
 

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 9, No 36, Autumn 2011, Page 179-190 

Original Article 

Evaluation of the differentiation process of human bone marrow 

mesenchymal stem cells to cardiomyocyte-like cells: An in vitro study 

Saheli M., M.Sc., Hosseini A., Ph.D., Piryaei A., Ph.D.*, Fadaei Fathabadi F., Ph.D., 
Bandehpour M., Ph.D., Salehi M., Ph.D., Norouzian M., Ph.D. 

*P.O.Box: 19395-4719, Department of Biology and Anatomical Sciences, School of Medicine, 
Shaheed Beheshti Medical Sciences University, Tehran, Iran 

Received: Sep 2011             Accepted: Nov 2011 

Abstract 

Porpose:To evaluate the development of cardiomyocyte-like cells derived from human bone 

marrow mesenchymal stem cells induced by 5-azacytidine (5-aza) under in vitro condition. 

Materials and Methods: Human bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) were purified,  

then the cells were induced by 5µM 5-aza for 5 weeks. To transdifferentiate into cardiomyocyte, the 

culture medium of human BMMSCs was changed every 24 hours, in the way that the cells were put 

in the culture medium containing 5-aza for 24 hours and, then were put in a culture medium free of 

the said material for another 24 hours, and this process continued until sampling. RT-PCR assay 

was performed to detect the expression of specific myocardium genes including α-actinin, myosin 

heavy chain (MHC) and connexin-43 each weeks after first induction. Fluocytometry was used to 

determine the expression of specific myocardium proteins including α-actinin, troponin and 

connexin-43 at 3rd and 5th weeks after the first induction. 

Results: The expression of all three myocardium genes was detected 1 to 5 weeks after induction in 

a time-dependent manner. There was a continuous increase in expression of α-actinin and connexin-

43  genes from the 1st to the 5th week, while mRNA of MHC gene was at the highest level in the 

forth week. The expression of α-actinin and troponin proteins was equal after three and five weeks, 

whereas that of the connexin-43 was higher after five weeks in comparison to the 3rd week. 

Conclusion: The current study indicated that stimulating human bone marrow mesenchymal stem cells 

by 5-aza with the concentration of 5µM under in vitro condition can lead to differentiating 

cardiomyocyte-like cells. Furthermore prolonged culture duration may lead to more differentiated cells. 
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  چكيده
 تحـت   ،مغـز اسـتخوان انـسان      ميي بنيادي مزانشي  ها     مشتق از سلول   كارديوميوسيتي شبه   ها    سلولتمايز  بررسي چگونگي روند     :هدف

  درشرايط آزمايشگاهيazacytidine (5-aza)-5ثير أت

وسـيتي  مي تمـايز كارديو   ي هفتـه بـراي القـا      5مغز استخوان انسان پس از تخليص به مدت           ميي بنيادي مزانشي  ها  ول سل :ها  مواد و روش  
مغـز    ميبنيادي مزانشي ي  ها  محيط كشت سلول   ،يكارديوميوسيت تمايز   يبراي القا . كرومول قرار گرفتند  مي 5 با غلظت    aza-5ثير  أتحت ت 

 و aza-5 ساعت در محيط كشت حـاوي  24 ها شد، بدين ترتيب كه سلول بار تعويض    ت يك  ساع 24طور متوالي هر     ه ب استخوان انسان، 
 هـا   بررسي روند تمايز سـلول براي. برداري ادامه داشت و اين روند تا زمان نمونه    گرفتند  ساعت در محيط كشت فاقد اين ماده قرار          24

   بـا روش   43-وزين و كانكـسين   مي ـتينين آلفـا، زنجيـره سـنگين        ي اختصاصي قلبي شامل اك    ها   ژن mRNAزان بيان   مياز مقايسه الگو و     
RT-PCR   آلفـا، تروپـونين قلبـي و    -ي اختـصاصي اكتينـين  هـا  ي اول تا پـنجم پـس از القـا و همچنـين بيـان پـروتئين       ها   در پايان هفته  
  . در پايان هفته سوم و پنجم پس از القا با روش فلوسايتومتري استفاده شد43-كانكسين

  يهـا   ي ژن هـا     mRNA بـه نحـوي كـه        ،ي مـورد بررسـي بـه صـورت الگـويي وابـسته بـه زمـان بيـان شـدند                    هـا    ژن mRNA :ها  يافته
 α-actinin   وConnexin-43   و بيـان   دندش ـي هفته اول تا پنجم، با روندي صعودي بيـان           ها   در تمام نمونه  mRNA   ي ژن   هـاMHC  در 

