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چکیده

بــه DMSOو Azacytidin5-زمــانهــمدر حضــور P19جنینــی هــاي کارســینوماي در مطالعــه حاضــر توانــایی تمــایز ســلول:هــدف
.مورد ارزیابی قرار گرفتهاکاردیومیوسیت

تشـکیل  روز2زان طی قطرات آویروش به(Embryoid Bodies,EBs)، اجسام شبه جنینی P19هاي تمایز سلولجهت:هامواد و روش
(Aza group-5)میکرومولار 2يروز تحت القا10مدت بهEBsسپس. شدند 5-Azacytidin ،(DMSO group)DMSO ،5/0 درصد و

هـاي گـروه دریکبـار روزهـر دو تعداد ضربان در دقیقـه  طی تمایز .قرار گرفتندAzacytidin(Aza+DM group)-5و DMSOترکیب 
Myosin Light)،(α-Myosin Heavy Chain, α-MHC)هـاي نظیـر   بیـان ژن . دشـدن میکروسکوپ معکوس شمارشوسیله بهمختلف 

Chain, MLC) و(Connexin-43) وسـیله  بـهRT-PCR  جهـت بیـان پـروتئین    . بررسـی شـدند  القـا ازدر روز دهـم پـسF-actin از
.   ایمونوسیتوشیمی استفاده شد

که طوريایجاد شد بهAza+DM groupویژه در گروه بهP19هاي مشتق شده از زیادي در کاردیومیوسیتتغییرات مورفولوژیکی :نتایج
تدریج شاخه شـاخه شـدن زوائدشـان افـزایش یافـت و بـا       ها دیده شد و بهافزایش مشخصی در اندازه سیتوپلاسم و زواید سیتوپلاسمی آن

2+8مشاهده شده و تا روز 2+2روزانه تعداد ضربان در دقیقه در تمامی گروهها از روز نتایج شمارش. هاي مجاور ارتباط برقرار کردندسلول
. بیـان شـدند  α-MHCو MLCهـاي  بودنـد ژن Aza-5و DMSOزمانهمکه تحت القاي P19هاي در سلول. بتدریج افزایش یافته است

. ها مشاهد نشدکه این پروتئین در سایر گروهلیرا بیان کردند در حاF-actinپروتئین Aza+DM groupهاي کاردیومیوسیت

هـا از  موجـب بهینـه سـازي محـیط کشـت تمـایزي کاردیومیوسـیت       Azacytidin-5و DMSOترکیبـات  زمانهمکاربرد :نتیجه گیري
.گرددمیP19هاي سلول

Azacitidin ،DMSO-5ها، ، کاردیومیوسیتEmbryoid Bodies:کلیديگان واژ
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مقدمه

بشري بـا آن مواجـه  وامعهه مشکلات بزرگی که امروزه جاز جمل
در مشـکلات ایسـکمی   . ـ عروقی هسـتند هاي قلبی است بیماري

هـا دچـار   ، سـلول که متعاقب سکته قلبی رخ می دهدعضله قلب
هـا اخـتلال   کـرد طبیعـی کاردیومیوسـیت   آسیب شده و در عمل

الغ قادر بـه  هاي بکه کاردیومیوسیتبا توجه به این. شودایجاد می
و از سـویی مـداخلات کلینیکـی    بازسازي و ترمیم خود نیسـتند 

میـزان  متداول هم قادر به کاهش عوارض سـکته قلبـی نیسـتند    
لـذا  ،العـاده زیـاد اسـت   بیماران فوقدسته از مرگ و میر در این 

یافتن مخزن سلولی در دسترس کـه بتوانـد در صـورت نیـاز بـه      
تزریـق  دیـده بـه محـل آسـیب   متمایز شود و هاکاردیومیوسیت

گردد، تحولی شگرف را در درمان این بیماران فراهم خواهد نمود
)1-3.(

اند که یـک منبـع سـلولی مناسـب     مطالعات متعددي ثابت کرده
ها نظیر جهت درمان این دسته از بیماران بایستی برخی از ویژگی

