فسفاتاز و شناس��اگرهای پرتوانی شناسایی شدند. بطوری که نتایج 

الگوی بیان چرخه های سیگنالی ... 
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برای س��لول های بنیادی از هر سه منش��اء لقاح آزمایشگاهی، همتاسازی و 
خودگش��نی ب��رای  SSEA-4، TRA-1-81، NANOG، OCT4 و SOX2 و 
آلکالین فسفاتاز )ALP( مثبت بودند. سلول های بنیادی پس از رنگ آمیزی 
با آلکالین فس��فاتاز به رنگ قرمز مشاهده شدند و برای سایر شناساگرها به 

رنگ سبز بود )شکل 1(.
نتایج حاصل از RT-PCR در ارتباط با چرخه س��یگنالی LIF در سلول 
های بنیادی رویانی گاومیش نش��ان دادند، LIF به میزان کمی در س��لول 
های بنیادی از هر س��ه منشاء بیان ش��د. در حالی که LIFR و GP130 به 
عنوان گیرنده های LIF بیان خوبی داش��تند. در ارتباط با اجزاء حد واس��ط 
این چرخه سلولی JAK2 بیان کمی داشت. STAT3 در سلول های بنیادی 
بیش��تر از امبروئید بادی ب��ود. SOCS به عنوان ممانعت کننده STAT3 در 
سلول های بنیادی رویانی گاومیش  به میزان کمی بیشتر از امبروئید بادی 
بود و PIAS3 به عنوان دیگر ممانعت کننده STAT3 در سلول های بنیادی 
رویانی حاصل از لقاح آزمایش��گاهی و خودگشنی، بیشتر از نوع همتاسازی 
آن و امبروئی��د بادی بود. بیان PIM و CDX2 در س��لولهای بنیادی رویانی 

.)2a گاومیش و امبروئید بادی به یک میزان مشاهد شد )شکل
در ارتب��اط ب��ا چرخه س��یگنالی FGF-2 نتایج این مطالعه نش��ان داد، 
FGF-2 و گیرنده اول آن در سلول های بنیادی رویانی گاومیش بیان شدند، 

در حالی که گیرنه سوم آن در سلول های بنیادی حاصل از همتاسازی بیان 
نش��د. اجزاء حد واسط این چرخه در سلول های بنیادی رویانی گاومیش از 

.)2b هر سه منشاء به یک میزان بود )شکل

بحث
نتای��ج این تحقیق نش��ان دادند، LIF در س��لول های بنی��ادی رویانی 
گاومیش حاصل از همتاس��ازی، لقاح آزمایش��ی و خودگش��نی و همچنین 
امبروئی��د ب��ادی به می��زان کمی بیان ش��د در حالی که گیرن��ده های آن 
)LIFR و GP130( بیان خوبی داش��تند. Rho و همکاران نشان دادند، بیان 
LIF و گیرنده های آن در س��لول های بنیادی رویانی انس��ان در مقایسه با 
 Rho( کمتر است. همانند سلول های بنیادی رویانی انسان Hela سلول‌های
و همکاران، JAK2 ،)2006 در س��لول های بنیادی رویانی گاومیش کاهش 
یافته بود در حالی که بیان STAT3 بیش��تر از امبروئید بادی بود. مطالعات 
متعددی نش��ان دادند STAT3 برای حفظ پرتوانی سلولهای بنیادی رویانی 
م��وش اهمیت دارد )Smith ;2001 ،Smith و همکاران، Burdon ;1988 و 
همکاران، STAT .)2002 ها فاکتورهای رونویس��ی خاموش در سیتوپلاسم 
هس��تند که توس��ط JAKs  فسفوریله ش��ده و پس از انتقال به هسته فعال 
می ش��وند )Rawlings و هم��کاران، STAT3 .)2004 از طریق فعال کردن 
 ،Anneren( باعث خودنوسازی س��لول های بنیادی موش می شود cMYC

.)b 32008( )شکل
بیان PIM در س��لول ه��ای بنیادی رویانی گاومی��ش و امبروئید بادی 
تقریب��ا نزدیک به ه��م بود. این ژن در حف��ظ پرتوانی و ممانع��ت از تمایز 
خود بخودی در س��لول های بنی��ادی موش نقش دارد )Aksoy و همکاران، 
2007(. برخلاف س��لول ه��ای بنیادی رویانی م��وش، Stewart و همکاران 
)2008( نش��ان دادند، فعال شدن چرخه LIF/STAT3 برای حفظ پرتوانی 

