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Abstract 
Objective: Human mesenchymal stem cells (MSCs) have been recognized as potential 
candidates for cell therapy. In the present study, the ability of human bone marrow mesen-
chymal stem cells (hBMSCs) to differentiate into cells with characteristics of cardiomyo-
cytes in vitro was investigated.
Materials and Methods: hBMSCs cultured in enriched medium were treated with oxy-
tocin and 5-azacytidin. The differentiation of hBMSCs into cells that expressed cardiac-
specific genes such as α3-actinin, alpha - myosin heavy chain (α-MHC), beta - myosin 
heavy chain (β-MHC), myosin light chain isoform 2a (MLC2a), myosin light chain isoform 
2v (MLC2v), artial natriuretic factor (ANF), GATA4 and oxytocin receptor (OTR) was in-
vestigated by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Protein expres-
sions of β-actinin and troponin I-C in the cells were analyzed through immunofluores-
cence staining.
Results: MSCs are spindle-shaped with irregular processes. Cells treated with oxytocin 
and 5-azacytidin connected with adjoining cells to form myotube-like structures. Expres-
sions of a number of cardiac-specific genes were detected by RT-PCR. Immunofluores-
cence staining analysis showed that the differentiated cells stained positively for β-actinin 
and troponin I-C protein.
Conclusion: These results indicate that adult hBMSCs can differentiate into cardiomyo-
cytes in vitro by treatment with oxytocin and 5-azacytidin, and can be considered as a 
source of cells for cellular cardiomyoplasty.
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مقدمه
مى باشند  پس ميتوزى  سلول هاى  انسان،  كارديوميوسيت هاى 
وقوع  از  بعد  مى دهند.  دست  از  را  خود  تكثير  توانايى  تولد  از  بعد  و 
اين  مى گردند.  نكروزه  و  مى ميرند  كارديوميوسيت ها  سكته قلبى، 
كارديوميوسيت هاى نكروزه در قلب آسيب ديده به طور پيش رونده اى 
در  و  مى شوند  جايگزين  فيبروبلاستى  غيرانقباضى  سلول هاى  وسيله   به 
قلبى  سلول  پيوند  مى گردد (1-4).  تشكيل  اسكار  بافت  آسيب،  محل 
يك روش درمانى بالقوه براى درمان نارسايى قلبى محسوب مى گردد 
و تشخيص انواع سلولى كه توانايى ترميم ميوكارديوم آسيب ديده را 

دارند، بسيار مورد توجه مى باشد (5، 6). 
مى باشد  بنيادى  سلول هاى  از  خاصى  مجموعه  شامل  استخوان  مغز 
استيوژنيك،  دودمان هاى  به  تمايز  و  خون سازى  از  حمايت  توانايى  كه 
دارند  را  كارديوميوژنيك  و  ميوژنيك  كندروژنيك،  آديپوژنيك، 
و  فريندستاين  توسط   1974 سال  در  بار  اولين  سلول ها  اين   .(8  ،7)
كلونى  تشكيل دهنده  فيبروبلاستى  بنيادى  سلول هاى  عنوان  به  همكاران 
توصيف   (Colony Forming Units-Fibroblast; CFU-F)
استرومايى  فيبروبلاست هاى  وسيله  به   CFU-F عبارت  بعد،   .(9) شدند 

تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از مغز استخوان انسان به سلول هاى 
شبه قلبى به روش آزمايشگاهى 
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چكيده 
* هدف: بررسي توانايى تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان به سلول هاى قلبى با استفاده از اكسى توسين

 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) مواد و روش ها: سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان در محيط كشت *
داراى 15 درصد Fetal Bovine Serum (FBS)  كشت داده شدند. به منظور القاى تمايز سلول هاى قلبى، تعداد 104×1 سلول 
و 5-   (10-6  M) بااكسى توسين  تيمار  تحت  درصد  تراكم 70  به  رسيدن  از  بعد  و  شده  داده  كشت  ميلى مترى  ديش هاى 35  در 
آزاسيتيدين (با غلظت 10 ميكرومولار، كنترل مثبت) قرار گرفتند. در طول دوره، سلول ها توسط ميكروسكوپ معكوس از نظر 
تغييرات مورفولوژيكى مورد بررسى قرار گرفتند. بيان ژن هاى خاص سلول قلبى همچون: آلفا- اكتينين، زنجيره سنگين ميوزين 
آلفا و بتا، زنجيره سبك و تنظيمى ميوزين (2v و 2a)، فاكتور ناتريورتيك دهليزى، GATA4، و گيرنده اكسى توسين، از طريق 
روش Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  مورد بررسى قرار گرفت. هم چنين از ارزيابى 

ايمونوسيتوشيمى براى اثبات بيان پروتئين هاى خاص سلول قلبى استفاده گرديد.
* يافته ها: سلول هاى بنيادى مزانشيمى، دوكى شكل با زوايد نامنظم بوده كه پس از تيمار با اكسى توسين (M 6-10) و 5- 
آزاسيتيدين (10 ميكرومولار)، به يكديگر متصل شده و ساختارهاى ميوتيوب مانند را ايجاد نمودند. بيان تعدادى از ژن هاى خاص 
سلول هاى قلبى در پايان دوره القايى تاييد شد. ارزيابى ايمونوسيتوشيمى براى آنتى ژن هاى آلفا- اكتينين و تروپونين نشان داد كه 

اين پروتئين ها در سلول هاى تمايز يافته بيان مى شوند.
* نتيجه گيري: نتايج اين تحقيق نشان داد كه سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان قادرند تحت تاثير اكسى توسين 

و 5- آزاسيتيدين به سلول هاى قلبى تمايز يابند.