ي سوم و پنجم پس از القا با يكـديگر          ها   تروپونين قلبي در هفته     و آلفا-كتينيني ا ها  زان بيان پروتئين  مي. زان را داشت  مي بيشترين   4هفته  
  .  از هفته سوم تا پنجم افزايش يافته بود43-كانكسين ي بيان كننده پروتئينها   اما جمعيت سلول،برابر
 ـ     مـي   ميي بنيـادي مزانـشي    هـا    مطالعه حاضر نشان داد كـه سـلول        :گيري  نتيجه كرومـول بـه    مي 5بـا غلظـت      aza-5ثير  أتواننـد تحـت ت

  . ندشو ميتر   تكوين يافتهها  كارديوميوسيت ،اق تمايز پيدا كنند و با افزايش مدت زمان الكارديوميوسيت
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  مقدمه
شوند كـه     ها انسان دچار سكته قلبي حاد مي          هر ساله ميليون  

 بسياري از كساني كه     .دشو درصد بالايي از آن منجر به مرگ مي       
 دچار كاهش عملكـرد پمپـي قلـب و كـاهش             نيز مانند  زنده مي 

عضله قلب برخلاف عضله اسـكلتي  . شوند ا ميه   كارديوميوسيت
فاقد قدرت بازسازي خود بعد از وقوع ضايعات ايسكميك بوده          

اي سرانجام منجر بـه    ها در اثر هر عارضه        و مرگ كارديوميوسيت  
در حال حاضر تنها راه     . ]1-3 [شود   عروقي مي  -اختلالات قلبي 

لـب  درمان عملي چنين بيماراني در شرايط حـاد عمـل پيونـد ق            
مشكلات فراواني از جمله تعـداد بـسيار كـم            كه آن هم با    است
بـر، مـشكلات     هاي اهدايي، عمل جراحي سنگين و هزينـه         قلب

سركوب ايمني شخص گيرنده و احتمال بالاي رد پيوند مواجـه           
 ، درمان اين بيماران    براي كار ديگري  بنابراين يافتن راه   ؛]4[است  

هميـت و ضـرورت     هـاي قلبـي از ا       همچون جـايگزيني سـلول    
هاي   توان از پيوند سلول     بدين منظور مي  . خاصي برخوردار است  

قلبي خاص به ناحيه دچار سكته قلبي استفاده كرد كـه فعاليـت              
هاي قلبي از دسـت رفتـه در اثـر            انقباضي را با جايگزيني سلول    

بـدين ترتيـب شناسـايي انـواع        . دهنـد   انفاركتوس افـزايش مـي    
هاي آسيب ديده     گزين كارديوميوسيت هايي كه بتوانند جاي       سلول

شوند يكي از موضوعات مورد توجه محققين بيولوژي و علـوم           
هـاي از دسـت     زيرا با جايگزين كردن اين سـلول  . استپزشكي  

تـوان فعاليـت قلـب را         هاي عملكردي جديـد مـي         رفته با سلول  
 دنيـا در ايـن      سـر محققين بـسياري در سرا     .]5-7[بهبود بخشيد   

تـوان گفـت انـواع        اند و مي   ت فراواني را انجام داده    زمينه مطالعا 
از جملـه ايـن     . انـد   درمان امتحان شـده    برايها      وسيعي از سلول  

هـاي جنينـي و نـوزادي،           تـوان بـه كارديوميوسـيت       ها مي     سلول
هاي بنيـادي جنينـي و بـالغ،            هاي مشتق از سلول       كارديوميوسيت

هاي اسـكلتي       تهاي عضله صاف، فيبروبلاست و ميوبلاس         سلول
اند كـه كـاربرد      مطالعات مختلف نشان داده    .]8-10 [اشاره نمود 

هاي بنيادي در درمان بيماران قلبي همواره نتـايج مطلـوبي               سلول
بـدين منظـور دو گـروه اصـلي         . هرچند ضـعيف داشـته اسـت      

هــاي بنيــادي جنينــي و   هــاي بنيــادي كــه شــامل ســلول  ســلول
هاي مختلف به كـار بـرده           ا روش  ب بودههاي بنيادي بالغين        سلول
هـاي بنيـادي     هاي بنيادي بالغين، سلول  از ميان سلول .ه استشد

در انـد، دليـل ايـن امـر      مغز استخوان بيش از همه مطالعـه شـده      
هـا در تمـايز بـه           ها و توانايي بـالاي آن         بودن اين سلول  دسترس  

 in vitroمطالعـات   ].12و11 [اسـت هـاي    انواع مختلفي از سلول
ي مغز استخوان قابليـت تمـايز       ها  MSCاند كه    متعددي نشان داده  

 ].14و13 [هـاي قلبـي را در محـيط آزمايـشگاه دارنـد               به سلول 
بـه  محـدودي    قابل پيونـد     ينه در حال حاضر منابع سلول     اسفأمت

هاي از دسـت رفتـه بعـد از انفـاركتوس       منظور جايگزيني سلول  
 ــ شــد  صور مــيوجــود دارد، بــرخلاف آنچــه ســابق بــر ايــن ت

