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 دار هاي قلبي ضربان به سلول P19cl6هاي بنيادي  كارايي اكسي توسين در تمايز سلول
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 6تاكا يوكي آساهارادكتر ، 4ليلا پير مرادي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

هاا   اين سلول. است كه اخيراًَ جدا سازي شده است P19هاي  هاي سلول يكي از ساب كلون P19cl6هاي  لسلو
پاژوه    .هاي قلبي تمايز يابند بيشتر ويژگي مزودرمي دارند و قادرند بدون تشكيل جسم شبه روياني به سلول

تك هاي قلبي در دو حالت  ولبه سل P19cl6هاي  حاضر به منظور بررسي كارايي اكسي توسين در تمايز سلول
دار و نشاندار شده با پروتئين فلورسانت   هاي قلبي ضربان و جسم شبه روياني و نيز توليد سلول (مونولاير)لايه

 . انجام شد
 ها مواد وروش

ها به دو شكل مونولاير و جسم شبه روياني تحت تاثير اكسي  ابتدا سلول. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
. درصاد قارار گرفتناد    2با غلظات   DMSOمول و در گروه كنترل مثبت تحت تاثير  2× 22-7با غلظت  توسين

هااي مورفولويياك و ايمونوسيتوشايمي     هاي قلبي با انجام ارزياابي  ها به سلول سپس روند القاي تمايز سلول
هااي بنياادي     ل سالول با استفاده از الكتروپوريشن به داخ pEGFP-C1پلاسميد  ،در ادامه پژوه . بررسي شد

P19cl6 هاي قلبي استفاده شد هاي نشاندار شده به سلول ترانسفكت شده و از اكسي توسين جهت تمايز سلول . 
 ها يافته

ها تحت  اجسام شبه روياني تهيه شده از سلول ،زماي مشاهدات انجام شده در اين تحقيق نشان داد در گروه آ
هاي كشات داده شاده باه صاورت      تمايز پيدا كردند در حالي كه سلولهاي قلبي  تاثير اكسي توسين به سلول

ها به هر دو شكل مونولاير و جسم شبه  در گروه كنترل سلول. هاي قلبي نبودند مونولاير قادر به تمايز به سلول
به كمك  P19cl6هاي  سلول ،در بخ  دوم پژوه . هاي قلبي تمايز يافتند به سلول DMSOروياني تحت تاثير 

ترانسافكت شاده باه     توساين  با ين پروتئين فلورسنت سبز تحات تااثير اكساي    كتروپوريشن با كارايي بالاال
هاي مورفولوييك و ايمونوسيتوشيمي به عمل آمده ماهيت  ارزيابي. دار تمايز پيدا كردند هاي قلبي ضربان سلول
 . هاي قلبي را تاييد كرد سلول

 نتيجه گيری 
تشكيل جسم شابه   ،نتيجه گرفت اين است كه هنگام به كارگيري اكسي توسين توان آن چه از اين پژوه  مي
ها پس از ترانسافكت   و نيز اين سلول استهاي قلبي ضروري  به سلول P19cl6هاي  روياني جهت تمايز سلول

 هاا مادل   لذا ايان سالول   .دار تمايز يابند هاي قلبي ضربان قادرند به سلول ،شدن با ين پروتئين فلورسنت سبز
 . باشند هاي آزمايشگاهي بيماري قلبي مي مناسبي جهت مطالعات مبتني بر پيوند سلولي در مدل

 P19، بنيادي هاي هاي قلبي، اكسي توسين، سلول تمايز سلولي، سلول :ات كليديكلم

 55/ 2/  5   :تاريخ دريافت 
  11/55/  2  :تاريخ پذيرش 

 
 11166-14331: دانشگاه علوم پزشكي كردستان ـ صندوق پستي مولكوليو تحقيقاتي سلولي  آزمايشگاهـ  علوم تشريح PhD: ولؤمؤلف مس -1
2- PhD ـ پژوهشكده رويان علوم تشريح 
 دانشگاه علوم پزشكي كردستاناستاديار دانشكده پزشكي ـ  متخصص بيهوشي -4
 دانشگاه علوم پزشكي كردستاندانشكده پزشكي كارشناس ارشد فيزيولوژي ـ  -3
5- PhD ـ آزمايشگاه تحقيقاتي سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي كردستان علوم تشريح 
(CDB)مركز بيولوژي تكاملي ژاپن ـ  Rikenـ انستيتو  متخصص قلب و عروق -1
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  مقدمه 
هاي بنيادي  سلول ،موش P19هاي سرطاني جنيني  سلول    

چند استعدادي هستند كه قادرند در هنگـام كشـت لالـت    
يز يافتگي خود را لفظ كننـد يـا ايـن كـه تحـت تـا ير       تما

هـاي وونـاوون مشـتز از سـه  يـه       عوامل القايي به سـلول 
هـاي   سـلول (. 1)هاي قلبي تمايز يابند از جمله سلولجنيني 

P19 كاري شده كه  به رالتي از نظر ژنتيكي دستتوانند  مي
باعث از دسـت رفـتن بيـان يـا بيـان       ندتوان از اين طريز مي

لـذا بـه دليـل دارا بـودن     . ونداز لد يك ژن خاص ش بيش
هاي مناسبي براي  سلول P19هاي  هاي مذكور، سلول ويژوي

ــاي مولكــولي محســو    بررســي آن دســته از مكانيســ   ه
هـاي   شوند كه لوادث تكاملي را در طـي تمـايز سـلول    مي

هـاي علاـيني قلبـي يـا اسـكلتي كنتـرل        بنيادي به سـلول 
 (. 1)كنند مي
. ويرنده اكسي توسين در قلب كشف شـده اسـت   اخيراًَ    

باعـث رهـا سـازي پدتيـد      ،فعال شدن ويرنده اكسي توسين
شود كه در تنظي  فشار خـون   مي (ANP)ناتريورتيك دهليز 

بـا  رفـتن سـاح اكسـي     . باشـد  و رشد سلولي درويـر مـي  
اي از هيدـرپيزي   توسين در قلب جنين و نوزادان در مرلله