* كليدواژگان: سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان، سلول هاى قلبى، اكسى توسين، تمايز سلولى

مقاله اصيل

بنيادى  سلول هاى  را  سلول ها  اين  و   (10) شد  جايگزين  استخوان  مغز 
مشتق  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  وقتى   .(11) مى نامند  نيز  مزانشيمى 
پيوند  بالغ  موشى  ميوكارديوم  به  مستقيم  طور  به  انسان  استخوان  مغز  از 
ديگر،  راه كار   .(6  ،12) مى يابند  تمايز  كارديوميوسيت ها  به  مى شود 
شرايط در  استخوان  مغز  از  مشتق  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  تمايز 

in vitro و قبل از پيوند مى باشد. ماكينو و همكاران براى اولين بار نشان دادند 
كه سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از مغز استخوان موش تحت تيمار با 5- 
آزاسيتيدين توانايى تمايز به كارديوميوسيت هاى ضربان دار را دارند (13). 
سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از مغز استخوان انسان نيز تحت تيمار با 
5- آزاسيتيدين و در شرايط in vitro به كارديوميوسيت ها تمايز مى يابند 
(14). از عوامل القايى ديگر جهت تمايز سلول هاى بنيادى به سلول هاى قلبى 

در حالت in vitro مى توان به فاكتور رشد فيبروبلاستى اشاره كرد (15). 
نوناپپتيد مى باشد كه به طور عمده از  اكسى توسين، يك هورمون 
اكسى توسين  وجود  اين  با  مى گردد.  ترشح  هيپوتالاموسى  هسته هاى 
نيز  غيره  و  قلب  سفيد،  جسم  جفت،  رحم،  مثل:  محيطى  بافت هاى  در 
اصلى  عامل  عنوان  به  آن  گيرنده هاى  و  اكسى توسين  مى گردد.  توليد 
رحمى،  انقباضات  القاى  جمله  از  توليدمثلى  عملكردهاى  تنظيم كننده 
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جديد  مطالعات  مى شوند (16).  شناخته  تخمك گذارى  و  شير  خروج 
نقش اكسى توسين در تكوين قلبى را نشان داده اند، به طورى كه گيرنده 
اكسى توسين در سطح پروتئينى در قلب موش از روز 7 باردارى، يعنى 
بررسى  راستاى  در   .(17) مى يابد  افزايش  قلبى،  تمايز  شروع  زمان  در 
تاثير اكسى توسين بر تكامل قلب، نتايج مطالعات قبلى نشان مى دهد كه 
چنانچه اكسى توسين با دوز بالا به جنين تزريق شود، ممكن است در 
انسانى و موش هاى صحرايى منجر به اختلال در رشد قلب  نمونه هاى 
شود. از طرف ديگر، بلوكه كردن گيرنده هاى اكسى توسين به كمك 
به  منجر  جوجه  تكامل  اوليه  مراحل  در  اختصاصى،  آنتاگونيست هاى 
اكسى توسين  اين،  بر  علاوه  مى شود (18).  جنين ها  در  قلبى  ناهنجارى 
كارديوميوژنيك  تمايز  و   P19 سلول هاى  بالقوه ى  القاكننده  يك 
منجر  هم چنين  اكسى توسين  مى باشد (18، 19).  بالغ  بنيادى  سلول هاى 
كارديوميوسيت ها  به  موش  جنينى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  افزايش  به 
گزارشى  مطالعه  اين  شروع  زمان  تا  كه  آنجايى  از   .(20) مى گردد 
بنيادى  سلول هاى  تمايز  در  اكسى توسين  توانايى  بررسى  زمينه  در 
مشاهده  كارديوميوسيت  ها  به  انسان  استخوان  مغز  از  مشتق  مزانشيمى 
نشده بود، در مطالعه حاضر توانايى تمايز سلول هاى بنيادى مذكور به 
كارديوميوسيت  ها با استفاده از اكسى توسين مورد بررسى قرار گرفت.

مواد و روش ها 
پزشكي  علوم  دانشگاه  اخلاق  كميته  تصويب  با  كه  مطالعه  اين  در 
استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  گرفت،  انجام  كردستان 
هماتولوژى،  گروه  سليمانى،  مسعود  دكتر  طرف  از  (اهدايى  انسان 
تكثير  و  رشد  جهت  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  مدرس)  تربيت  دانشگاه 
سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از مغز استخوان انسان از محيط كشت 
 Dulbecco`s Modified Eagle’s Medium-Low Glucose (DMEM)
(گيبكو) حاوى 15 درصد سرم Fetal Bovine Serum (FBS) (گيبكو)، 
آنتى بيوتيك هاى استرپتومايسين و پنى سيلين و فلاسك هاى T-25 استفاده 
شد. به منظور پاساژ سلول ها، مخلوط مايع تريپسين با غلظت 0/25 درصد 

و Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) با غلظت 0/04 
درصد مورد استفاده قرار گرفت.