دم دسترسی آسان، تکثیر بالا، مقاوم در برابر شرایط ایسکمیک، ع
ــخ  ــرانگیختن پاس ــه    ب ــافتن ب ــایز ی ــت تم ــی و قابلی ــاي ایمن ه

حـال منبـع   هر چند کـه تـا بـه   . ها را داشته باشدکاردیومیوسیت
سلولی مناسب براي درمان موفق این دسته از بیمـاران شـناخته   

هاي براي مثال علیرغم دسترسی راحت سلول). 6-4(نشده است 
ایجـاد  آلوژن مشخص شـده اسـت کـه در صـورت پیونـد سـبب      

رسد کـه  نظر میدر این بین به. شودهاي ایمونولوژیک میواکنش
Embryonic)هــاي کارســینوماي جنینــیکــاربردن ســلولبــه

Carcinoma cells, ECs) 7و5(مناسب باشد .(

بنیـادي هـاي سلولانواعهاي کارسینوماي جنینی یکی از سلول
وبودهنامیرابنیاديهايسلولها همانند سایراین سلول.دهستن
هايسلولانواعازیکی .دارندکشتمحیطدربالاییتکثیرقدرت

القـا کارسینومايتراتوازباشد که میP19کارسینوماي جنینی، 
در .هستندطبیعیکاریوتیپدارايوشودتهیه میموشدرشده

هاي متعددي وجود دارند مبنـی بـر اینکـه    همین ارتباط، گزارش
هــا از جملــه قابلیــت تمــایز بــه انــواع ســلولP19هــايســلول

هـا را در شـرایط آزمایشـگاهی دارا هسـتند و تـا      کاردیومیوسیت
).8و 5(تواند مرتفع کندحدودي مشکلات موجود را می

فاکتورهایی مختلفی در فرآیند القاي کاردیومیوژنیک طـی دوران  
Bone Morphogenetic Proteinsجنینی وجود دارند از جمله 

(BMPs)    که متعلـق بـه ابرخـانوادهTransforming Growth

Factor β (TGF-β)ــهمــی واســطه فاکتورهــایی باشــند کــه ب
). 9(زایی نقش دارند برداري خاص قلبی در فرآیند قلبنسخه

گزارش کردند که ) 10(و همکاران Makino Sدر همین ارتباط 
هاي استرومایی مغـز اسـتخوان مـوش تحـت    که سلولدر صورتی

هاي قلبی قرار گیرند به سلولAzacytidin5-القاي ماده محرك 
دار تمایز می یابند و در ادامـه مشـخص شـده کـه پیونـد      ضربان
هاي مذکور به جایگاه سکته قلبـی، رونـد بهبـودي قلـب را     سلول

علاوه بر ایـن مطالعـات مشـابهی    . افزایش چشمگیري می بخشد
هاي اسـترومایی  لبر روي سلو) 11(و همکاران Shim Wتوسط 

دهد که نه مغز استخوان انسان صورت پذیرفته است که نشان می
توانند بلکه برخی از فاکتورهاي رشد نیز میAzacytidin5-تنها 

. سبب تمایز کاردیومیوسیت ها گردند

با توجه به مجموع مطالعاتی که قبلا در این بـاره صـورت گرفتـه    
هـاي  بـی و هـم سـلول   هـاي بنیـادي قل  معلوم شده که هم سلول

توانند بعد از پیونـد بـه قلـب و یـا کشـت در      بنیادي غیرقلبی می
شرایط آزمایشگاهی شبیه محیط قلب، به کاردیومیوسیت تبـدیل  

آنژیـوژنز را  هـاي بنیـادي،  پیشنهاد شده است کـه سـلول  . شوند
هــاي ایســکمیک شــده بــا ترشــح     توســط کاردیومیوســیت 

IL6,TNF,CRPهـا  یتک کاردیومیوستتحریک و از مرگ آپوپت
هـا را تحریـک بـه    علاوه کاردیومیوسـیت جلوگیري می کنند و به

).13و12(کنند تکثیر می

واسطه مطالعـه  تا به حال فاکتورهاي کاردیومیوژنیک متعددي به
منظـور بهبــود  بــه. تکـوین قلـب در مــوش شـناخته شــده اسـت    