هاي بنيادي مـشتق       اين است كه سلول    گر نشاناخير  هاي   گزارش
ها تمايز    دنبال پيوند به قلب به كارديوميوسيت      ه استخوان ب  زاز مغ 
  و 2007و همكـارانش در سـال        )Zhang( ژانگ   .]15[د  يابن  نمي

ــويي ــال  (Cui) ك ــارانش در س ــد  2010 و همك ــشان دادن در  ن
در شرايط آزمايشگاهي به      انشيميهاي بنيادي مز    سلولكه   صورتي

 بعـد از تزريـق بـه        ،سمت رده كارديوميوسيتي تمايز داده شـوند      
هـا تمـايز      محل سكته قلبي با احتمال بيشتري به كارديوميوسيت       

از آنجا  . ]17و16 [شوند  يابند و باعث بهبود عملكرد قلب مي        مي
هاي تمايز كارديوميوسيتي منجـر بـه ايجـاد             كه بسياري از روش   

شـوند، بنـابراين    ها در مقادير و كـارآيي كـم مـي      ارديوميوسيتك
هـاي بنيـادي در       هـا از سـلول        سازي توليد كارديوميوسـيت    بهينه

همچنين با توجه بـه     . ]18[شرايط آزمايشگاهي بسيار لازم است      
در    هاي تمايز يافته قلبـي پيونـدي اثـر مهمـي            كه تعداد سلول   آن

 ـ         هـاي    ا اصـلاح اسـتراتژي    موفقيت نهـايي پيونـد سـلول دارد، ب
هاي تمايز نيافته به      احتمالي كه باعث افزايش ميزان تبديل سلول      

تـوان    شود، مي   هاي بالغ مي    ا كارديوميوسيت يهاي قلبي     پيش ساز 
هـايي كـه تمـايز          يكـي از فـاكتور    . ميزان موفقيت را افزايش داد    

انساني را به كارديوميوسيت تحريك       هاي بنيادي مزانشيمي    سلول
  كـه اثـر آن بـر تمـايز بـه       ]19و18 [ استazacytidine -5كند  مي
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در   بنابراين تغيير  .كارديوميوسيت وابسته به زمان و غلظت است      
 بـر   ،هاي كارديوژنيك بالقوه       تركيبي فاكتور  آثار زمان و     و غلظت

اگرچـه تمـايز     .]19[ خواهـد داشـت    نتيجه حاصـل اثـر مهمـي      
شـود، امـا       انجـام مـي    ها در محيط آزمايـشگاهي      كارديوميوسيت

هاي   ها در كسب خصوصيات كارديوميوسيت      همچنان اين سلول  
بنابراين شـناخت رونـد تمـايز و بلـوغ          . بالغ دچار نقص هستند   

هاي توليد شده در شـرايط آزمايـشگاهي كـه در             كارديوميوسيت
 ـ            نظـر    هدسترس محققان و جامعه باليني باشد ضـروري و مهـم ب

بررسي روندي اسـت كـه    حاضرهدف از مطالعه . ]20[رسد  مي
MSC         ها    كارديوميوسيت هاي مشتق از مغز استخوان طي تمايز به 

 و به دنبال آن شناخت زمـاني  نمايند در محيط آزمايشگاه طي مي   
ــلول  ــن س ــه اي ــلول    ك ــه س ــوتيپي ب ــر فن ــا از نظ ــبه   ه ــاي ش ه

مسلما با شناخت بهتر فراينـد و       . شوند  كارديوميوسيتي تبديل مي  
توان بـا انتخـاب مرحلـه تمـايزي خاصـي بـراي               يزمان تمايز م  

هاي قلبي يا سـلول       هاي حيواني آسيب    هاي سلولي به مدل     پيوند
  .درماني بيماران قلبي انتظار وقوع نتايج مؤثرتري را داشته باشيم

  
  ها مواد و روش

  ها  ، تخليص و تكثير آن ميتهيه سلول مزانشي
هاي مغز      ز سلول مغز استخوان، ا     هاي بنيادي مزانشيمي      سلول

اي كه در بانك سلولي مركز تحقيقـاتي          استخوان افراد اهدا كننده   
هـاي      ها درون فلاسك      اين سلول . شد تهيه   ،بن ياخته موجود بود   
 100 و FBS  درصـد 15 بـه اضـافه   DMEMحاوي محيط كشت   

استرپتومايسين در دماي   /سيلين ليتر پني   واحد بين المللي در ميلي    
 درصـد دي اكـسيد كـربن        5اد و در غلظـت      گر   درجه سانتي  37

ها هر سه روز تعـويض        محيط كشت فلاسك  . كشت داده شدند  
ها با سـلول پـر     درصد كف فلاسك90 تا 80د و پس از آنكه    ش
سرانجام پـس از    . شدند   پاساژ داده    3 به   1ها به نسبت      شد سلول   