براى القاى تمايز قلبى، تعداد 104 سلول بنيادى مزانشيمى مغز استخوان 
انسان در در ديش هاى 35 ميلى مترى، در محيط DMEM-LG (گيبكو) 
داراى 15 درصد FBS (گيبكو) كشت داده شدند. پس از رسيدن تراكم 
سلول ها به حدود 70 درصد، تمايز قلبى در اين سلول ها القا گرديد. به اين 
 (10-6 M) ترتيب كه سلول ها به مدت چهار هفته تحت تيمار با اكسى-توسين
(كال بيوكم) قرار گرفتند. بعد از شروع القا، تعويض محيط براى سلول ها 
هر 3 روز يك بار صورت گرفت. در مطالعه حاضر در گروه شاهد، محيط 
كشت فاقد اكسى توسين بود. از آنجا كه تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى 
از  آزاسيتيدين  با 5-  تيمار  تحت  قلبى  سلول هاى  به  انسان  استخوان  مغز 
مدت 24  به  سلول ها  مثبت،  كنترل  گروه  در  بود (14)،  شده  انجام  ا  قبل 
قرار  (سيگما)  ميكرومولار)   10) آزاسيتيدين   -5 با  تيمار  تحت  ساعت 
گرفتند كه بعد از آن سلول ها با محيط كشت بدون 5- آزاسيتيدين تعويض 
روش از  گرفتند.  قرار  بررسى  مورد  هفته  چهار  مدت  به  و  شدند  محيط 

 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
براى بررسى ژن هاى خاص قلبى استفاده شد (جدول 1). 

براى اين منظور، ابتدا با استفاده از محلول RNX (Plus- سيناژن)، 
هفته هاى  در  اكسى توسين،  با  تيمار  تحت  سلول هاى  از  را  كل   RNA
 -5 با  تيمار  تحت  وسلول هاى  چهارم  سوم،  دوم،  اول،  تمايزى 
استخراج  نيافته،  تمايز  سلول هاى  و  مثبت،  كنترل  عنوان  به  آزاسيتيدين، 
انجام  با  شده  استخراج   RNA كيفيت  از  يافتن  اطمينان  از  پس  و  نموده 
الكتروفورز ژل آگارز و اسپكتروفتومترى، جهت تهيه cDNA از آغازگر

Random hexamer (فرمنتاز) و كيت RT (بيونير-كره جنوبى) استفاده 
واكنش  گرفت.  انجام  ميكروليتر  نهايى 20  حجم  در   RT واكنش  شد. 
PCR در حجم نهايى 25 ميكروليتر انجام و جهت تهيه حجم مذكور، 
كيت PCR (سيناژن)،  واكنش RT) از  الگو (محصول   DNA بر علاوه 
پايين دست  و   (Forward) بالادست  آغازگرهاى  و  استريل  مقطر  آب 

(Reverse)، با مشخصات مورد اشاره در جدول شماره 1 استفاده شد.

تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى به سلول هاى قلبى

جدول 1:  مشخصات پرايمرهاي طراحى شده براي بررسى بيان ژن هاى خاص سلول هاى قلبى
طول قطعه 
(bp) حاصل

شماره توالي پرايمر
دست يابى

نام پرايمر

551F: GGGAAAGGAGGAGATGCTG
R: GGGTGATGTAGGGATTGGTG

NM
001104.1

Alpha3-actinin

576F: CTGTGTCTTTCCCTGCTGCT
R: GATAGGCGTTGTCGGAGATG

NM
000257.2 

Beta-myosin heavy chain

413F: GTCATTGCTGAAACCGAGAATG
R: GCAAAGTACTGGATGACACGCT

NM
002471.2 

Alpha-myosin heavy chain

377F: CAGAACAGGGATGGCTTCA
R: TCTCCGTGGGTGATGATGT

NM
000432.3

Myosin light chain isoform 2v

449F: GAGGAGAATGGCCAGCAGGAA
R: GCGAACATCTGCTCCACCTCA

NM
021223.2

Myosin light chain isoform 2a

423F: TGGCCTGTCATCTCACTACG
R: TCAGCGTGTAAAGGCATCTG

NM
002052.3 

hGATA4

518F: TGTGCCGCCTGGTCAAGTAC
R: GGCCAGCACGATGATGAAAG

NM
000916.3

Oxytocin receptor

705F: GAGAGACAGAGCAGCAAGCA
R: AGGCGAGGAAGTCACCATC 

NM
006172.2

Atrial natriuretic factor

224F:CCAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA
R: AGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTC

NM
002046.3

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
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واكنش،  انجام  جهت  نظر  مورد  حجم  ساختن  آماده  از  پس 
درجه   94 دماى  در  دناچوريشن  ثانيه   45 شرايط  با   PCR واكنش 
و  سانتى گراد  درجه   55 دماى  در  آنيلينگ  ثانيه   45 سانتى گراد، 
گرفت.  انجام  سانتى گراد  درجه   72 دماى  در  اكستنشن  دقيقه   1
دقيقه   10 مدت  به  نهايى  اكستنشن  سيكل  يك  و  سيكل   40 تعداد 
دو  هر  انجام  جهت  شد.  گرفته  نظر  در  سانتى گراد  درجه   72 در 
استفاده  (اپندورف)  سايكلر  ماستر  دستگاه  از   RT-PCR واكنش 

شد.
 Glyceraldehyde) دهيدروژناز  فسفات  گليسرآلدهيد  ژن 
كنترل  عنوان  به   (3-Phosphate Dehydrogenase; GAPDH
ميكروليتر   8 واكنش،  اتمام  از  بعد  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  داخلى 
درصد   1 آگارز  ژل  الكتروفورز  توسط   PCR واكنش  محصول  از 
كمك  با  مطالعه  اين  در  استفاده  مورد  آغازگرهاى  شد.  بررسى 
تعدادى  شدند.  طراحى   Primer 3 و   Gene Runner نرم افزارهاى 
مرتبط  مقاله هاى  به  توجه  با  نيز   (α-MHC, MLC2a) آغازگرها  از 
شركت  از  آغازگرها  كليه   .(22  ،21) شدند  انتخاب  سفارش  براى 

سيناژن خريدارى شدند.
فلورسنت  معكوس  ميكروسكوپ  از  آزمايش  طول  در 
منظور  به  شد.  استفاده  سلول ها  ارزيابى  جهت   (Nikon-TE  300)
به  القا،  دوره  اتمام  از  پس  سلول ها  ايمونوسيتوشيمى،  ارزيابى  

اتاق  دماى  در  درصد   4 پارافرمالدييد  از  استفاده  با  دقيقه   20 مدت 
و   Triton X-100 حاوى  كننده ى  بلاك  بافر  از  شدند.  فيكس 
و  سلول ها  نفوذپذيرى  جهت   Bovine Serum Albumin (BSA)
مهار آنتى ژن غير اختصاصى كه احتمال اتصال آنتى بادى ثانويه به آنها 

وجود داشت، استفاده شد.
آنتى بادى  با  سانتى گراد  درجه   4 دماى  در  شب  طول  در  سلول ها 
بيوتكنولوژى)  (سانتاكروز   Rabbit Anti Human α-actinin اوليه 
(سانتاكروز   Goat Anti Human Troponin I-C و   1/50 غلظت  با 
ثانويه  آنتى بادى   از  سپس  شدند.  انكوبه   1/50 غلظت  بيوتكنولوژى)با 
 Texas Red (سانتاكروز بيوتكنولوژى) متصل به Goat Anti Rabbit
بيوتكنولوژى)  (سانتاكروز   Donkey Anti Goat ثانويه  آنتى بادى  و 
جهت  ترتيب  به   Fourescent Isotiocyanate (FITC) به  متصل 
با  دو  هر   Troponin I-C و   α-actinin عليه  اوليه  آنتى بادى  به  اتصال 
غلظت 1/200 به مدت 45 دقيقه در دماى 37 درجه سانتى گراد استفاده 
كمك  به  سلول ها  فسفات،  بافر  با  سلول ها  شست وشوى  از  بعد  شد. 
ميكروسكوپ فلورسنت مطالعه و عكس بردارى شدند. هم چنين، يك 
اوليه  آنتى بادى  آن،  در  كه  شد  گرفته  نظر  در  كنترل  عنوان  به  چاهك 
 -5 با  تيمار  تحت  ساعت   24 مدت  به  كه  سلول هايى  نگرديد.  اضافه 
آزاسيتيدين قرار گرفته بودند در پايان هفته چهارم به عنوان گروه كنترل 

مثبت مورد استفاده قرار گرفتند.

معتمدي و همكاران 

شكل 1: تغييرات مورفولوژيكى سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان به سلول هاى قلبى بعد از تيمار با اكسى توسين. تمايز مورفولوژيكى سلول هاى 
بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان. A و B) به سلول هاى قلبى به تدريج بعد از القاى اكسى توسين مشاهده گرديد. سلول ها تاحدى زوايد سيتوپلاسمى خود را 
گسترش دادند. به سلول هاى مجاور خود متصل شدند و ساختارهايى شبيه ميوتيوب را ايجاد كردند (D). سلول هاى تمايز يافته در هفته چهارم القا داراى ظاهرى 
مخطط، انتهايى منشعب و هسته تيپيك مركزى بودند (F) (در اينجا سلول ها با فوشين بازى رنگ آميزى شده  اند). در گروه كنترل مثبت سلول هاى بنيادى مزانشيمى 
مغز استخوان انسان به مدت 24 ساعت تحت تيمار با 5- آزاسيتيدين قرار گرفتند و در طى 4 هفته تغييرات مورفولوژيكى و فنوتيپ سلول هاى قلبى را نشان دادند 