ورهـا  ها از برخی از فاکتبخشیدن به کارایی تمایز کاردیومیوسیت
و Azacytidin5-شـود کـه از جملـه ایـن فاکتورهـا      استفاده می

DMSOباشند که عمدتا جهت تمایز در شرایط آزمایشگاهی می
عـلاوه بـر ایـن گزارشـات     . شـود ها شـناخته مـی  کاردیومیوسیت

مدت زمـان  کند که تمایز کاردیومیوسیت ها بهمتعددي ثابت می
توانــایی تمــایز  کــهاز آنجــائی. القــا و غلظــت بســتگی دارد  

صـورت جداگانـه بـه    کاردیومیوژنیک هر یک از این ترکیبـات بـه  
اثبات رسیده است و با توجه به اینکه تا به حال گزارشی مبنی بر 

رسد که نظر میآثار ترکیبی این فاکتورها مشاهده نشده است، به
سزایی در القاي تواند تاثیر بهاز این ترکیبات میزمانهماستفاده 
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در شـــرایط P19هـــاي هـــا از ســـلولز کاردیومیوســـیتتمـــای
.آزمایشگاهی داشته باشد

هامواد و روش

هـاي  در این تحقیق از سـلول :P19هاي کشت و تکثیر سلول
P19)اسـتفاده شـد  ) انیستیتو پاسـتور تهـران  ه ازخریداري شد.

-High Glucose (Gibco)هـا شـامل   این سـلول محیط کشت 
DMEM ســرم جنــین گــاوي درصــد15کــه حــاوي(FBS,

Gibco)،0.1 Mm بتامرکاپتواتــــانول(Sigma) ،1 درصــــد
درصد اسید هاي آمینه 1و(Gibco)استرپتومایسین/سیلینپنی

کشت داده (Gibco)گلوتامین درصد 1و (Sigma)غیر ضروري
و CO2درصـد  5بـا فشـار   Сº37ها در انکوبـاتور  سلول. شدند

 ـ . درصد انکوبه شدند95رطوبت  صـورت  هتعویض محیط کشـت ب
. روزانه صورت گرفته شد

شکل گیري اجسام شبه جنینی و القائ تمایز کاردیوژنیک 
(Induction of cardiogenic differentiation):گیري شکل

بر مبناي روش (Embryoid Bodies,EBs)اجسام شبه جنینی
بـدین ترتیـب   ). 14(انجام شد Hanging Dropsقطرات آویزان

ایجاد شد و با شمارش سلولی، P19هايوسپانسیونی از سلولس
میکرولیتــري           20ســلول در هــر قطــره 2000تعــداد 

cells/drop)2000( از محــیط کشــت بــر روي درپــوش پتــري
ساعت در انکوباتور کشـت داده  48مدت صورت آویزان بهدیش به

س توسـط میکروسـکوپ معکـو   اجسام شبه جنینیسپس . شدند
(Invert microscope) ــابی شــدند و اجســام شــبه مــورد ارزی

هاي مناسب جهت ادامـه تمـایز در نظـر گرفتـه     با ویژگیجنینی
منظور جلوگیري از خشـک شـدن قطـرات، کـف     ضمنا به. شدند
سپس اجسام شـبه جنینـی   . پوشیده شدندPBSها توسط دیش

یـایی  روز در محیط هاي القایی مختلف به پلیت باکتر10مدت به
ژلاتینـه شـده، منتقـل و در    (Sigma)درصـد 1/0که با ژلاتـین 

2هـا، از  جهـت القـاي تمـایز سـلول    . انکوباتور کشت داده شـدند 
ــولار  ,Aza group-5)میکرومـ Sigma) 5-Azacytidin ،

(DMSO group, Sigma)DMSO ،5/0ــد ــب درص و ترکی
DMSO 5و-Azacytidin(Aza+DM group) استفاده شـد .