ني قلبـي، ايـن فر ـيه را تقويـت     هـاي علاـي   شديد سلول
هاي قلبي  تواند در تمايز سلول كه اكسي توسين مينمايد  مي

اخيراًَ پيشنهاد شده است كه اكسي توسين . نقش داشته باشد
به عنوان عاملي در جهت رشد و تمايز سـلولي نيـز ايفـاي    

ا رات  د تكثيري اكسـي توسـين كـه بـا     (. 2)كند نقش مي
ــي تو  ــدتور اكس ــاه رس ــي واس ــين صــورت م ــرد س در  ،وي

هـاي سـرطان پسـتان و سـاير تومورهـا ا بـات شـده         سلول
 ،هاي مذكور بر خيف ا رات آن بر روي سلول(. 2-5)است

ا رات ميتوژنيك آن نيز توصيف شده است بـه طـوري كـه    
ها و تحريك ميتوز در اپـي   منجر به پروليفراسيون تيموسيت

ــروق و تروفوب   ــدوتليوم ع ــتات، ان ــوم پروس ــتتلي ــا  يس ه
ه  چنين وزارش شـده اسـت كـه اكسـي     (. 1-11)شود مي

هـاي ميـواپي تليـال و     توسين باعث افـزايش تمـايز سـلول   
در (. 2)شـود  موش مي هاي غدد پستاني افزايش تكثير سلول

نتـاي    ،راستاي بررسي تا ير اكسي توسين بـر تكامـل قلـب   
دهد چنانچه اكسـي توسـين بـا دوز     ي نشان ميلماالعات قب

هاي انسـاني   ممكن است در نمونه ،به جنين تزريز شودبا  

. هاي صحرايي منجر به اختيل در رشد قلـب شـود   و موش
هـاي اكسـي توسـين بـه      از طرف ديگر بلوكه كردن ويرنده

هاي اختصاصي، در مرالل اوليـه تكامـل    كمك آنتاوونيست
(. 2)شـود  ها مـي  جوجه منجر به مالفورميشن قلبي در جنين

ز موفقيتي كه در كشف ويرنده اكسي توسين در اخيراًَ پس ا
و همكـاران و پـس از   پاكويين هاي قلبي لاصل شد،  سلول

ايشـان لـاتمي و همكـاران توانسـتند در راسـتاي ارزيـابي       
هــاي بنيــادي بــه   لســلو زتوانــايي اكســي توســين در تمــاي

را تحـت تـا ير اكسـي     P19هـاي   هاي قلبـي، سـلول   سلول
به طـوري  . دار تمايز دهند  ربانهاي قلبي  توسين به سلول
بيـان   ،هـاي ايمونوسيتوشـيمي و مولكـولي    كه نتاي  ارزيابي

، آلفــا اكتينــين، دســمين و MHC ،DHPR-هــاي  ژن آنتــي
رسـدتور  )OTRو  ANPهـاي   و نيـز ژن  Iكارديك تروپونين

چنـين در هـر دو    هـ   (.2، 11)را تاييـد كـرد  ( توسين  اكسي
 DMSOت بـه وـروه   ماالعه در وروه اكسـي توسـين نسـب   

دار بـه مـدت    هاي قلبي  ربان سلول (متيل سولفوكسيد دي)
رده سـلولي  . روز زودتر در محـي  كشـت هـاهر شـدند     2

P19cl6 هاي  هاي سلول يكي از سا  كلونP19    اسـت كـه
تحـت شـراي  كشـت     هابارا ـ اكوبـو   توس  1991در سال 
هـا   ايـن سـلول  (. 12)هاي مزودرمي، جداسـازي شـد   سلول
بدون وذر از مرلله تشكيل اجسام شبه رويـاني، بـه    قادرند
و تحـت تـا ير دي متيـل سولفوكسـيد بـه       تـك  يـه  شكل 
هاي قلبـي تمـايز يابنـد، در لـالي كـه جهـت تمـايز         سلول
هـاي قلبـي تشـكيل اجسـام شـبه       سلولبه  P19هاي  سلول

هـاي   از طـرف ديگـر سـلول   . روياني كاميًَ  روري اسـت 
P19cl6 ينوئيك قادرند با كـارايي پـايين   تحت تا ير اسيد رت
 P19cl6هـاي   هاي عصبي تمايز يابنـد، لـذا سـلول    به سلول

 ،هـايي بـا ويژوـي مزودرمـي باشـند      بيشتر از آن كه سـلول 
هاي قلبي محسو   هاي مناسبي جهت تمايز به سلول سلول
تاكنون مشخص نشده است كه اكسـي توسـين از   . شوند مي

را  P19هـاي   سـلول  ،يهاي داخل سلول طريز كدام مكانيس 
يكـي از نتـايجي كـه از    . دهـد  هاي قلبي تمايز مـي  به سلول
و همكاران لاصل شد اين بود كه چنانچـه   پاكويين ماالعه

 P19هـاي   رسدتور اكسي توسين كه به ميزان كمي در سلول
هـ    ،شود با به كارويري آنتاوونسيت آن مهار شـود  بيان مي

روند تمـايز   DMSOدر وروه اكسي توسين و ه  در وروه 
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هاي قلبي تمايز پيـدا   به سلول P19هاي  مختل شده و سلول
رسدتور اكسي توسين در از طرف ديگر ساح بيان  .كنند نمي

هـاي   بـه سـلول   DMSOها كه تحت تا ير  وروهي از سلول
لـذا ايـن نتـاي     (. 2)شـود  يابنـد بيشـتر مـي    قلبي تمايز مـي 
سـي توسـين و   تواند بيانگر ايـن باشـد كـه اك    تالدودي مي

DMSO  ني القـاي تمـايز بـه    اهـاي يكس ـ  از طريز مكانيس
در اين پـژوهش بـا ايـن    . شوند هاي قلبي را باعث مي سلول

هاي مولكـولي درويـر در القـاي     فرض كه التما ًَ مكانيس 
بـه   P19cl6هـاي   هاي قلبي در لالتي كه سلول تمايز سلول