(C و E). مقياس تصوير A، 200 ميكرومتر، تصوير E، 50 ميكرومتر، و ساير تصاوير 100 ميكرومتر مى باشد.
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يافته ها 
جهت تعيين تغييرات مورفولوژيك، سلول هاى تحت القا به وسيله 
از  قبل  سلول ها  گرفتند.  قرار  بررسى  مورد  معكوس  ميكروسكوپ 
در  فنوتيپ  اين  و  مى دادند  نشان  را  فيبروبلاستى  شبه  مورفولوژى  القا 
پاساژهاى متوالى و موقعيت هاى غيرالقايى حفظ مى گرديد. بعد از القا با 
اكسى توسين (M 6-10) سلول ها شروع به تغييرات مورفولوژيك نمودند. 
سلول ها تاحدى زوايد سيتوپلاسمى خود را گسترش دادند و به سلول هاى 

مجاور خود متصل شدند و ساختارهايى شبيه ميوتيوب را ايجاد كردند. 
هم چنين سلول هاى تمايز يافته داراى ظاهرى مخطط، انتهايى منشعب و 
هسته ى تيپيك مركزى بودند. سلول هاى تحت تيمار با 5- آزاسيتيدين (گروه 

كنترل مثبت) نيز اين تغييرات مورفولوژيك را نشان دادند (شكل 1).
براى ارزيابى تمايز قلبى، بيان mRNA ژن هاى خاص سلول قلبى 
نمونه هاى  حاضر،  مطالعه  در  شد.  بررسى  القا  تحت  سلول هاى  در 
اول،  هفته هاى  در  اكسى توسين  با  تيمار  تحت  سلول هاى  از   RNA
آزاسيتيدين (كنترل  با 5-  تيمار  تحت  سلول هاى  چهارم،  و  سوم  دوم، 
استخراج  انسان  استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  و  مثبت) 
دنبال  به  و  سلول ها  تعداد  شد  آن  بر  سعى  كه  است  ذكر  قابل  گرديد. 
آن ميزان RNA تخليص شده از آنها در نمونه هاى تمايز نيافته، كنترل 
مثبت و تمايز يافته برابر در نظر گرفته شود. پس از بررسى هاى كمى 
معكوس  رونويسى  واكنش  شده،  استخراج  RNA ى  روى  كيفى  و 
طراحى  آغازگرهاى  از  استفاده  با   PCR واكنش  آن  دنبال  به  و 
داد  نشان  شده  انجام  بررسى هاى  گرفت.  صورت  ژن  هر  براى  شده 
را  قلبى  خاص  ژن هاى  القاي  چهارم  هفته  در  تنها  سلول ها  اولا  كه 
ژن هاى  بيان  فقط  بررسى  مورد  ژن هاى  بين  از  ثانيا  مى نمايند.  بيان 

،(Oxytocin Receptor; Beta-Myosin Heavy Chain; βMHC)
،(Ventricular Myosin Light Chain Type-2; MLC2v)
-Oxytocin Re) و  (Beta-Myosin Heavy Chain; α3-actinin)

ceptor; OTR) در سلول هايى كه به مدت 4 هفته تحت القا با اكسى توسين 
بودند وگروه كنترل مثبت، تاييد شد. در واقع برخلاف اعمال تغييرات 
بررسى  براى   ،PCR سيكل هاى  تعداد  و  آنيلينگ  دماى  در  مختلف 
بيان ژن هاى خاص قلبى، بعد از انتقال به ژل الكتروفورز براى ژن هاى
 ،(Alpha-Myosin Heavy Chain; αMHC) ،MLC2a
(Atrial Natriuretic Factor; ANF) و GATA4 باندى مشاهده نشد. 
ژن هاى α3-actinin، αMHC و MLC2v در سلول هاى تمايز نيافته بيان 
نشد ولى در سلول هاى تحت تيمار با اكسى توسين و گروه كنترل مثبت 

در هفته ى چهارم القا بيان شدند (شكل 2). 
ژن OTR در سلول هاى تمايز نيافته و سلول هاى تمايز يافته تحت تيمار 
با اكسى توسين در طى دوره القا بيان شد. از ژن GAPDH به عنوان كنترل 

داخلى استفاده گرديد كه در تمام سلول ها بيان آن مشاهده شد (شكل 3). 
در   I-C تروپونين  و  اكتينين  آلفا-  ماركر هاى  بيان  القا،   28 روز  در 
سلول هاى تمايز يافته از طريق تكنيك ايمونوسيتوشيمى نيز به اثبات رسيد. 
براى نمونه هاى كنترل منفى كليه شرايط مشابه نمونه اصلى بوده است با اين 
تفاوت كه آنتى بادى اوليه استفاده نگرديد. پس از بررسى توسط ميكروسكوپ 
فلورسنت، در نمونه هاى آزمايش مشاهده شد كه واكنش سلول ها به آنتى 
بادى هاى مذكور مثبت است، به طورى كه در مورد آنتى ژن آلفا-اكتينين كه 
آنتى بادى ثانويه عليه آن كونژوگه با تگزاس رد بود، سلول ها به رنگ قرمز 
مشاهده شدند (شكل 4) و در مورد آنتى ژن تروپونين I-C كه آنتى بادى ثانويه 
عليه آن كونژوگه با FITC بود، سلول ها به رنگ سبز مشاهده شدند (شكل 