هاي پلیت باکتریایی هیچگونه عامل ه بر این به برخی چاهکعلاو

در نظـر  (Co group)عنوان گـروه کنتـرل   القاي اضافه نشد و به
. گرفته شد

پـس از  :هاي تمـایز یافتـه  ارزیابی ضربان کاردیومیوسیت
گیري اجسام شـبه جنینـی تعـداد ضـربان در دقیقـه طـی       شکل

مختلـف  هـاي گـروه در2+10و2+2،8+6، 2+2،4+2روزهـاي  
. شدندوسیله میکروسکوپ معکوس مشاهده و شمارشبه

در (Immunocytochemistry):ارزیابی ایمونوسیتوشیمی
در P19هـاي  هـاي مشـتق شـده از سـلول    ابتدا کاردیومیوسـیت 

. سـه مرتبـه شستشـو شــدند   PBSهـاي مختلـف توسـط    گـروه 
ماي اتاق درصد در د4هاي مذکور در محلول پارافرمالدئید سلول

ها دنبال شستشوي مجدد سلولبه. مدت یک شب تثبیت شدندبه
دقیقه در دمـاي اتـاق بـا سـرم بـز      60مدت ها به، سلولPBSبا 

(Goat serum)  2سـپس در محلـول   . پوشـانده شـدندO2H ،3
با رقت F-actin(Dako)بادي اولیه آنتی. درصد قرار داده شدند

دنبـال آن  ها افـزوده شـد و بـه   دقیقه به نمونه45مدت به1:400
دقیقه بـه  30مدت بهEnVision TM (Dako)بادي ثانویه آنتی
ها توسط میکروسکوپ نـوري  در نهایت سلول. ها اضافه شدنمونه

).15(بررسی شدند 

اي پلی مـراز  آنالیز نسخه برداري معکوس واکنش زنجیره
(RT-PCR):با استفاده ازRT-PCRژه هـاي وی ـ ژنمیزان بیان

هاي ذکر شده مورد ارزیابی قرار گرفته در گروههاکاردیومیوسیت
α(α-Myosinمیـوزین سـنگین بـدین ترتیـب زنجیـره   . شـد 

Heavy Chain, α-MHC)،   زنجیره سـبک میـوزین(Myosin

Light Chain, MLC)43کانکسـین و-(Connexin-43) در
نیـز  actinβ–علاوه بر ایـن ژن  . بررسی شدندالقاازپس10روز 

همچنـین از قلـب   . عنوان کنترل داخلـی در نظـر گرفتـه شـد    به
. عنـوان کنتـرل مثبـت اسـتفاده شـد     نوزادان موش صحرایی به

RNA     کـل بـا اسـتفاده از کیـت(Fermentas)  RNX Plus

بردارنسخهو آنزیمdtکارگیري پرایمر الیگو بهباوشدهاستخراج
ازاسـتفاده س بـا سپ. ساخته شدMMULV،cDNAمعکوس 

. انجام شدPCRواکنش ،هااختصاصی کاردیومیوسیتهايپرایمر
بـروي  PCRمنظور الکتروفور محصولات در نهایت به). 1جدول (

UVدستگاه ترانس لومیناتورباودرصد منتقل شده2آگارز ژل

.مشاهده شدند
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.رهاي ذکر شده در تحقیق حاضها و توالی پرایمرویژگی: 1جدول 

هـاي  هـا در گـروه  تعـداد ضـربان کاردیومیوسـیت   :آماريآنالیز
ــک     ــانس ی ــالیز واری ــون آن ــتفاده از آزم ــا اس ــف ب ــهمختل طرف

One Way ANOVA   و نرم افـزار آمـاريSPSS   ارزیـابی شـد
05/0P<شددار در نظر گرفتهمعنی .

نتایج

هابه کاردیومیوسیتP19هاي تمایز سلول

مشـاهده  2+2هـا از روز  تعداد ضربان در دقیقه در تمـامی گـروه  
از 2+10تـدریج افـزایش یافتـه امـا در روز     بـه 2+8شده و تا روز 

Aza-5میزان تعداد ضربانات کاسته شده است به استثناي گروه 

بر میزان تعداد ضـربانات آن افـزوده   2+10تا روز 2+2که از روز 
هـاي  ها نشان داد که تعداد ضـربان در کاردیومیوسـیت  فتهیا. شد

ها بیشتر بود نسبت به سایر گروهAza+DMتمایز یافته در گروه 
ضـربان در  87با میـزان  2+8که حداکثر ضربان در روز طوريبه