قلبي  هاي دو صورت تك  يه و جس  شبه روياني به سلول
اكسـي توسـين    ، ازيابند ممكن است متفاوت باشد تمايز مي

هاي قلبـي در هـر    به سلول P19cl6هاي  جهت تمايز سلول
دو لالت تك  يه و جس  شبه روياني استفاده شد و نتاي  

به عبارت ديگر توانايي . آن با وروه كنترل مثبت مقايسه شد
كشـت  ، هنگـام  P19cl6هـاي   اكسي توسين در تمايز سلول

 .هاي قلبي بررسـي شـد   ها به صورت تك  يه، به سلول آن
ه  چنين در مرلله ديگري از پژوهش نظر به اهميتـي كـه   

ها جهـت ماالعـات مبتنـي بـر پيونـد       دار كردن سلول نشان
هـاي پـروتنين فلورسـنت     سلولي دارد و نيز نظر به ويژوـي 

ســبز، از روش الكتروپوريشــن جهــت انتقــال ژن پــروتنين 
و ورفتن بيان داي  ژن  P19cl6هاي  سبز به سلول فلورسنت

هـاي   ها استفاده شـد و توانـايي سـلول    مذكور از اين سلول
 . هاي قلبي بررسي شد ترانسفكت شده در تمايز به سلول

 
  هاروش مواد و 

ــوژي  P19cl6رده ســلولي      از بانــك ســلولي مركــز بيول
هـا   كشت و تكثيـر ايـن سـلول   . تهيه شد كوبه ژاپن تكاملي

بـه طـور    (.21)انجـام ورفـت   هابـارا ـ اكوبـو    ماابز روش
هـا از محـي  كشـت     خيصه جهت رشد و تكثير اين سلول

-MEM(Minimal Essential Medium)(يبكـو ج)   لـاوي
ــرم % 21 ــك ، آنتــيFBSس و  يســيناسترپتوماهــاي  بيوتي
اسـتفاده شـد و بـه    ليتـري   ميلي 211هاي  سيلين و ديش پني

 25/1مخلوط مايع تريدسين با غلظت  ،اه سلول پاساژمنظور 
مـورد اسـتفاده قـرار    درصـد   3 با غلظـت  EDTAدرصد و 
 . ورفت
 براي انجام مرلله اول اين تحقيز دو وروه مورد ماالعه     

بـه   P19cl6هـاي   نظر به اين كه تمايز سـلول . وجود داشت
قـبيًَ   DMSOبـه وسـيله    تك  يههاي قلبي به شكل  سلول

 زمـايش از اكسـي توسـين و در   آدر وروه  ،انجام شده است
ها اسـتفاده   جهت تمايز سلول DMSOوروه كنترل مثبت از 

اجسام و  تك  يهها به دو شكل  در هر دو وروه سلول .شد
در هر . تحت تا ير عوامل القايي مذكور قرار ورفتند روياني

بـه   P19cl6هـاي   دو وروه بـه منظـور القـاي تمـايز سـلول     
، پـس از پاسـاژ دوم   تـك  يـه  ر و عيت هاي قلبي د سلول
 1هـاي   سلول در هر خانه به ديش 5×113ها با تراك   سلول

محي  كشت مورد استفاده بـراي  . خانه فالكون منتقل شدند
هاي قلبي در وروه آزمايش اكسي توسين  القاي تمايز سلول

با  DMSOمول، و در وروه كنترل مثبت  1× 11-6با غلظت 
هـا ا ـافه      كشت معمـولي سـلول  درصد به محي 1غلظت 

شد و هر دو روز يك بار محي  كشت لاوي عوامل القايي 
زمان  به طور ه . با محي  كشت جديد و مشابه تعويض شد

ها با تـراك    در هر دو وروه سلول رويانياجسام جهت تهيه 
 111هاي باكتريولوژيك  سلول در ميلي ليتر به هرف 1×115

محـي  كشـت مـورد اسـتفاده     . دميلي متري انتقال داده شدن
هاي قلبـي كـاميًَ مشـابه     ها به سلول براي القاي تمايز سلول

كشـت داده   تـك  يـه  هـا بـه صـورت     لالتي بود كه سلول
اين تفـاوت كـه محـي  كشـت     با  .شدند و به آن اشاره شد

ساعت با محي  كشت مشابه كه لـاوي   35ها بعد از  سلول
بود تعويض ( DMSO اكسي توسين يا)سرم و عوامل القايي
هـاي   بـه هـرف   رويانياجسام  روز 3شد و بعد از وذشت 

اي  خانـه  1هـاي   هاي چسبنده يعني همان ديش كشت سلول
هـا   از آن تـك  يـه  هـا بـه صـورت     كه جهت كشت سلول

استفاده شد منتقل شدند و تا پايان آزمايش از محي  كشـت  
جهـت كشـت آن هـا     ،لاوي سرم اما فاقـد عوامـل القـايي   

 . تفاده شداس
  

  P19cl6هاي  كشت و ترانسفكشن سلول
 Gene pulserها با استفاده از دسـتگاه   كتروپوريشن سلوللا

II   : 
. انجـام شـد   F 411 ،V 511با شـراي   الكتروپوريشن     

بـه شـكل    pEGFP-C1پيسـميد   ،جهت انجام ترانسفكشن
خاي مورد استفاده قرار ورفت و خاي كردن پيسـميد بـا   
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ساعت پس از  23. صورت ورفت ApaL1ده از آنزي  استفا
 G418بيوتيـك   هـا آنتـي   به محي  كشت سلول ،ترانسفكشن

بيوتيك جهت تمايز بـه   هاي مقاوم به آنتي ا افه شد و كلني
تشـخيص بيـان   . آوري و تكثير شـدند  هاي قلبي جمع سلول

پروتنين فلورسنت سبز با استفاده از ميكروسكوپ معكوس 
هـاي لامـل ژن پـروتنين     سـلول . ورفتفلورسنت صورت 