5).  قابل ذكر است كه اين علايم، در نمونه هاى كنترل منفى يافت نگرديد.
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تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى به سلول هاى قلبى

 RT-PCR ،RNAشكل 2: بيان ژن هاى خاص سلول قلبى در سلول هاى تحت تيمار با اكسى توسين. به منظور واكنش رونويسى معكوس و انجام
 GATA4 ،αMHC، ژن هاى  براى   RT-PCR بررسى  شد.  استخراج  القا  دوره  چهارم  و  سوم،  دوم،  اول،  هفته هاى  در  يافته  تمايز  سلول هاى  از  كل 
ساعت   24 مدت  به  كه  سلول هايى  شد.  انجام  القا  دوره  چهارم  و  سوم  دوم،  اول،  هفته هاى  در   ،αMHC ،MLC2a ،MLC2v ،α- actinin ،ANF
در  اكسى توسين  القاى  تحت  يافته  تمايز  سلول هاى  شدند.  گرفته  نظر  در  مثبت  كنترل  گروه  عنوان  به  نيز  بودند  آزاسيتيدين   -5 القاى  تحت 
هفته چهارم القا ژن هاى α-actinin ،αMHC و MLC2v را بيان نمودند. ژن هاى αMHC ،MLC2a ،ANF و GATA4 در هيچ يك از گروه ها بيان 
عنوان  به   GAPDH ژن  از  شدند.  استفاده  منفى  كنترل  عنوان  به   (hBMSC) نيافته  تمايز  استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  نشدند. 

گرديد.  استفاده  داخلى  كنترل 
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بحث
سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از مغز استخوان انسان در شرايط 
را  سلول ها  از  گوناگونى  انواع  به  تمايز  توانايى   in vivo و   in vitro
دارند و در ترميم استخوان، غضروف، و عضله شركت مى نمايند (5).

نتيجه اين مطالعه نيز نشان داد كه سلول هاى بنيادى مزانشيمى مشتق از 
مغز استخوان انسان مى توانند در شرايط آزمايشگاهى و تحت تيمار با 
اكسى توسين به كارديوميوسيت ها تمايز يابند. اين سلول هاى تمايز يافته 
 OTR و MLC2v و α3-actinin،αMHC ژن هاى خاص قلبى از جمله

را بيان مى نمايند. سلول هاى تمايز يافته پروتئين هاى قلبى آلفا- اكتينين 
و تروپونين I-C را نيز بيان مى نمايند.

در مطالعه حاضر، اندازه سلول ها در طول دوره القا افزايش يافت. 
سلول ها زوايد سيتوپلاسمى خود را گسترش دادند و به سلول هاى مجاور 
متصل شدند. سلول هاى تمايز يافته در هفته ى چهارم القا، به طور واضح 
انتهاى منشعب، ظاهر مخطط و هسته تيپيك مركزى را نيز نشان دادند. 
رده سلولى كارديوميوژنيك حاصل از سلول هاى استرومايى مغز استخوان 
موش بعد از تيمار با 5- آزاسيتيدين به كارديوميوسيت ها تمايز مى يابند 

شكل 4: بررسى بيان ماركر آلفا-اكتينين از طريق تكنيك ايمونوسيتوشيمى در سلول هاى تمايز يافته (تصاوير A و B مربوط به گروه آزمايش، 
تصاوير C و D مربوط به گروه كنترل مثبت و تصاوير E و F مربوط به گروه كنترل منفى مى باشد)، C ،A و E سلول هاى تمايز يافته مى باشند 
كه با ميكروسكوپ فازكنتراست مشاهده و عكس بردارى شده اند. B ،D و F تصاوير سلول هاى قلبى تمايز يافته را نشان مى دهد كه واكنش شان 
به آنتى بادى عليه آلفا- اكتينين مثبت شده است و رنگ قرمز در تصاوير بيانگر مثبت بودن نتيجه واكنش ايمونوسيتوشيمى در سلول هاى 

تمايز يافته است (مقياس تصاوير 50 ميكرومتر مى باشد).

گروه  به  مربوط   B و   A (تصاوير  يافته  تمايز  سلول هاى  در  ايمونوسيتوشيمى  تكنيك  طريق  از   I-C تروپونين  ماركر  بيان  بررسى   :5 شكل 
آزمايش، تصاوير C و D مربوط به گروه كنترل مثبت و تصاوير E و F مربوط به گروه كنترل منفى مى باشد)، C ،A و E سلول هاى تمايز 
يافته مى باشند كه با ميكروسكوپ فازكنتراست مشاهده و عكس بردارى شده اند. D ،B و F تصاوير سلول هاى قلبى تمايز يافته را نشان مى دهد 
در  ايمونوسيتوشيمى  واكنش  نتيجه  بودن  مثبت  بيانگر  تصاوير  در  سبز  رنگ  است  شده  مثبت   I-C تروپونين  آنتى بادى  به  واكنش شان  كه 

سلول هاى تمايز يافته است (مقياس تصاوير 50 ميكرومتر مى باشد).