 4هـاي پاسـاژ       ، از سـلول     هاي مزانشيمي     تخليص و ازدياد سلول   
  .دشانجام مراحل بعدي تحقيق استفاده براي 
  

  ها  بودن سلول مياثبات مزانشي
هـاي مـورد اسـتفاده در           بـودن سـلول     اثبات مزانشيمي  براي

توسط    هاي مزانشيمي     هاي اختصاصي سلول    تحقيق، بيان پروتئين  
هـا بـا      براي اين منظـور سـلول     . شدروش فلوسيتومتري بررسي    

جدا شده و پس از شستـشو       استفاده از تريپسين از كف فلاسك       
 تثبيت درصد   4 توسط پارافرمالدئيد    (PBS)با بافر فسفات سالين     

براي . شناور شدند درصد PBS-Tween  05/0شده و در محلول 
 20هـا بـه مـدت          سلول ،هاي غير اختصاصي      نشانگربلوكه شدن   

 5/1 قرار گرفته و سپس بـراي مـدت   Blockingدقيقه در محلول    
 FITCنژوگه بـا    و ك CD45 و   CD44هاي اوليه     يساعت با آنتي باد   

.  انكوبـه شـدند    PEنژوگه با   و ك CD34 و   CD90هاي    و آنتي بادي  
 و نـرم  Becton Dickensonسرانجام نتايج بـا اسـتفاده از دسـتگاه    

  . تجزيه و تحليل شدWinMDIافزار 
  

  به عضله قلبي ميي مزانشيها  تمايز سلول
هاي   ها، سلول     كارديوميوسيتبه    هاي مزانشيمي   براي تمايز سلول  

به ايـن صـورت   . اي كشت داده شدند  خانه6هاي   در پليت   مزانشيمي
 و  هها با تراكم يك ميليون سلول كشت داده شد          كه در هر پليت سلول    

ها را به طور كامل پر نمودند، مرحلـه           ها كف خانه    پس از آنكه سلول   
 24، بـه مـدت      هـا   براي القاي تمـايز سـلول     . ها آغاز شد    تمايز سلول 

 FBS درصـد    15ها محيط كشتي اضافه شد كه علاوه بر             ساعت به آن  
استرپتومايسين، حـاوي  /سيلين ليتر پني  المللي در ميلي    واحد بين  100و  
ها بعد از گذشت ايـن زمـان شستـشو            سلول.  بود aza-5 ميكرومول   5

 ساعت در معرض محيط كشتي قرار گرفتنـد         24داده شد و به مدت      
  طـور متـوالي    اين روند تعويض محيط كـشت بـه       .  بود aza-5كه فاقد   

ــدون آن24 و aza-5 ســاعت در معــرض 24( ــا زمــان )  ســاعت ب ت
  .ها ادامه يافت برداري براي انجام آزمايش نمونه
 

  RT-PCR با روش ها  بررسي روند تمايز سلول
ي اختـصاصي بافـت     هـا   زان بيان ژن  ميبراي مقايسه الگو و     

ي تمـايز قلبـي     هـا   ال تمايز، شـاخص   ي در ح  ها    قلب در سلول  
وزين يـو م، زنجيـره سـنگين      (Alfa-actinin)شامل اكتينين آلفـا     
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 PCRدر  استفاده مورد يها  پرايمر  مشخصات.1جدول 

Gene bank code Length (bp) Primer sequences Genes 

NM 001130005.1 223 F 5’ tgttggagtggatccgccgcacaa 3’ 
R 5’catcctgccctcagagggcatgaa 3’ α-actinin 

NM 000257.2 206 F 5’ gcacagccatgggagattcgga 3’ 
R 5’ cttgccatactcggtctcggca 3’ MHC 

NM 000165.3 298 F 5’ agcgccttaggcaaactcctt 3’ 
R 5’ tcttcctttcgcatcacataga 3’ Connexin 43 

NM 002046.3 489 F 5’ tattgggcgcctggtcaccagggctgct 3’ 
R 5’ ggtcatgagtccttccacgacgatacc 3’ GAPDH 

 

(MHC)  43- و كانكسين (Connexin-43)     بـه  ( در روز صفر
ي اول تا پنجم پس از القا بررسي        ها  و پايان هفته  ) عنوان كنترل 

عنوان كنتـرل داخلـي اسـتفاده         به GAPDHهمچنين از ژن    . شد
ليون مي 1 هزار تا    500براي اين منظور در هر مورد حدود        . شد
  ليـز  RNXplus شـسته و توسـط بـافر        PBS توسـط    هـا     سلولاز  
   بـا ايـن روش اسـتخراج شـده و بـا            ها     سلول RNAكل  . دندش

بــردار معكــوس   و آنــزيم نــسخهOligo dtاســتفاده از پرايمــر 
MMULV رشته مكمل  cDNAسپس واكنش .  ساخته شدPCR 