فلورســنت جهــت تشــكيل جســ  شــبه رويــاني بــه پتــري 
هاي باكتريولوژيك منتقل شـده و تحـت تـا ير اكسـي      ديش

هـاي قلبـي تمـايز     مول به سـلول  1× 11-6توسين با غلظت 
 .داده شدند

 
هـاي   هاي مورفولوژيك و ايمونوسيتوشـيمي سـلول   ارزيابي

 :تمايز يافته
از ميكروسكوپ معكوس و فلورسـنت   مايشدر طول آز    

ها استفاده شد و به كمك  جهت ارزيابي مورفولوژيك سلول
هـا   دوربين نصـب شـده بـر روي ميكروسـكوپ از سـلول     

 . عكس ورفته شد
هـا، در روز   به منظور ارزيـابي ايمونوسيتوشـيمي سـلول       

دار  هـاي قلبـي  ـربان    هـايي كـه سـلول    دوازده  در وـروه 
ها به كـالچر اسـييدهاي    بخشي از سلول ،بودمشاهده شده 
ها به وسيله ژ تين پوشـيده شـده    اي كه كف آن چهار خانه

بود منتقـل شـدند و بعـد از وذشـت چنـد سـاعت جهـت        
پـس از دور ريخـتن   . ارزيابي ايمونوسيتوشيمي آماده شدند

به خوبي شسته شده  PBSها با  ها، سلول محي  رويي سلول
دقيقه در دماي  21به مدت % 3فرمالدئيد و با استفاده از پارا
سدس با استفاده از بافر فسـفات لـاوي   . اتاق فيكس شدند

 15دوبار و هر بار به مـدت  ( سيگما 12/1%)X-100تريتون 
 11هـا بـه مـدت     نمونه. ها شستشو داده شدند دقيقه، سلول

درصـد   11لـاوي  بـافر فسـفات   )دقيقه در بافر بيك كننده
هـاي   بـادي  آنتـي . قرار داده شدند%( X 12/1سرم و تريتون 

         غلظت با  MHC غلظت        و، با (Iتروپونين )اوليه
. ها اعمـال شـدند   ساعت به سلول 2و  1به ترتيب به مدت 

 2و سـرم   Xها با بافر بيكينگ محتوي تريتون  سدس سلول
دقيقـه شستشـو داده    15درصد، سه بار و هر بار بـه مـدت   

بـه   cy3و بيـوتين  هاي  انويه متصل بـه   اديب از آنتي. شدند
 و Iتروپونين  بادي اوليه بر عليه ترتيب جهت اتصال به آنتي

 MHC(ت        ـهر دو با غلظ)اده ـاق استفــاي اتــدر دم 

ـــش ــ. دــ ــونين  وردـدر م ــه Iتروپ ــس از  در مرلل ــد، پ بع
 15ها به تعداد دو بار و هر بـار بـه مـدت     شستشوي سلول

آويـدين ـ   كونژووـه بـه    سـوم بـادي   ها با آنتي سلولدقيقه، 
FITC (فارمين ژن )         دقيقه در  41به مدت   با غلظت

 زم بــه ركــر اســت در مــورد . دمــاي اتــاق انكوبــه شــدند
در  ،بررسـي شـدند   Iتروپـونين   بادي هايي كه با آنتي سلول

اولين مرلله از ايمونوسيتوشيمي از بافر بيك كننده لـاوي  
آويدين و % X 12/1تريتون  ،درصد سرم 11 وفسفات  بافر

نهايتـاًَ پـس از سـه    . ها استفاده شد كردن سلول بلوكهجهت 
 15ها با بافر فسفات، هر بار بـه مـدت    شستشوي سلول ارب

 داپي كه محتوي رنگ فلورسنت  Vector hard setدقيقه از 
هـا بـه    ها استفاده شد و سلول بود جهت ماونت كردن سلول

بـرداري    عكـس ميكروسـكوپ فلورسـنت ماالعـه و     كمك
 . شدند

 
 يافته ها

به عمل آمده در اين پـژوهش نشـان    هاي ه دنتاي  مشاه    
تـك  ها بـه دو شـكل    داد در وروه آزمايش كه در آن سلول

و اجسام شبه روياني تحت تا ير اكسـي توسـين قـرار      يه
هـاي   فقـ  در وـروه اجسـام شـبه رويـاني سـلول       ،ورفتند

P19cl6 ز شدندـدار متماي انـي  ربـلبـاي قـه ولـه سلـب.  
    
 
 
 
 
 
 

اي  كشات تاك لاياه   از  ناوري  تصاوير ميكروسكوپ :A :2تصویر
عاات  متجتصاویر   :B .×022در روز چهاارم،  P19cl6  هااي  سلول

در  :C. ×222هاا در روز چهاارم،    سلولي تشكيل شده از اين سلول
رت معلاق در محای    صاو ه های نکروتیک ب این تصویر سلول
هاا در نتیجاه تااثیر اکسای      ایان سالول   شوند، کشت دیده می

 تاك لاياه  های کشت داده شده به صاورت   توسین بر روی سلول
هاای قلبای    تصاویر سالول  : D. ×022روز ششم،  اند، ایجاد شده

 P19cl6هاای   دار تمایز یافته از اجسام شبه رویانی سلول ضربان
 .×022اند، روز هشتم،  د شدهتحت تاثیر اکسی توسین ایجا که
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 تـك  يـه  ها به شكل  در لالي كه در وروهي كه سلول    
هاي قلبي لاصل نشدند بلكـه بعـد از    نه تنها سلول ،بودند

هـاي معلـز و    به تدري  تعداد سـلول  زرو 5الي  6وذشت 
هـا كنـده    ها از كـف ديـش   مرده زياد شده و اكثريت سلول

 DMSOمثبـت كـه از   در وـروه كنتـرل    (.1تصـوير  )شدند
هـاي قلبـي    به سـلول  P19cl6هاي  جهت القاي تمايز سلول

هـا متشـكل از    در هـر دو وروهـي كـه سـلول     ،استفاده شد
 ،بودنـد  تـك  يـه  اجسام شـبه رويـاني و يـا بـه صـورت      