نمودند.  بيان  را   OTR ژن  القا  دوره  طول  در  اكسى توسين  القاى  تحت  يافته  تمايز  سلول هاى   .(OTR) اكسى توسين  گيرنده  ژن  بيان  شكل3: 
سلول هاى تمايز نيافته (hBMSC) نيز ژن OTR را بيان كردند. از ژن GAPDH به عنوان كنترل داخلى استفاده گرديد.

معتمدي و همكاران 
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 ANP ،BNP ،GATA4 Nkx2.5/Csx و ژن هاى خاص قلبى از جمله
سلول هاى  كه  نموده اند  گزارش  همكاران  و  زو  مى كنند (13).  بيان  را 
بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان - كه تحت القاى 5- آزاسيتيدين 
 T تروپونين  دسمين،  جمله:  از  ميوژنيك،  تمايز  ماركرهاى   - بوده اند 

قلبى، α-cardiac actin و αMHC را بيان مى نمايند (14).
كه  نمودند  گزارش   2000 سال  در  همكاران  و  گاتكوسكا 
اكسى توسين به وسيله قلب توليد و آزاد مى شود و به عنوان يك تنظيم 
كننده اصلى عملكردهاى قلبى- عروقى عمل مى نمايد (23). اكسى توسين 
بيان  فتال  مرحله  صحرايى  موش  قلب  در  اكسى-توسين  گيرنده هاى  و 
مى شوند و در دوران بلوغ به نسبت كاهش مى يابند. تشخيص گيرنده هاى 
اكسى توسين در كارديوميوسيت هاى موش هاى صحرايى تازه متولد شده 
از اين فرضيه حمايت مى كند كه اكسى-توسين در تكوين اين سلول ها 
نقشي ايفا مى نمايد (24). پاكويين و همكاران نشان دادند كه سلول هاى 
كارسينوماى P19 گيرنده هاى اكسى توسين را بيان نموده و اكسى توسين 
 mRNA ANF كننده بيان  ضربان دار،  كلونى هاى  به  سلول ها  اين  تمايز 
مى نمايد (18).  تحريك  را  كارديوميوسيت ها  اختصاصى  ماركرهاى  و 
فتحى و همكاران نيز سلول هاى P19CL6 را تحت تاثير اكسى توسين 
جنينى  اجسام  تشكيل  كه  دادند  نشان  و  دادند  تمايز  قلبى  سلول هاى  به 
براى تمايز اين سلول ها به كارديوميوسيت ها ضرورى مى باشد. اين اجسام 
 GATA4 ،Nkx2.5 ،αMHC جنينى بعد از تيمار با اكسى توسين ژن هاى
α-cardiac actin ،Tbx5، و Tbx20 را بيان نمودند (25). اكسى توسين 
هم چنين مى تواند تمايز كارديوميوژنيك سلول هاى اجدادى/ بنيادى بالغ 
را نيز القا نمايد. به طورى كه كاتسوهيسا و همكاران نشان داده اند كه 
سلول هاى Sca-1 مثبت جدا شده از قلب موش هاى بالغ سطوح پايينى از 
mRNA گيرنده اكسى توسين را بيان نموده و بعد از تيمار با اكسى توسين 
 Nkx2.5/Csx ،GATA4 ،αMHC ،α-MHC جمله:  از  قلبى  ژن هاى 
MLC2a ،MLC2v، و cardiac α-actin و پروتئين هاى انقباضى را بيان 
نموده و ساختار ساركومرى و ضربان خودبه خودى نشان مى دهند (19). 
حاتمى و همكاران سلول هاى بنيادى جنينى موش را كشت داده و بعد از 
تشكيل اجسام جنينى آنها را تحت تيمار با اكسى توسين قرار دادند. بيان 
ايزوفرم هاى αMHC و αMHC قلبى در گروه هاى شاهد و تحت تيمار 
مشخص شد. در طول تكوين اجسام جنينى از مرحله ابتدايى به مرحله 
تاخيرى در گروه هاى كنترل و تحت تيمار، تنظيم مثبت αMHC و تنظيم 
منفى αMHC مشاهده شد (20). اين اختلاف در الگوى بيان، هماهنگ 
با گذر از αMHC به αMHC در طول تكوين قلبى موش مى باشد (26). 
در اين بررسى، mRNAهاى MLC2v و ANF، ماركرهاى اختصاصى 
حفرات قلبى، نيز در سطوح نسبتا بالايى مشاهده شدند (20). در مطالعه 
اكسى توسين  با  تيمار  تحت  هفته  چهار  مدت  به  كه  سلول هايى  حاضر 

بودند، ژن هاى α-actinin ،αMHC و MLC2v را بيان نمودند.
خانواده GATA از جمله فاكتورهاي رونويسي در تشكيل قلب مي باشند 
و در قلب مهره داران سه ژن: GATA ،GATA4 و GATA6 بيان مى شود. 
جنين هاي موشى كه فاقد GATA4 هستند، لوله هاى قلب دو شاخه داشته و 
تعداد ميوسيت هاى قلبى آنها كاهش مى يابد. با وجود اين بيان ژن مذكور در 