 30، در حجـم     )1جـدول   (هاي اختصاصي       با استفاده از پرايمر   
ــر و در ميكرول ــا 25يت ــد  30 ت ــام ش ــيكل انج ــرانجام .  س س

ــPCRمحــصولات    درصــد2دســت آمــده روي ژل آگــارز  ه ب
ــورز  ــالكتروف ــصاوير ژلش ــتگاه  د و ت ــتفاده از دس ــا اس ــا ب   ه

UV – Transilluminator   در حضور سايبرگرين و تحـت تـابش 
هـاي مـورد        بيـان ژن     براي مقايسه نيمه كمي   .  تهيه شد  UVنور  

عنوان كنتـرل     ه ب GAPDHهاي مورد نظر از ژن         بررسي در زمان  
سـلول  (هـا نـسبت بـه روز صـفر              استفاده شد و ميزان بيان ژن     

در ضـمن از بافـت قلبـي نيـز          . دشمحاسبه  ) 4مزانشيم پاساژ   
  .عنوان نمونه كنترل مثبت استفاده شد به

  

  ها يافته
   ميي بنيادي مزانشيها  خصوصيات ظاهري سلول

كروسكوپ نـوري نـشان     ميفاده از    با است  ها  مشاهده سلول 
يي دوكـي شـكل و      ها  سلول ميي بنيادي مزانشي  ها  داد كه سلول  

كه   ميند و پس از خالص شدن هنگا      هستشبيه به فيبروبلاست    

نماينـد نمـايي مـواج را     مي درصد كف ظروف كشت را پر  80
  ).A  1شكل(دادند  نشان مي

  
   ميي اختصاصي مزانشيها  رنشانگبررسي 

ــي  ــا CD-Markerبررسـ ــلولهـ ــصاصي سـ ــا  ي اختـ ي هـ
ــشي ــلول ميمزان ــا  در س ــاژ چه ــاي پاس ــا اســتفاده از ه  رم ب

 درصـد ايـن     1/92انگين  مي ـطور   ه نشان داد كه ب    فلوسايتومتري
ر نـشانگ  هـا    درصـد آن   75/95 و حدود    CD44ر  نشانگ ها  سلول
CD90    تقريبـاً  هـا     ن سـلول  مـي كـه ه   درحـالي . كننـد  مي را بيان  
تيـك ماننـد    يي بنيادي هماتوپو  ها  لولي اختصاصي س  ها    رنشانگ
CD34 و CD45 ــان ــي را بي ــد  نم ــكل (نماين ــابراين). B 1ش  بن
ي بنيـادي   هـا   ي مورد استفاده در تحقيق حاضر سـلول       ها  سلول
  .هستند  ميمزانشي
  
  RT-PCRي تمايز يافته با روش ها  رزيابي سلولا

 ميي مزانـشي  هـا    نشان داد كه سلول    روشنتايج حاصل از اين     
. ندهستي اختصاصي قلبي ها   قادر به بيان ژن aza-5يلقاتحت ا 

 Connexin-43و   Alfa-actinin يها  ي ژن ها    mRNAبه نحوي كه    
  ي هفتـه اول تـا پـنجم بـا رونـدي صـعودي       هـا   در تمام نمونه  

 و  2ي  هـا    در هفته  MHC ي ژن ها  mRNAحالي كه    در دش بيان
در واقـع   . ددا مي بيان بيشتري را نشان      ها   نسبت به ساير هفته    4

   داشـت و   4زان بيـان خـود را در هفتـه          مي ـ بيشترين   MHCژن  
   نـسبت  3 و نيـز در هفتـه        4 نسبت به هفته     5بيان آن در هفته     

   رسـد   مـي   در نتيجه بـه نظـر      . قدري كاهش يافته بود    2به هفته   
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 تمايز بـه    يرم، كه براي القا   هاپاساژ چ  ميي مزانشي ها    سلول (B)ي  ها  CD-Markerي فلوسيتومتري بررسي    ها     و نمودار  (A)كروسكوپ نوري   مي تصاوير   .1شكل  
  .شدندي قلبي استفاده ها  سلول
  

ميزان بيان ايـن ژن در مطالعـه حاضـر رونـد يكنـواختي را طـي                 
ها طي      ن بيان اين ژن     يزام   مقايسه نيمه كمي  ). A 2شكل   (كند  نمي

صـل از  نتـايج حا . نمايد  ميييدأرا تذكر شده روند تمايز نيز روند   
 نشان داد كه ميـزان بيـان        Alfa-actininآناليز آماري ميزان بيان ژن      

يابد اما پس از آن به حالت  اين ژن از هفته اول تا سوم افزايش مي
، 3هـاي     داري بين هفته    اي كه اختلاف معني     رسد به گونه    ثابتي مي 