FGF در چرخه  PCR جدول 2- آغازگرهای مورد استفاده به منظور انجام

F: آغازگر پیشرو، R: آغازگر پیرو
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ش�کل 2- بیان ژن های چرخه های سیگنالی LIF و FGF -2 در سلول های بنیادی رویانی گاومیش 
. a( چرخه س�یگنالی LIF b( چرخه س�یگنالی 2-FGF ) E: امبروئید بادی، C: سلول های بنیادی 
حاصل از همتاسازی، I: سلول های بنیادی حاصل از لقاح آزمایشگاهی، P: سلول های بنیادی حاصل 

از خودگشنی(
(FGF=fibroblast growth factor, FGFR= fibroblast growth factor receptor, 
SHP2=SH2 domain-containing phosphatase; MAPK = mitogen-activated 
protein kinase, PI3K =Phosphoinositide -3kinase, JAK2=Janus kinase 2; GP130, 
glycoprotein 130, CDX2: Caudal-related homeobox, SOCS= Suppressors of 
cytokine signaling,) 

ش�کل 3- تفاوت حفظ پرتوانی و خودنوسازی در سلول‌های بنیادی رویانی انسان و موش. درسلول های بنیادی 
م�وش ژن‌های پرتوانی در اثر اتصال LIF به گیرنده آن و فعال ش�دن چرخ�ه JAK/STAT3 افزایش می یابند 
 ،Yamanaka و Okita ;2008 ،b) (Anneren( در این امر موثر اس�ت FGF در حالی که در انس�ان چرخه )a(

Rho ;2006 و همکاران، 2006(.

الگوی بیان چرخه های سیگنالی ... 
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س��لول های بنیادی انس��ان و میمون ضروری و کافی نیس��ت. در حالی که 
در م��ورد گاومیش این چرخه ب��ه منظور حفظ پرتوانی س��لولهای بنیادی 
ضروری به نظر می رس��د )Muzaffar و همکاران، 2012(. بطور کلی سلول 
 ه��ای بنیادی انس��ان، مقدار کمی از اجزاء س��ازنده چرخه LIF که ش��امل 
گیرنده های LIF، JAK و STAT3 هس��تند را بیان می کنند. در حالی که 
بی��ان ممانعت کننده چرخه LIF مانند SOCS در آنها بالاتر اس��ت )Wei و 

همکاران، 2005(.
اگرچ��ه LIF ب��رای مان��دگاری س��لول ه��ای بنی��ادی رویان��ی موش 
ضروری اس��ت، ام��ا تحقیقاتی که بر روی رویان های ب��دون گیرنده LIF و 
 gp130 انجام گرفته مش��خص کرده اس��ت که این روی��ان ها توانایی تولید 
 س��لول های بنیادی را دارند. این نتایج نش��ان دادن��د، عواملی بجز LIF در 
توده س��لولی داخلی رویان در این امر دخیل هس��تند و چرخه های دیگری 
 ،Rao( در ممانعت از تمایز سلول های بنیادی نقش دارند LIF-gp130 بجز

.)2004
نتای��ج مطالعات ما نش��ان دادند، FGF-2 و گیرنده ه��ای 1 و 3 آن در 
س��لول های بنیادی رویانی گاومیش بیان ش��دند، اگرچ��ه گیرنده 3 آن در 
س��لول های بنیادی حاصل از رویان های همتاس��ازی ش��ده مشاهده نشد. 
Zandi و همکاران )2013( گزارش کردند، رش��د سلول های بنیادی حاصل 
از همتاسازی در مقایسه با نوع لقاح آزمایشی آن کمتر بود. این اختلاف رشد 
می تواند به نوعی در اثر کاهش بیان گیرنده س��وم FGF-2 در س��لول های 
بنیادی حاصل از همتاس��ازی باش��د. Bottcher و Niehrs )2005( گزارش 
کردند، اتصال FGF به گیرنده اش و هپارین منجر به فسفوریلاسیون گیرنده 
و فعال شدن چرخه های آبشاری درون سلولی، از جمله چرخه Ras/ERK و 
چرخه Kinase PI3 می‌شود )شکل b 3(. چرخه Ras/ERK در تمایز سلول 
های بنیادی رویانی موش و جوجه نقش دارد و توس��ط LIF فعال می شود 
)Kunath و هم��کاران، Stavridis; 2007 و هم��کاران، 2007( در حالی که 
چرخه FGF/ERK خودنوسازی سلول های بنیادی رویانی انسان را افزایش 