دار مشاهده شد با اين تفاوت كه در  هاي قلبي  ربان سلول
در روز  دار ن هاي قلبي  ربا وروه اجسام شبه روياني سلول

بعد از روز دهـ  در محـي     تك  يههاي  اما در سلول نه 
 (. 2تصوير )كشت ديده شدند

 
 
 
 
 
 
 

اي  كشات تاك لاياه   از  ناوري  تصاوير ميكروسكوپ :A :0تصویر
عاات سالولي   متجتصاویر   :B. در روز چهاارم P19cl6  هاي سلول

هاای   تصویر سلول: C. ها در روز چهارم تشكيل شده از اين سلول
هاای   ای سالول  هدار تمایز یافته از کشت تاک لایا   ضربان قلبی

P19cl6 تحت تاثیر DMSOروز دوازدهم ، .D :های  تصویر سلول
دار تمایز یافته از اجسام شبه رویانی تهیه شاده از   قلبی ضربان

 نماايي  بازر  . ، روز نهام DMSOتحت تااثیر    P19cl6های  سلول
 . است ×022 ها کلیه عکس

ترل مثبت و ه  در وروه آزمايش از روز ه  در وروه كن    
هـايي بـا مورفولـوژي تمـايز يافتـه در       سلول ،به بعد شش 

هـاي   محي  كشت هاهر شده و بعد از هاهر شـدن سـلول  
هـا   دار به تدري  در ادامه آزمايش بر تعـداد آن  قلبي  ربان
نتاي  مشابهي پـس از چهـار بـار آزمـايش بـه      . افزوده شد

ــد  ــت آم ــت . دس ــه دس ــاي  ب ــابي  نت ــده از ارزي ــاي  آم ه
هـاي   هايي كه سلول ايمونوسيتوشيمي نشان داد كه در وروه

هاي لاصـل از   پاسخ سلول ،دار مشاهده شدند قلبي  ربان
استفاده شده در اين پـژوهش يعنـي    هاي بادي تمايز به آنتي

 در روز دوازده  Iو تروپونين  MHCه ـر عليـادي بـب آنتي

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

هاااي  ين اختصاصااي ساالول ضااور آنتاايبررسااي ح: 3تصااوير 
، ×022نماايي   بزر )ايمونوسيتوشيمي روشبه كمك ( MHC)قلبي

 Fو  D ،Eمربوط به گاروه آزمااي  و تصااوير     Cو  A ،Bتصاوير 
هاي قلبي  تصاوير سلول: Dو  A(. مربوط به گروه كنترل مثبت است

ه باادي بار عليا    شان به آنتاي  دهند كه واكن  تمايز يافته را نشان مي
MHC مثبت شده است .B  وE :دهند كاه   ها را نشان مي هسته سلول
هاي تمايز يافته با ميكروسكوپ  سلول: Fو  C. اند رنگ شدهداپي با 

 . اند برداري شده كسمشاهده و ع ،فاز كنتراست
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هااي قلباي    در سالول  Iين تروپونين  بررسي حضور آنتي: 4تصوير 
، تصااوير  ×022نمايي  بزر )وسيتوشيميتمايز يافته به كمك ايمون

A ،B  وC  مربوط به گروه آزماي ، تصاويرD ،E  وF    مرباوط باه
مربوط به گروه كنترل منفي  Lو  G ،Hگروه كنترل مثبت و تصاوير 

هاي قلباي تماايز يافتاه رانشاان      تصاوير سلول: Gو  A ،D(. است
مثبت شاده   Iتروپونين  بادي بر عليه شان به آنتي دهند كه واكن  مي
رناگ  داپي دهند كه با  ها را نشان مي هسته سلول: Hو  B ،E. است
هاي تمايز يافتاه باا ميكروساكوپ فااز      سلول: Lو  C ،F. اند شده

 . اند برداري شده كنتراست مشاهده و عكس
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  .(3و  4تصاوير )مثبت بود
هـاي   هايي كه از هر نظر مشابه سـلول  در لالي كه در وروه
ــايش و   ــروه آزم ــابي     و ــا ارزي ــد ام ــت بودن ــرل مثب كنت
بـادي اوليـه    ها بدون ا افه كردن آنتـي  ايمونوسيتوشيمي آن

وونـه   هيچ ،(كنترل منفي جهت ايمونوسيتوشيمي)انجام شد
ســيگنال فلورســنتي كــه دال بــر كــار  بــودن جــوا  در 

ــروه ــاهده     و ــد مش ــت باش ــرل مثب ــا كنت ــايش ي ــاي آزم ه
 (.3تصوير )نشد
آمده با استفاده از ميكروسـكوپ  هاي به عمل  در بررسي    

ساعت پس از ترانسفكشـن،   35الي  23معكوس فلورسنت 
هاي ترانسفكت شده با ژن پـروتنين فلورسـنت سـبز     سلول

اور چه بررسي كمي جهت مشخص نمودن . مشاهده شدند
هايي كـه ژن پـروتنين فلورسـنت سـبز را بيـان       تعداد سلول

تـوان وفـت كـه     يكردند انجام نشد اما به طور تقريبي م مي
ها قـادر بـه بيـان ژن مـذكور      درصد سلول 31تا  41لدود 
دار شده بـه   هاي نشان در بخشي از پژوهش كه سلول. بودند
از روز ششـ  بـه بعـد     ،هاي قلبـي تمـايز داده شـدند    سلول
 هـايـي بـا مـورفولــوژي تمايــز يافتـه هاهر شده و  سلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاای   سلولي تشكيل شده از سالول  عاتمتجتصویر  :A: 8تصویر
P19cl6 دار شده با  نشانGFP   ،022در روز چهاارم×. C:   تصاویر 
هاا از پتاری    پاس از انتقاال آن   GFPدار شاده باا    های نشان سلول
هاای   های باکتریولويیک به ظروف کشت مخصوص سلول دی 

هااای قلباای   ساالول تصااویر: E. × 022روز ششاام،  چساابنده،
تحات تااثیر    GFPهای نشاندار شاده باا    ولداری که از سل ضربان