   در هفتــهMHCهرچنــد كــه ميــزان بيــان ژن .  ديــده نــشد5 و 4

 در  را نشان داد امـا مجـدداً       داري   افزايش معني  1  نسبت به هفته   2
 به بيشترين ميزان خـود  4 كاهش يافته و سرانجام در هفته      3هفته  

از .  قـدري كـاهش يافـت       مجـدداً  5كه در هفتـه       رسيد، ضمن آن  
 2 و   1هاي     در هفته  connexin-43طرفي هر چند كه ميزان بيان ژن        

ه سـوم بـه بعـد       ت ـهفداري نداشت، اما از      با يكديگر تفاوت معني   
 بيشترين ميـزان بيـان آن       شد به نحوي كه     روند افزايش آن شروع     

  ).B2شكل ( مشاهده شد 5در هفته 
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هـا را نـشان         كـه بانـد    RT-PCR تصوير ژل الكتروفورز محصول      .2شكل  
 در (B)هـاي اختـصاصي قلبـي       هاي بيـان نـسبي ژن          و نمودار  (A)دهد    مي

حـروف  . به عضله قلبـي       بنيادي مزانشيمي  هاي    مراحل مختلف تمايز سلول   
ها   نمودار.  داري است   ها نشان دهنده عدم تفاوت معني         يكسان روي نمودار  

  هـا  دار بـودن اخـتلاف   اند و سطح معني  رسم شدهMean± SDبه صورت 
p≤ 0.05هـاي تمـايز را نـشان     محور افقي هفتـه .  در نظر گرفته شده است

  .دهد مي

  ها   تمايز سلول اصي طيي اختصها بيان پروتئين
هـاي شـبه      هاي بنيادي به سلول     ييد بيشتر تمايز سلول   أبراي ت   

ــان  روش كارديوميوســيتي از  ــا بي فلوســيتومتري اســتفاده شــد ت
ــروتئين ــاي اختــــصاصي بافــــت قلبــــي  پــ ــههــ    از جملــ
α- actinin،troponin  و connexin-43 نتـايج حاصـل   . شود ارزيابي

هاي مورد مطالعه در هفته سـوم          درصد سلول  93/93نشان داد كه    
هـا   درصـد سـلول   α- actinin ،31/28 پـروتئين  يبعد از اولين القا

troponin   ها       درصد آن  93/10، وconnexin-43   از . نمايند   را بيان مي
 1/95هاي تمايز يافته در هفته پنجم نيز به ترتيب   طرفي اين سلول

 درصـــد 5/16، و troponin درصـــد α- actinin ،33/30درصـــد 
connexin-43   رسد كه هرچند     بنابراين به نظر مي   . كردند   را بيان مي

هـا بـا يكـديگر           در اين زمـان    troponin و   Alfa-actininميزان بيان   
-connexinهاي بيان كننده پـروتئين           اما جمعيت سلول   ،برابر است 

  .)3شكل  (است از هفته سوم تا پنجم افزايش يافته 43
  

  بحث
ي ضـد و نقـيض در خـصوص تمـايز           هـا   با وجـود يافتـه    

ي بنيادي مغز استخوان به عضله قلبي، مطالعات باليني         ها  سلول
متعددي كـارآيي آن را در پيـشگيري از اتـساع بطـن چـپ و                

متعاقب ) remodeling (تجديد قالب اختلال عملكردي ناشي از     
MI   م ميهرچنـد مكانيـسم دقيـق تـر       . ]21[اند    به اثبات رسانده

شود كـه تـشكيل مجـدد        ميد  هاست اما پيشن  هنوز نامشخص ا  
ي بنيـادي، يكـي از   هـا  وسيله پيوند سـلول    ه ب ها  كارديوميوسيت

  .]22[ استم ضايعات قلبي ميي شركت كننده در ترها  فاكتور
ي بنيـادي   هـا   كند كـه سـلول     ميد  هامطالعات مختلف پيشن  

ي كارديوژنيـك بـراي     ها  متعهد شده به سمت سلول      ميمزانشي
 بـه قلـب     هـا   م بعد از پيوند اين سلول     ميزان تر مين  ايده ال كرد  

كـاري بـراي     بنـابراين يـافتن راه    . اسـت آسيب ديده ضـروري     
 و نيز پي بردن به زمان دقيق تعهد         ها    زان تمايز سلول  ميافزايش  

طــوري كــه بتواننــد  ه بــهــا ســلولي و شــروع تمــايز نــسبي آن
  ب را  ي اختصاصي بافت قل   ها    رنشانگد كه   نيي ايجاد كن  ها  سلول
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   ميي مزانشيها    پس از تمايز سلول5 و 3ي ها  در هفتهconnexin-43 و α- actinin،  troponin  يها ي فلوسيتومتري بيان پروتئينها   نمودار.3شكل 