داري اخـتلاف معنـی  2+4و 2+2دقیقه مشاهده شد و با روزهاي 
اخـــتلاف Aza-5عـــلاوه بـــر ایـــن در گـــروه). >05/0P(دارد 
وجـود  2+10و 2+2هـاي  داري در فرکانس ضربان در روزهمعنی

در روز DMSOحداکثر تعداد ضربان در گروه ). >05/0P(داشت 
داري دارد اخـتلاف معنـی  2+2مشاهده شد که فقط با روز 8+2
)05/0P<) (1نمودار.(

.*)>Aza+DM)05/0Pو 5-Aza ،DMSO، (Co)کنترل هاي تعداد ضربان در دقیقه در گروه: 1نمودار 

شـکل  P19هاي مشـتق شـده از   در گروه کنترل کاردیومیوسیت
کـه  در حالی). A، 1شکل(فیبروبلاستی خود را حفظ کرده بودند 

هاي مشتق شده تغییرات مورفولوژیکی زیادي در کاردیومیوسیت
افزایش 2+4تا 2+2که طی روزهاي طوريایجاد شد بهP19از 

ها دیـده  مشخصی در اندازه سیتوپلاسم و زواید سیتوپلاسمی آن
ها و شاخه شـاخه شـدن  اندازه سلول2+10تدریج تا روز شد و به

صورت گرد یا چندوجهی ظاهر گردیـده و  ها افزایش یافت و بهآن
).B،1شکل(هاي مجاور ارتباط برقرار کردند با سلول

Primer (Forward/Reverse)                                                                   Length (bp)Gene
F 5'-CTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG -3' 301

R 5'- GGAAGAGTGAGCGGGGCATCAAGG-3'
F 5'-TGTGGGTCACCTGAGGCTGTGGTTCAG -3' 189

R 5'-GAAGGCTGACTATGTGTCCGGGAGATGC -3'
F 5'-AGCGCCTTAGGCAAACTCCTT -3' 298

R 5'- TCTTCCTTTCGCATCACATAGA-3'
F 5'- CTTCTTGGGTATGGAATCCTG -3' 317

R 5'- GTGTTGGCATAGAGGTCTTTAC -3'

α-MHC

MLC

Connexin-43

β- actin
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سـر  (شـوند  ، در گروه کنترل به شـکل فیبروبلاسـتی مشـاهده مـی    P19هاي مشتق شده از ژیکی حاصله در کاردیومیوسیتتغییرات مورفولو) A: 1شکل 
هـاي مجـاور ارتبـاط    و بـا سـلول  ) هـا سـر پیکـان  (صورت چندوجهی ظاهر گردیده ها عمدتا بهسلولAza+DMدر گروه . ×10بزرگنمایی ) B، )هاپیکان

.20×بزرگنمایی ، )هاي کوتاهپیکان(تنگاتنگی برقرار کردند 

علاوه بر این نتایج جاصل از ارزیابی ایمونوسیتوشیمی ثابت کرد 
که تحت القاي P19هاي مشتق شده از که کاردیومیوسیت

اند قادر به بیان قرار گرفتهAzacitidin-5و DMSOزمانهم

-Fهاي باشند و سلولمیF-actinپروتئین اختصاصی قلبی 

actinهاي با ظاهري مشخص و سیتوپلاسم واضح از سلولمثبت
F 2شکل(اکتین منفی مشخص هستند.(

.20×بزرگنمایی ، )سر پیکان ها(اکتین Fهاي بیان کننده سلول: 2شکل 

کـه  P19هـاي  نشـان داد کـه در سـلول   RT-PCRآنالیز نتـایج  
MLCو Connexin-43هاي اند ژنتیمار شدهAza-5وسیله به

تیمـار شـده ژن  DMSOوسیله اما در گروهی که به. بیان شدند

MLCهـاي  سلول. بروز یافتP19    زمـان هـم کـه تحـت القـاي
DMSO 5و-Azaهاي ویژه بافت قلبی را نظیر بودند ژنMLC

).3شکل (بیان کردند α-MHCو 

-βژن . RT-PCRبا روش (Co)و کنترل Aza ،DMSO ،Aza+DM-5هاي هاي اختصاصی قلبی در گروهارزیابی بیان ژن: 3شکل  actin