 .×022 اند، روز دهم، اکسی توسین حاصل شده

دار ه  در روز هشت  مشاهده شـدند   هاي قلبي  ربان سلول
بـرداري و فيلمبـرداري بـه عمـل      ها عكـس  كه از اين سلول

 (.5تصوير )آمد
 

 بحث
هـاي   نتاي  اين پـژوهش نشـان داد هنگـامي كـه سـلول         

P19cl6 شــوند  اي كشــت داده مــي بــه صــورت تــك  يــه
ها بـا غلظـت    ن ا افه شده به محي  كشت آنـتوسي  يـاكس

شـود   هاي قلبي نمـي  مول باعث القاي تمايز سلول 1× 6-11
كه ا ر دادن غلظت مشابه به اجسـام شـبه رويـاني      در لالي

بـه   P19cl6هـاي   ها، باعث تمـايز سـلول   تهيه شده از سلول
شود كه اين از طريز بررسـي   دار مي ربانهاي قلبي   سلول

هـاي قلبـي    هاي اختصاصي سـلول  ژن ايمونوسيتوشيمي آنتي
 . ه  تاييد شد Iتروپونين  و MHCهاي  ژن يعني آنتي

و همكــاران پــس از شناســايي ويرنــده اكســي ين يپــاكو    
براي اولـين بـار    2112هاي قلبي، در سال  توسين در سلول

بـه   1×11-6توسـين بـا غلظـت    نشان دادند چنانچه اكسـي  
هـاي   محي  كشت اجسام شبه روياني تهيـه شـده از سـلول   

P19 هـاي قلبـي تمـايز     ها بـه سـلول   اين سلول ،ا افه شود
و در مقايسه با وروه كنترلـي كـه عامـل القـايي آن      يابند مي

DMSO دار در محي  كشـت   هاي قلبي  ربان سلول ،است
به عنوان يكي  P19cl6هاي  سلول(. 2)شوند زودتر هاهر مي
كـه از طريـز كشـت     P19هـاي   هـاي سـلول   از سا  كلون

اند، قادرند  در شراي  مزودرمي لاصل شده P19هاي  سلول
اي هـ  تحـت    در لالت تك  يه P19هاي  بر خيف سلول

هاي قلبـي تمـايز پيـدا كننـد امـا بـر        به سلول DMSOتا ير 
هـاي   ، اكسـي توسـين قـادر نيسـت سـلول     DMSOخيف 
P19cl6  هـاي   ، به سلولتك  يهرا هنگام كشت به صورت

و هـا، مسـيرها    لـذا اوـر چـه مكانيسـ     . قلبي تمـايز بدهـد  
هاي داخل سـلولي متعـددي كـه هنگـام اسـتفاده از       سيگنال

هاي  هاي بنيادي روياني به سلول اكسي توسين، تمايز سلول
كنند تا به لال بـه طـور كامـل شناسـايي      قلبي را كنترل مي

تواند بيانگر اين  اما نتاي  لاصل از اين پژوهش مياند  نشده
 DMSOواقعيت باشد كه هنگام استفاده از اكسي توسـين و  

هـا   هاي قلبي، التما ًَ مكانيس  به عنوان عوامل القايي سلول
و مســيرهاي داخــل ســلولي كــاميًَ مشــابهي رونــد تمــايز  
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هـاي قلبـي را كنتـرل     هاي بنيادي رويـاني بـه سـلول    سلول
 -5و همكـاران وـزارش كردنـد كـه     چوي اخيراًَ . كنند نمي

 تك  يهرا در لالت  P19هاي  قادر است سلول آزاسيتيدين
بـه طـوري كـه در روز     ،هـاي قلبـي تمـايز دهـد     به سـلول 

ــلول  ــايش س ــ  آزم ــي  ــربان  دوازده ــاي قلب ــاهر  ه دار ه
يـك عامـل مـؤ ر در پديـده     سيتيدين ازآ -5 .(14)شوند مي

وده و از ايـن طريـز قـادر بـه بيـان      ب DNAهيدومتييسيون 
هايي وجـود دارد   وزارش .(13، 15)باشد هاي خاصي مي ژن

ه  چنين قادر بـه تمـايز    آزاسيتيدين -5، دهند كه نشان مي
ــلول ــلول   س ــيمي و س ــاي مزانش ــاي ه ــك )ES ه امبريوني
اوـر  . (11-15)باشـد  هاي قلبي مي انساني به سلول(سل است 
بـه تنهـايي جهـت     تيدينسيآزا -5و همكاران از چوي چه 

بـه   P19هـاي   تمايز اجسام شبه رويـاني متشـكل از سـلول   
هـا در وـزارش خـود     هاي قلبي استفاده نكردند اما آن سلول

هـايي بـا فنوتيـ      سلول شش اههار نمودند كه بعد از روز 
هايي شبيه به اجسـام   تمايز يافته و بعد از روز نه  ساختمان

يه سلول هستند در محـي   شبه روياني كه متشكل از چند  
ــي  ــاهر م ــ    كشــت ه ــد از روز دوازده ــاًَ بع شــوند و نهايت

از طـرف ديگـر   (. 14)شـوند  دار ايجاد مي هاي  ربان سلول
هـايي بـا    ها وزارش كردند كه در وروه كنترل ه  سـلول  آن

هاي مورفولوژيك مشابه هاهر شده و لتي بـه طـور    ويژوي
روزهـاي مشـابهي   دار ه  در  هاي قلبي  ربان اتفاقي سلول

ها التمـال دادنـد    شوند، لذا آن با وروه آزمايش مشاهده مي
كه تراك  سلولي با  يكي از شراي   ـروري بـراي تمـايز    

هاي قلبي باشد و لتي اههار كردند كه التما ًَ تمـايز   سلول
هــاي  بــه سـلول  تــك  يـه در لالـت   P19cl6هــاي  سـلول 
ها بـا   ه سلولبه اين دليل است ك( DMSOتحت تا ير )قلبي