  
اولـين مرحلـه در متعهـد كـردن         . است مهم   نمايند،بيان  
ــشيمي ســلول ــادي مزان ــان   هــاي بني ــراي بي ــشانگب هــاي   رن

ها در شرايطي است كه اين        ر دادن اين سلول    قرا ،اختصاصي
در مطالعـه   . ]23[ها را بـه سـمت تمـايز پـيش ببـرد               سلول

  براي تغيير شـرايط محـيط كـشت از مـاده شـيميايي            حاضر  

5- azacytidine دهـد وقتـي كـه     نتايج نشان مـي . شد استفاده
هـاي شـبه     انكوبه شوند به سلولaza -5ها در حضور  سلول

 و (Tomita) توميتــا .]24 [يابنــد ايز مــيكارديوميوســيتي تمــ
ل بـراي تمـايز     آ ت ايـده  ظ ـهمكاران گزارش كردنـد كـه غل      

ــشيمي ســلول ــه كارديوميوســيت هــاي بنيــادي مزان  10هــا   ب
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 و  (XU)زو  كـه      ساعت است، در حالي    24براي  ميكرومولار  
هـاي بنيـادي      هاي ساركومري را در سـلول         همكاران ساختار 

 بعـد از تيمـار بـا همـين غلظـت           هفتـه    2انـسان      مزانشيمي
گـزارش   و همكـاران     (Balana) بالانـا    .]25[مشاهده نكردند   

 3تحت القـا بـا دوز         هاي بنيادي مزانشيمي    ند كه سلول  نمود
هاي اختـصاصي      ساعت پروتئين  24 براي   aza-5ميكرومولار  

هـا متمـايز     كنند و به كارديوميوسـيت     نمي بافت قلبي را بيان   
  (Martin-Rendom) رنــدوم - ين مــارت.]26[ شــوند نمــي
 24مغز استخوان انسان را بـراي         هاي بنيادي مزانشيمي    سلول

 مولار ميكرو 10  و 5 ،3هاي       با دوز  aza-5 ثيرأساعت تحت ت  
از   ها گزارش كردند كـه درصـد بـسيار كمـي       قرار دادند، آن  

 ايـن درصـد     ويابنـد     ها تمايز مي    ها به كارديوميوسيت    سلول
نتـايج نهـايي ايـن      . يابـد    افـزايش مـي    aza-5 با افزايش دوز  

هـاي    از سـلول      نشان داد كه درصد بـسيار كمـي         نيز مطالعه
 ـ      بنيادي مزانشيمي  ثير يـك بـار     أمغز استخوان انسان تحت ت

هـاي شـبه كارديوميوسـيتي متمـايز           بـه سـلول    aza-5القا بـا    
  .]27[شوند  مي

مغز استخوان   ميي بنيادي مزانشي  ها  سلولحاضر    تحقيق در
 5 ساعت در محيط كشت حاوي       24اي متوالي،    به شيوه  ،انسان

 aza-5فاقـد   محـيط كـشت      ساعت در    24و   aza-5 كرومولارمي
داده شدند و اين شيوه تعويض محيط كشت در سراسر          كشت  
  .دش حفظ ها آزمايش

توانـد در كمـك بـه بهبـود            مـي  نكته ديگري كه احتمالاً   
 ـ        تمايزي سلول  فرايند افتن چگـونگي   ها نقش داشته باشـد ي

بـــه   هـــاي بنيـــادي مزانـــشيمي رونـــد تمـــايزي ســـلول
بـه  . ها و پي بردن به وقايع اين رونـد اسـت            كارديوميوسيت

هـاي اختـصاصي     بيان شدن ژن  حاضر همين دليل در مطالعه   
 هفتـه تمـايز بررسـي       5بافت قلبي به صورت هفتگي و طي        

هـاي بنيـادي      شد تا با مشخص كردن روند تمـايزي سـلول         
كـاري بـراي     هـا بتـوان بـه راه          به كارديوميوسـيت    ي  مزانشيم
هايي مناسبتر به منظور استفاده در سلول         يابي به سلول   دست

هـاي حاصـل        اي كـه سـلول     بـه گونـه   . درماني دست يافـت   
هاي بالغ داشـته باشـند و          شباهت بيشتري به كارديوميوسيت   
هـاي    هاي بنيادي به سـلول      همچنين درصد بيشتري از سلول    

 .ي تمايز يابندرديوميوسيتشبه كا

ي هـا    نـشان داد كـه سـلول       بررسي حاضر نتايج حاصل از    
ي هـا    قـادر بـه بيـان ژن    aza-5 متوالي بايتحت القا  ميمزانشي

 يهـا   ي ژن هـا   mRNAبـه نحـوي كـه       . ندهستاختصاصي قلبي   
Alfa-actinin   و Connexin-43   ي هفتـه اول تـا      ها   در تمام نمونه

 ي ژنهـا  mRNA  و بيـان  شـد  بيـان پنجم با روندي صـعودي  
MHC  زان را داشتمي بيشترين 4در هفته.  