.عنوان کنترل داخلی در نظر گرفته شدبه
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بحث

هـاي سـرطانی   ها از سـلول با توجه به اینکه تمایز کاردیومیوسیت
P19هاي دخیل در بیولوژي اي در شناخت مکانیسماهمیت ویژه

تکاملی، پیوند سلولی و درمان دارد لـذا دانسـتن شـرایط کشـت     
ها جهت القاي تمایز بـه رده سـلولی خـاص از    مطلوب این سلول

در مطالعـه حاضـر بـا    . باشـد ها ضروري میجمله کاردیومیوسیت
هـاي  کارگیري عوامل القـاگر مختلـف سـعی شـده تـا ویژگـی      به

).  19-16، 6(یافته معین گردد هاي تمایز کاردیومیوسیت

میکرومـولار  2از غلظت P19هاي منظور ایجاد تمایز در سلولبه
5-Azacytidinهاي تمایز استفاده شد نتایج نشان داد که سلول

هـا هسـتند و   یافته از لحاظ مورفولوژیکی مشابه کاردیومیوسـیت 
ــد MLCو Connexin-43هــا نظیــر برخــی از ژن ــروز دادن را ب

. اکتـین مشـاهد نشــد  Fکـه هـیچ سـلول بیـان کننـده      الیح ـدر
افـزایش  2+10تـا  2+2تـدریج از روز  همچنین تعداد ضربان بـه 

منظور به) 13(و همکارانش Wangاي که در مطالعه. یافته است
هاي مـاتریکس بنـد نـاف انسـان انجـام دادنـد       تمایز دادن سلول

Azacytidin-5هـا بـا   توانستند بعد از انکوبه کـردن ایـن سـلول   

هفته، مارکرهـاي کاردیومیوسـیتی را شـامل تروپـونین     3براي 
Iــوژي  43قلبــی،  کانکســین ــان کننــد و مورفول و دســمین را بی

.میوسیت قلبی را مشاهده کنند

وجــود دارد دال بــر اینکــه القــا هــايدر همــین ارتبــاط گــزارش
-5هـاي اسـترومایی مغـز اسـتخوان بـا اسـتفاده از داروي       سلول

Azacytidine میکرومـولار طـی دو هفتـه جهـت     10به غلظت
هـا  باشد و در ادامـه بررسـی  ها کافی نمیتمایز به کاردیومیوسیت

هــاي مــذکور هیچگونــه ســاختارهاي مشــخص شــد کــه ســلول
هاي قلبی اسـت را بـروز   هاي بارز سلولسارکومریک که از ویژگی

و Martin Rendomگزارش مشابهی توسـط  ). 21و 20(ندادند 
هـاي  وجـود دارد مبنـی بـر اینکـه تمـایز سـلول      ) 15(کـاران  هم

هـاي  هـا در غلظـت  استرومایی مغز استخوان بـه کاردیومیوسـیت  
نتـایج مطالعـات فـوق    . پـذیرد مختلف داروي مذکور صورت نمـی 

دهد که داروي مذکور بـه تنهـایی جهـت القـاي تمـایز      نشان می
افـزودن  هاي قلبی کافی نیست بنابراینبه سلولP19هاي سلول

. باشـد ها ضروري میعامل القاگر دیگر نیز به محیط کشت سلول
از طریق TGF-βتحقیقات اخیر نشان داد که اعضاي ابر خانواده 

هـا و  برخی مسیرهاي سیگنالی در القـاي تمـایز کاردیومیوسـیت   

سـزایی  نقـش بـه  Nkx2.5فاکتورهاي نسخه برداري قلبی نظیـر  
Wntβمسیرهاي سیگنالی بـه  یکی از شناخته شده ترین. دارند

cateninدر همین ارتباط . گرددبر میCohen  9(و همکـاران( ،
Marvin 22(و همکاران ( وTzahor  و همکـاران)گـزارش  ) 23

ــد کــه در صــورت افــزودن ــهدرصــدDMSO،1کردن همــراه ب
Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8)ــه ســلول ــاي ب ه