تراك  با  كشت داده شده و تحت تا ير عامـل القـايي قـرار    
دهد  مروري بر ماالعات انجام شده نشان مي(. 14)ويرند مي

كه تهيه اجسام شبه روياني يكي از شـراي   ـروري بـراي    
در  .(19)باشـد  هاي قلبي مـي  به سلول P19هاي  تمايز سلول
هـا بـه    سلول ازك بار ي ،از چهار بار آزمايش نيزاين ماالعه 

هـا اجسـام شـبه     صورت كنترل منفي اسـتفاده شـد و از آن  
با اين كه هيچ وونه عامل القايي به محـي    .روياني تهيه شد

بـا   يهـاي  اما به طـور اتفـاقي سـلول   ها ا افه نشد  كشت آن
هـاي   مورفولوژي مشابه وروه كنترل مثبـت و لتـي سـلول   

لوادث مولكولي كه اور چه . نددار مشاهده شد قلبي  ربان
دهنـد و بـراي    در طي تشكيل اجسام شـبه رويـاني رم مـي   

هـاي قلبـي هـ   ـروري      بـه سـلول   P19هاي  تمايز سلول
و اسـكرجانس  باشـند كـاميًَ شـناخته شـده نيسـتند امـا        مي

 NKX 2-5 ش كردنـد كـه القـاي بيـان ژن     رهمكـاران وـزا  
ل ميوژنزيس را در اجسام شبه روياني متشكيوتواند كارد يم

القا كند در لالي كه قادر بـه القـاي ايـن     P19هاي  از سلول
، 21)نيسـت  تك  يـه به صورت  P19هاي  فرايند در سلول

 BMP(Bone Morphogenetic Protein)ا افه كـردن  (. 21
ها نياز به تشكيل اجسام شبه رويـاني   به محي  كشت سلول

را  NKX 2-5كـه ژن   P19هـاي   را مرتفع كرده و لذا سلول
اند هـ  بـه    كشت داده شده تك  يهن كرده و به صورت بيا

اين مسـاله بيـانگر ايـن    (. 22)يابند هاي قلبي تمايز مي سلول
ها از مرلله تشكيل اجسام شبه روياني  است كه عبور سلول

(. 14)باشد كاميًَ  روري مي BMPجهت توليد سيگنالينگ 
ين چن سيتيدينآزا -5 و همكاران در توجيه ا ر القاييچوي 

استد ل كردند كه التماَ  ايـن مـاده از طريـز ترييـر بيـان      
هـاي كشـت داده    در سـلول  BMPهاي سيگنالينگ  مولكول

، نيـاز بـه تشـكيل اجسـام شـبه      تـك  يـه   شده به صورت 
را مرتفـع   NKX 2-5روياني و متعاقـب آن تنظـي  فعاليـت    

هـاي كشـت داده شـده بـه      كرده و لذا القـاي تمـايز سـلول   
پــذير  هــاي قلبــي امكــان را بــه ســلول يــه تــك  صــورت 

يكي ديگر از نتاي  اين ماالعه ايـن بـود كـه    (. 14)سازد مي
تـك  هـاي   ا افه كردن اكسي توسين به محي  كشت سلول

شـود   هاي قلبـي نمـي   ها به سلول نه تنها باعث تمايز آن  يه
هـاي نكروتيـك در    بلكه باعث افزايش قابـل توجـه سـلول   

و همكاران ه  اوـر   چوي ماالعه در. وردد محي  كشت مي
ها متفـاوت بـود، وـزارش     چه عامل القايي مورد استفاده آن

بـه   سـيتيدين آزا -5هـاي بـا ي    شد كه ا افه كردن غلظت
باعـث افـزايش مـر     تـك  يـه   هـاي   محي  كشت سـلول 

هـاي   در لالي كـه ا ـافه كـردن غلظـت     ،شود ها مي سلول
سام شبه روياني   كشت اجيبه مح سيتيدينآزا -5مشابه از 

ــور    ــده در للا ــه ش ــلولي    DMSOتهي ــر  س ــث م باع
لذا اين التمال وجود دارد كه ميـزان اكسـي   (. 14)شود نمي

زياد  تك  يههاي  توسين ا افه شده به محي  كشت سلول
اوـر چـه ميـزان آن     .ها شده است بوده و باعث مر  سلول
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ايـن  كاميًَ مشابه ميزان ا افه شده به اجسام شبه روياني در 
و نيز لاتمي  و همكاران پاكويين به ماالعهاماالعه و نيز مش

 P19cl6هـاي   و همكاران بود اما با ايـن فـرض كـه سـلول    
باشد شـايد بتـوان وفـت كـه      مي P19هاي  متفاوت از سلول

لساسيت دو نوع سلول مذكور نسـبت بـه اكسـي توسـين     
با يادآوري اين واقعيـت  فوق التمال . (2، 11)مشابه نيست

اكسي توسين داراي ا ـر  ـد تكثيـري بـر روي بعلاـي      كه 
آن چه مسل  اسـت  (. 2-5)شود تر مي باشد قوي ها مي سلول

اين است كه انجام ماالعـات بيشـتر جهـت روشـن شـدن      
هـاي قلبـي    مكانيس  ا ر القايي اكسي توسين در تمايز سلول

 . باشد  روري مي
شـخص  هاي اين ماالعه اين بود كه م يكي ديگر از يافته    

به عنوان يـك رده سـلولي مناسـب     P19cl6هاي  شد سلول
هـاي قلبـي بـا     جهت بررسي روند تكامل و تكـوين سـلول  

دار شـده و   كارايي با  با ژن پروتنين فلورسنت سـبز نشـان  
هـا در محـي  كشـت     اجسام شبه رويـاني تهيـه شـده از آن   

دار تمـايز   هـاي قلبـي  ـربان    لاوي اكسي توسين به سلول
ها هـ  از آن جهـت كـه از توانـايي      لذا اين سلول .دنياب مي

باشند و ه   هاي قلبي برخوردار مي خوبي در تمايز به سلول
از اين نظر كه بعـد از ترانسفكشـن پايـدار بـا ژن پـروتنين      