هر دو گروه آزمايش و كنترل اين مطالعه مشاهده نشد (27، 28).
نمودن  مشخص  براى  ترتيب  به  اغلب   ANF و   MLC2v بيان  از 
سلول هاى شبه بطنى (29) و شبه دهليزى (30) در كشت هاى سلول هاى 
بنيادى استفاده مى نمايند؛ بنابراين مى توان گفت از آنجا كه در پژوهش 
حاضر، سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان در پايان دوره ى 
بطنى  نوع  از  موجود  ميوسيت هاى  نموده اند،  بيان  را   MLC2v القايى 

مى باشند. در سلول هاى بنيادى جنينى انسان، بيان αMHC به محض شروع 
دوره انقباضى، كاهش مى يابد. اين مشاهده غلبه αMHC در جنين هاى 
انسانى در نيمه باردارى و سپس محدود شدن بيان آن به دهليز انسان را 
غالب  ايزوفرم  قلبى   αMHC چون هم چنين  مى آورد (31، 32).  نظر  در 
MHC قلبى در بطن ها در طول تكوين فتال مى باشد (33)، مى توان نتيجه 
گرفت كه بيان αMHC و MLC2v نشان دهنده حضور سلول هاى شبه 
 αactinin بطنى در سلول هاى تحت القا مى باشد. بنابراين بيان ژن هاى قلبى
 ،ANF و αMHC ،MLC2a و عدم بيان ژن هاى MLC2v و ،αMHC
به  انسان  استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  نشان دهنده 

كارديوميوسيت هاى بطنى بعد از القا به وسيله اكسى توسين مى باشد.
در  اكسى توسين  گيرنده  نقش  دادن  نشان  براى  حاضر  مطالعه  در 
كارديوميوژنز سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان، بيان گيرنده 
اكسى توسين در سلول هاى تمايز يافته و تمايز نيافته بررسى شد. گيرنده 
اكسى توسين در سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان انسان (شاهد) 
و سلول هاى تحت تيمار در هفته هاى مختلف القا بيان مى گردد. بنابراين 
اكسى توسين به واسطه گيرنده خود، عملكرد تمايزى اش را انجام مى دهد 
و باعث تمايز قلبى سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان مى گردد.

جهت تاييد تمايز قلبى از بررسى بيان پروتئين هاى ساختارى قلب از جمله؛ 
تروپونين و آلفا-اكتينين، به وسيله رنگ آميزى ايمونوسيتوشيمى استفاده 
شد. در مطالعه حاضر، سلول هاى تمايز يافته در پايان دوره القا (روز 28) 
بر  بودند.  نموده  بيان  خود  سيتوپلاسم  در  را  تروپونين  و  اكتينين  آلفا- 
عكس سلول هاى بنيادى جنينى به هنگام تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى 
به سلول هاى قلبى سلول هاى قلبى ضربان دار ايجاد نمى شوند مرورى بر 
مطالعات قبلى انجام شده، نشان داد كه سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز 
استخوان انسان قادر به تمايز به سلول هاى قلبى ضربان دار نيستند و در مورد 
سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز موش فقط زمانى كه ماكينو و همكاران 
مدت 4 ماه به طور مداوم آنها را كشت داده و سپس تحت شرايط خاص 
كلون هايى را از آنها تهيه كردند، 30 درصد از كلون ها تحت تاثير دوز 
پيدا  تمايز  ضربان دار  قلبى  سلول هاى  به  آزاسايتدين   -5 ميكرومول   3
كردند (34). شايد علت اين پايين بودن توانايى تمايزى سلول هاى بنيادى 
مزانشيمى مغز استخوان در مقايسه با سلول هاى بنيادى جنينى در حالت 
بنيادى  سلول هاى  پيوند  از  پس   in vivo حالت در  چون  باشد   in vitro
مزانشيمى مغز استخوان به مدل آزمايشگاهى نارسايى قلبى تمايز آنها به 

سلول هاى قلبى و جايگزينى آنها در بافت قلبى گزارش شده است (35).
نتيجه گيرى 

در مطالعه حاضر، سلول هاى بنيادى مزانشيمى كه مغز استخوان انسان 
براى اولين بار تحت القاى اكسى توسين قرار گرفته اند. با نتايج به دست آمده 
و شواهد حاصل از بررسى هاى RT-PCR و رنگ آميزى ايمونوفلورسنت 
مى توان گفت كه اين سلول ها توانايى ايجاد كارديوميوسيت ها را دارند. 
نتايج اين مطالعه ممكن است كاربردهاى مهمى براى سلول درمانى در آينده 
داشته باشد. اكسى توسين ممكن است به تقسيم هاى جبرانى ميوسيت ها در 
اندام هاى آسيب ديده منجر گردد. بررسى هاى بيشترى براى روشن شدن 
چگونگى اثر اكسى توسين و تمايز سلول هاى بنيادى به كارديوميوسيت و 

استفاده از اين سلول ها در درمان بيمارى هاى قلبى لازم مى باشد.

تقدير و تشكر
اين پژوهش با هزينه و مساعدت معاونت پژوهشى دانشگاه هاى علوم 

پزشكى كردستان و رازى كرمانشاه انجام شده كه بدينوسيله قدردانى مى شود.
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