ي هـا   تواند مشخص كند آيـا سـلول       ميبررسي ديگري كه    
 تمايز ها  كارديوميوسيتمغز استخوان انسان به    ميبنيادي مزانشي 

ند اين است هستم قلب  مياند و بنابراين قابل استفاده در تر       يافته
صاصي بافـت قلـب در ايـن        ي اخت ـ هـا   كه تعدادي از پـروتئين    

ــلول ــا س ــوند ه ــان ش ــي و    .]23 [ بي ــونين قلب  α-actininتروپ
 بـه   هـا   يي هستند كه نشان دهنده تمايز اوليـه سـلول         ها  پروتئين
د شـده كـه     هااز طرفـي پيـشن    . اسـت  هـا     كارديوميوسيتسمت  

 بـراي عملكـرد     ،ي بالغ بعد از تمـايز بيـشتر       ها  كارديوميوسيت
ي مجـاور   ها    كارديوميوسيتيستي با   الكتروفيزيولوژيكي بهتر با  

ارتبــاط برقــرار نماينــد و بــراي ايجــاد ايــن ارتبــاط پــروتئين 
connexin-43  ي بنيـادي بـه   ها تر تمايز سلول  در مراحل پيشرفته

ن دليـل در ايـن      مـي بـه ه   .]22[شود   مي بيان   ها    كارديوميوسيت
  ييــدأي اختــصاصي بــراي تهــا مطالعــه بررســي بيــان پــروتئين

ــاي  ــشتر تم ــلولبي ــا ز س ــلول ه ــه س ــادي ب ــا ي بني ــبه ه ي ش
 بيـان   بدين منظـور  .  انجام شد  فلوسايتومتريي با   كارديوميوسيت

 در connexin-43 و α- actinin  ،ي تروپـونين قلبـي  هـا  پـروتئين 
نتايج حاصـل   . شدي سوم و پنجم بعد از تمايز بررسي         ها  هفته

نشان  نيز به مرور زمان افزايش ها نينشان داد كه بيان اين پروتئ
ر پيشرفت  نشانگعنوان    كه به  connexin-43ويژه بيان    هب. دهد مي

 افـزايش قابـل     3 نسبت به هفتـه      5تمايز مطرح است در هفته      
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  .قبولي را نشان داد
با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق و مقايـسه آن بـا              

گيــري نمــود كــه  تــوان چنــين نتيجــه مطالعــات ديگــر مــي
عنـوان    بـه (انسان  مغز استخوان     هاي بنيادي مزانشيمي    سلول

توانـايي  ) هـا بـراي سـلول درمـاني           يكي از مهمترين كانديد   
هـاي      طوري كـه روش    ها را دارند به       تمايز به كارديوميوسيت  

هـا توسـط        مختلف مورد اسـتفاده بـراي تمـايز ايـن سـلول           
محققين متعدد اين قابليت را به اثبات رسانده، امـا همـواره            

اي نبـوده كـه      هاي تمايز يافته به گونه        كيفيت و تعداد سلول   
بنابراين بـراي اسـتفاده     . گوي ترميم مناسب قلب باشد     پاسخ

هاي تمايز يافته در سلول درماني، بايستي         مؤثر از اين سلول   
 ارزيابي شـود  in vitroهاي مختلف تمايزي به صورت   روش

را ايجـاد نمـوده و بـه تعـداد          تا بتوان بهترين شرايط تمـايز       
هاي تمايز يافته دست يـابيم و عـلاوه بـر آن                ري سلول بيشت

 تـا   را شناسايي نماييم  ها      هترين زمان براي پيوند اين سلول     ب
داشـته  در تـرميم ضـايعات قلبـي        انتظار بهبودي بيشتري را     

  .باشيم
  

  تقدير و تشكر
مقاله حاضـر برگرفتـه از طـرح تحقيقـاتي مـصوب مركـز             

دانشگاه علـوم پزشـكي     تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي      
نويسندگان بدين وسـيله مراتـب تقـدير و         . شهيد بهشتي است  

تشكر خود را از مـسئولين و همكـاران ايـن مركـز، بـه ويـژه                 
ــه   ــان ب ــا رهبري ــانم نورين ــركار خ ــاري  س ــاطر همك ــاي  خ ه

از جنـاب آقـاي دكتـر       همچنـين   . دارنـد  شان ابراز مي   صميمانه
 ي بـه خـاطر اهـدا    مسعود سليماني و مركز تحقيقات بن ياخته      

MSC               هاي انساني و نيز سركار خانم دكتـر نريمـان مـصفا بـه 
  .دشو هاي علمي شان تقدير مي خاطر كمك
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