اي كه  فلورسنت سبز تحت تا ير اكسي توسين به عنوان ماده
بـه  , هـاي قلبـي جنـين نقـش دارد     در تكامل طبيعي سـلول 

مدل مناسبي جهت ماالعات  ،يابند ي قلبي تمايز ميها سلول
بـه عنـوان   . (2، 12)شـوند  مبتني بر پيوند بافتي محسو  مي

اي كـه از   دار شـده  هاي نشان توان از كارديوميوسيت مثال مي
هـاي   انـد در درمـان مـدل    تمـايز يافتـه   P19cl6هـاي   سلول

 تنهـا ماالعـه نسـبتاًَ   . آزمايشگاهي بيماري قلبي استفاده كرد
و مـور  توس   2113مشابه با اين بخش از پژوهش در سال 

همكاران صورت ورفت كه در طـي آن از پيسـميد لامـل    
 MLC-2v كـه بيـان آن تحـت كنتـرل پروموتـور       GFPژن 
سـايتومگالو   بـوده  نيـز پروموتـور    (زنجيره سبك ميـوزين )

جلوتر از پروموتـور قبلـي بـه داخـل پيسـميد       كه ويروس
اسـتفاده كـرده و توانسـتند از طريـز      سا  كلون شده بـود 

هـاي قلبـي    سـلول  ،P19cl6هاي  ترانسفكشن و تمايز سلول
 در اين ماالعـه (. 24)ايجاد كنند GFPدار شده با  باني نشان

با وجود اين كه پيسميد مـورد اسـتفاده لامـل پروموتـور     
دار لامـل ژن   هاي قلبي  ـربان  سلول ،هاي قلبي نبود سلول
GFP   زم بـه ركـر اسـت كـه     .   فـراه  شـد  با كـارايي بـا 

هـا   پيسميد و روش مورد استفاده جهت ترانسفكشن سلول
در ماالعه لا ر از پيسميد  .ماالعه يكسان نبوددر اين دو 

pEGFP-C1 هـا   و روش الكتروپوريشن جهت انتقال سلول
استفاده شد در لالي كه در ماالعه قبلـي پيسـميد و روش   

و كلسـي  فســفات   pEGFP-N2مـورد اسـتفاده بــه ترتيـب    
ترين عـواملي   به عنوان يكي از مه  GFPپروتنين (. 24)بود

ها براي رسـيدن بـه اهـداف     دار كردن سلول كه جهت نشان
شـود بـه دليـل سـاختاري كـه دارد، در       مختلف استفاده مي
هاي  هاي بسيار با  يا پايين، غلظت pHشراي  سخت نظير 

 ر اوره و در دماهاي كمتر مو 5مو ر ووانيدين كلرايد و  1
ــر از   SDSدر )C15از  ــك درصــد دماهــاي كمت ، (C35ي

كنـد و لـذا از ايـن     خصوصيت فلورسانس خود را لفظ مي
هـا   دار كردن سلول لحاظ بر اكثر عوامل موجود جهت نشان

 (. 23)مزيت دارد
  

 گيري نتيجه
توان نتيجـه ورفـت كـه     به طور خيصه از اين تحقيز مي   

هـاي   باعـث تمـايز سـلول   ، 1×11-6سين با غلظـت  تو اكسي
P19cl6 شود در لالي كـه   دار مي هاي قلبي  ربان به سلول

تك در و عيت  P19cl6هاي  اعمال غلظت مذكور به سلول
شود بلكه باعـث مـر     نه تنها باعث تمايز سلولي نمي يه 
ها با به كارويري پيسميد  چنين سلول ه . وردد ميها  سلول

pEGFP-C1    ــا ــارايي بـ ــا كـ ــن بـ و روش الكتروپوريشـ
هـاي   ترانسفكت شده و اجسام شبه روياني لاصل از سلول

تحت تا ير اكسي توسـين بـا كـارايي     GFPدار شده با  نشان
 . يابند لبي تمايز ميقهاي  با  به سلول

 
 تشكر و قدرداني

پرسـنل محتـرم     ها و مسـاعدت  در اين پژوهش از كمك    
واقـع در   Stem cell and translational researchدپارتمان 

منـد   كشور ژاپن بهره  Rikenمركز بيولوژي تكاملي، انستيتو 
 .شود وسيله از ايشان قدرداني مي شدي  كه بدين
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Abstract 
Background and Objectives 

Recently, P19c16 has been cloned from P19 cells. This stem cell line has mesodermal traits 

and can be differentiated into cardiomyocytes without embryoid body formation. The present 

study was designed to investigate the oxytocin effect on differentiation of P19c16 into 

cardiomyocytes and production of GFP-labeled cardiomyocytes.   

 

Materials and Methods 

At first, the P19c16 cells were cultured as monolayer and embryoid body; then oxytocin with 

1 10
-7

 M concentration was added to culture media as the inducer agent. DMSO was used as 

an inducer agent in positive control under the same conditions. Differentiated cells underwent 

morphological and immunocytochemical evaluation. The research in its continuation pursued 

the transfection of pEGFP-C1 plasmid with P19c16 cells by electroporation method; then, 

stably expressed GFP cells were differentiated into cardiomyocytes by oxytocin.  

 

Results 

The obtained data indicated that in the experimental group EBs from P19c16 cells could be 

differentiated into cardiomyocytes whereas monolayer cells could not. In the control group, 

both EBs and monolayer cells could be differentiated into cardiomyocytes by DMSO. In 

second part of this study, P19c16 cells were efficiently transfected with GFP, and GFP 

expressed cells were differentiated into beating cardiomyocytes by oxytocin. The results of 

morphological and immunocytochemical evaluation confirmed that differentiated cells were 

cardiomyocytes.  

 

Conclusions 

Our results showed that the embryoid body formation is necessary for differentiation of 

P19c16 cells into cardiomyocytes and these cells after stable transfection with GFP could be 

differentiated into beating cardiomyocytes. It can be concluded that probably P19c16 line is a 

good stem cell line for cell transplantation in the experimental model of cardiac disease.   
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