داد )Greber و همکاران، 2010(. 
چرخه Kinase PI3 در خودنوس��ازی سلول های بنیادی رویانی انسان 
 WNT از طریق تنظیم چرخه FGF-2 .)2005 ،و همکاران Kim( نقش دارد
ب��ا فعال کردن Kinase/GSK3β PI3 در حفظ س��لول های بنیادی رویانی 
انس��ان در حالت تمایز نیافته موثر اس��ت )Ding و همکاران، 2010(. نتایج 
ما نشان دادند Kinase PI3 و AKT در سلول های بنیادی رویانی گاومیش 
بیان ش��دند و بیان Kinase PI3 بیشتر از AKT بود. در سلول های بنیادی 
 GSK3β باعث مهار عملکرد AKT با فعال کردن  Kinase PI3رویانی موش
و در نتیجه باعث فعال کردن چرخه WNT می شود. این در حالی است که 
Kinase PI3 در س��لول های بنیادی موش با استفاده از LIF فعال می شود 
 LIF و FGF-2 ،2013( نشان دادند( و همکاران Zandi .)2008 ،Anneren(
اثر هم افزایی با WNT3A به منظور افزایش سرعت رشد سلول های بنیادی 
رویانی گاومیش داشتند. سایر مطالعات در این زمینه نیز نشان دهنده نقش 
FGF-2 و LIF در حف��ظ پرتوانی س��لول های بنی��ادی رویانی گاومیش بود 

)Sharma و همکاران، 2011(.
مهمترین عامل در حفظ خودنوس��ازی در س��لول های بنیادی انسانی 
FGF می باش��د )Xu و همکاران، 2005( )ش��کل a( 3. سلول های بنیادی 
رویانی انسان در حضور FGF-2  حتی در نبود لایه تغذیه کننده و سرم خون 

می توانند باقی بمانن��د )Okita و Yamanaka، 2006(. همچنین مطالعات 
مربوط به خرگوش نیز نقش FGF-2 در حفظ س��لول های بنیادی در حالت 

تمایز نیافته را نشان داده اند )Hond و همکاران، 2009(.
نتای��ج حاصل از این مطالعه نش��ان داد، در حالی که بیان گیرنده ها و 
ترکیبات حد واس��ط ه��ر دو چرخه FGF-2 و LIF در س��لول های بنیادی 
گاومیش حاصل از س��ه منشاء لقاح آزمایشگاهی، همتا سازی و خود گشنی 
تا حدود زیادی مش��ابهت داش��تند  و نتایج نشان داده اند که هر دو چرخه 
در حفظ پرتوانی، خود نوسازی و ماندگاری سلول های بنیادی در گاومیش 
نقش دارند، اما اختلافات زیادی در عملکرد FGF-2 و LIF در حفظ پرتوانی، 
خود نوس��ازی و ماندگاری سلول های بنیادی بین موجودات مختلف وجود 
دارد، بطوری که FGF-2 در انس��ان، میمون و خرگوش و LIF در موش اثر 
تعیین کننده ای در حفظ پرتوانی و خودنوسازی سلول های بنیادی رویانی 
دارن��د. این تفاوت می تواند در عملکرد س��لول ه��ای بنیادی در گونه های 
مختلف نقش داش��ته باشد. به عنوان مثال سلول های بنیادی موش قابلیت 
تمایز به س��لول های تپنده قلب را دارند، درحالی که این امکان در انس��ان 
و میمون گزارش نش��ده اس��ت. در نتیجه با مقایسه ترکیبات حد واسط این 
چرخه ها در سایر حیوانات اهلی و مقایسه آنها می توان تفاوت های موجود 
را شناسایی و از طریق انتقال ژن هایی که در یک نوع از سلول بنیادی فعال 

نیست، قابلیت تمایز آنها را به سایر سلول ها افزایش داد.

تشكر و قدرداني
بدین وس��یله از پروفسور مان ماهان س��ینگ چوهان و پربهات پالتا که 
با حمایت های خود در انجام این پروژه ما را همراهی نمودند کمال تش��کر 

را داریم.  
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