PC19CL6 در روز اول سبب بیانWnt3A وWnt8گـردد  می
هاي سیگنالینگ مـذکور  اما در روز چهارم از میزان بیان پروتئین

رسد که ایـن فراینـد جهـت مراحـل     نظر میکاسته شده است به
.ها ضروري باشدبعدي تمایز کاردیومیوسیت

بـه  P19هـاي  در تحقیق حاضر علاوه بر این جهت تمـایز سـلول  
. اسـتفاده شـد  DMSOدرصـد  5/0ها از غلظـت  کاردیومیوسیت

هاي مشـتق  دست آمده نشان داد که کاردیومیوسیتهاي بهیافته
آنالیز . هاي قلبی هستندشده از لحاظ مورفولوژیک همانند سلول

هاي تمایز یافته قادر به بیان نشان داد که سلولRT-PCRنتایج 
هستند و حداکثر تعداد ضـربان در ایـن گـروه در روز    MLCژن 

هـا از فرکـانس   د که در مقایسـه بـا سـایر گـروه    مشاهده ش8+2
.  کمتري برخوردار بود

در پــژوهش حاضــر نیــز شــاید علــت بــی تــاثیر بــودن غلظــت  
DMSO،5/0هـاي  هاي قلبی از سـلول جهت تمایز سلولدرصد

P19 این باشد کهDMSOتواند در القاي فراینـد  به تنهایی نمی
رسـد کـه ایـن    نظر میهبنابراین ب. کاردیوژنیک نقش داشته باشد

هاي سیگنالی باشد کـه در  فرایند نیاز به همکاري برخی از مسیر
هـا ایجـاد   اثر افزودن ترکیبات مورد نظر به محیط کشـت سـلول  

علاوه بر این گزارشات مشـابهی در ایـن زمینـه وجـود     . شوندمی
هاي کارسینوماي جنینـی موشـی و   که تیمار سلولطوريدارد، به

اکسی توسـین  زمانهمبنیادي جنینی در حضور هاي حتی سلول
و24(نمایـد  روند تمایز قلبی را تحریک و تسهیل میDMSOو 

25 .(

در مطالعه حاضر مشخص شده است که هر یک از عوامل القـاگر  
5-Azacytidine وDMSO   ــایز ــه تمـ ــادر بـ ــایی قـ ــه تنهـ بـ

اگر چه که مطالعات. نیستندP19هاي ها از سلولکاردیومیوسیت
پیشین حاکی از آن است که افزودن هر یک از ایـن ترکیبـات در   

هـاي  تواند تـا حـدودي برخـی از ویژگـی    شرایط آزمایشگاهی می
.  ها را بروز دهندکاردیومیوسیت
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منظـور بهینـه سـازي شـرایط محـیط کشـت       در ادامه مطالعه به
وDMSOترکیبـات زمـان هـم تمایزي کاردیومیوژنزیس از تاثیر 

5-Azacytidinهاي میکروسکوپی نشان داد بررسی. استفاده شد
انـد  ها بیشتر به کاردیومیوسیت تمایز پیدا کردهکه اولا این سلول

اکتـــین در Fهــاي عضـــلانی دیگــر ثانیــا بیــان     تــا ســلول  
هـاي تمـایز یافتـه    ها نشانگر این است که سـلول کاردیومیوسیت

. باشندمیهاواجد یک الگوي اتصال سلولی مشابه کاردیومیوسیت
هاي ویژه بافت قلبی نظیـر  نشان داد که ژنRT-PCRهاي یافته

MLC وα-MHCیکــی از . هــا بیــان شــدنددر کاردیومیوســیت
. هاستها پیدایش ضربان در آنهاي اصلی کاردیومیوسیتویژگی

دست آمده نشان داد که میزان انقباض پایه در دامنه هاي بهیافته
و 2+2ترتیـب در روزهـاي   بوده که بهضربان در دقیقه87تا 28
علاوه بر این مشخص شد که تعداد ضـربان  . مشاهده گردید8+2

ها بیشتر بود کـه دال بـر وجـود    در این گروه نسبت به سایر گروه
ــوع     ــاي کلســیمی ن ــال ه ــه ولتــاژ   Lکان در (Ica)وابســته ب

نتـایج مشـابهی در ایـن    . هاي مشتق شـده اسـت  کاردیومیوسیت
ــود  ــه وج ــالین    زمین ــور ایزوپرن ــه در حض ــر اینک ــی ب دارد مبن

). 26(شــود دار مشــاهده مــی کاردیومیوســیت هــاي ضــربان  
هاي تمایز یافته داراي الگـوي انقباضـی پیوسـته    کاردیومیوسیت

-Nهــاي چســبنده نظیــر باشــند کــه بــه برخــی از مولکــولمــی

cadherinو 43هاي اتصالات شکافدار مثـل کانکسـین   ، پروتئین
یکـی از دلایـل احتمـالی در افـزایش     . وابسـته اسـت  یون کلسیم 

هــا نســبت بـه ســایر گــروه Aza+DMبیشـتر ضــربان در گــروه  
کـه  طـوري گـردد بـه  در محیط القایی بـر مـی  DMSOحضور به

DMSO    سبب آزاد شدن ناگهانی یون کلسـیم از ذخـایر داخـل
نیز بـا ایجـاد   Azacytidin5-علاوه بر این ). 21(شود سلولی می
شـود و بـدین   میDNAهاي پایدار سبب دمتیله شدن کمپلکس

ترتیب در رونـد کـاردیومیوژنریس نقـش دارد  هـر چنـد تمـایز       
مـدت زمـان القـا و غلظـت     ها بهبه کاردیومیوسیتP19ها سلول

دهند که اضـافه  در همین ارتباط مطالعات نشان می. بستگی دارد
یـره  هـاي زنج منجر بـه افـزایش بیـان ژن   Azacytidin5-کردن 

سنگین میوزین شود که بـا نتـایج تحقیـق حاضـر مطابقـت دارد      
حتــی وجــود ســرم در محــیط کشــت بــر روي تمــایز ). 27-29(

که حـذف سـرم سـبب    طوريگذارد بهها تاثیر میکاردیومیوسیت
گـردد  دار در اجسام شبه جنینی مـی افزایش تعداد نواحی ضربان

)7 .(

نتیجه گیري

شده در این تحقیـق و مقایسـه آن بـا    با توجه به مشاهدات انجام 
هـاي کارسـینوماي   توان نتیجه گرفت که سلولسایر مطالعات می

P19هــا هــا جهــت تمــایز کاردیومیوســیتیکــی از بهتــرین رده
-5و DMSOترکیبـات  زمـان هـم که کـاربرد  طوريبه. باشندمی

Azacytidin    ــایزي ــت تم ــیط کش ــازي مح ــه س ــب بهین موج
.گرددمیP19هاي لها از سلوکاردیومیوسیت
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Abstract

Aim: In current study capability of differentiation of embryonic carcinoma cells P19 to cardiomyocyte
through inducing effects of DMSO and 5-Azacytidin individually or in combinative form in laboratory
condition were examined.

Material and Methods: In order to differentiate induction of P19, Embryoid Bodies (EBs) formed
through hanging drops method during two days. Then EBs have induced by 2 μM of 5-Azacytidin (5-
Aza group), 0/5% DMSO (DMSO group) or both 5-Azacytidin and DMSO (Aza+DM Group) during
ten more days. During differentiation beating number per minute counted every two days in all groups
by invert Microscopy. Gene expression such as:  α-Myosin Heavy Chain (α-MHC) and Myosin Light
Chain (MLC) and Connexin-43 have examined by RT-PCR in last day. To more accuracy, F-actin
protein expression also illustrated through immunocytochemistry method.

Results: Morphological changes in differentiated cardiomyocytes derived from P19 illustrated in all
groups. However the most changes such as significant increasing in size and number of process, their
branches and attachment between branches happened in Aza+DM group. Daily beating counter per
minute revealed increasing in beating number from 2+2 to 2+8 in all groups. RT-PCR analysis also
revealed expression of both α-MHC and MLC in Aza+DM Group. However, F-action has expressed
only in Aza+DM group.

Conclusion: The Results have shown combination of two 5-Azacytidin and DMSO inducer caused
effective cell culture differentiate of P19 to cardiomyocyte.
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