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،5محمد جعفر رضاييدكتر،4، مسعود علاسوند3بهزاد احسندكتر،2محمدرضا باغبان اسلامي نژاددكتر،1فردين فتحيدكتر

6تاكا يوكي آساهارادكتر،4ليلا پير مرادي
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هـا اين سلول. است كه اخيراًَ جدا سازي شده است P19هاي هاي سلول يكي از ساب كلون P19cl6هايلسلو
و قادرند بدون تشكيل جسم شبه روياني به سلول   پـژوهش.هاي قلبي تمايز يابند بيشتر ويژگي مزودرمي دارند

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

. انجام شد
!��� ���" ��

و جسم شبه روياني تحت تاثير اكسي ابتدا سلول. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود ها به دو شكل مونولاير
و در گروه كنترل مثبت تحت تاثير1× 10-7 با غلظت توسين . درصـد قـرار گرفتنـد1 با غلظت DMSO مول

و ايمونوسيتوشـيمي هاي قلبي با انجام ارزيـابي ها به سلول سپس روند القاي تمايز سلول هـاي مورفولوژيـك
هـاي بنيـاديل سـلول با استفاده از الكتروپوريشن به داخ pEGFP-C1 پلاسميد،در ادامه پژوهش. بررسي شد 

P19cl6و از اكسي توسين جهت تمايز سلول شد هاي نشاندار شده به سلول ترانسفكت شده . هاي قلبي استفاده
�#$�� ��

آ ها تحت اجسام شبه روياني تهيه شده از سلول،زمايشمشاهدات انجام شده در اين تحقيق نشان داد در گروه
هاي كـشت داده شـده بـه صـورت تمايز پيدا كردند در حالي كه سلولهاي قلبي تاثير اكسي توسين به سلول 

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

 ترانـسفكت شـده بـه توسـين با ژن پروتئين فلورسنت سبز تحـت تـاثير اكـسي كتروپوريشن با كارايي بالا ال
و ايمونوسيتوشيمي به عمل آمده ماهيت ارزيابي. دار تمايز پيدا كردند هاي قلبي ضربان سلول هاي مورفولوژيك
. هاي قلبي را تاييد كرد سلول

%��& �'�#( 
 تشكيل جسم شـبه، نتيجه گرفت اين است كه هنگام به كارگيري اكسي توسين توان آن چه از اين پژوهش مي
ها پس از ترانـسفكتو نيز اين سلول استهاي قلبي ضروري به سلول P19cl6هاي روياني جهت تمايز سلول

 هـا مـدل لذا ايـن سـلول.دار تمايز يابند هاي قلبي ضربان قادرند به سلول،شدن با ژن پروتئين فلورسنت سبز 
مي مناسبي جهت مطالعات مبتني بر پيوند سلولي در مدل . باشند هاي آزمايشگاهي بيماري قلبي

	���� P19، بنياديهاي هاي قلبي، اكسي توسين، سلول تمايز سلولي، سلول:�( ���
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اي كـشت تـك لايـهاز نـوري تصاوير ميكروسـكوپ:A:1تصوير

عـاتمتج تـصوير:B.×200در روز چهـارم، P19cl6 هـاي سـلول

در:C.×100هـا در روز چهـارم، سلولي تشكيل شده از اين سلول 

ب اين تصوير سلول رت معلق در محـيط كـشتصوه هاي نكروتيك

ها در نتيجه تاثير اكـسي توسـين بـر روي اين سلول شوند، ديده مي 

روز انـد، ايجاد شده تك لايه هاي كشت داده شده به صورت سلول

از هاي قلبي ضـربان تصوير سلول:D.×200ششم،  دار تمـايز يافتـه

تحت تاثير اكسي توسـين كهP19cl6هاي اجسام شبه روياني سلول

.×200اند، روز هشتم،د شدهايجا
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اي كـشت تـك لايـهاز نـوري تصاوير ميكروسـكوپ:A:2تصوير

عـات سـلوليمتج تـصوير:B. در روز چهـارم P19cl6 هـاي سلول

هـاي تصوير سـلول:C. ها در روز چهارم تشكيل شده از اين سلول 

لاي ضربان قلبي  P19cl6هـاي اي سلولهدار تمايز يافته از كشت تك

هـاي قلبـي تـصوير سـلول:D.، روز دوازدهـم DMSO تحت تاثير

هـاي دار تمايز يافته از اجسام شبه روياني تهيه شده از سلول ضربان

P19cl6 تحت تاثيرDMSOهـا كليه عكـس نمايي بزرگ.، روز نهم 

. است×200
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ــصوير ــ:3ت ــي ح ــيبررس ــلول ضور آنت ــصاصي س ــاي ژن اخت ه

،×200نمـايي بزرگ( ايمونوسيتوشيمي روشبه كمك ) MHC(قلبي

و تـصاويرCوA،Bتصاوير FوD،E مربوط به گـروه آزمـايش

هاي قلبي تصاوير سلول:DوA). مربوط به گروه كنترل مثبت است

ه بـادي بـر عليـ شان به آنتـي دهند كه واكنش تمايز يافته را نشان مي 

MHC مثبت شده است .BوE:مي هسته سلول دهند كـه ها را نشان

هاي تمايز يافته با ميكروسكوپ سلول:FوC. اند رنگ شده داپي با 

ع،فاز كنتراست و . اند برداري شدهكس مشاهده

هـاي قلبـي در سـلولIژن تروپونين بررسي حضور آنتي:4تصوير

، تـصاوير×200نمايي بزرگ(وسيتوشيميتمايز يافته به كمك ايمون 

A،BوCمربوط به گروه آزمايش، تصاوير D،EوFمربـوط بـه 

و تصاوير  مربوط به گروه كنترل منفيLوG،Hگروه كنترل مثبت

هاي قلبـي تمـايز يافتـه رانـشان تصاوير سلول:GوA،D). است

 مثبت شـدهI تروپونين بادي بر عليه شان به آنتي دهند كه واكنش مي

مي هسته سلول:HوB،E. است با ها را نشان رنـگ داپي دهند كه

هاي تمايز يافتـه بـا ميكروسـكوپ فـاز سلول:LوC،F. اند شده

و عكس . اند برداري شده كنتراست مشاهده
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هـاي سلولي تـشكيل شـده از سـلول عاتمتجتصوير:A:5تصوير

P19cl6 دار شده بـا نشانGFP ،200 در روز چهـارم×.C:تـصوير 

هـا از پتـري پـس از انتقـال آن GFPدار شـده بـا هاي نشان سلول

هـاي هاي باكتريولوژيك به ظروف كـشت مخـصوص سـلول ديش

داري هاي قلبي ضربان سلول تصوير:E.× 200روز ششم، چسبنده،

باولكه از سل   تحـت تـاثير اكـسي توسـين GFPهاي نشاندار شده

.×200 اند، روز دهم، حاصل شده
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Oxytocin efficiency in differentiation of P19c16 stem cells into 
cardiomyocytes  
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 Rezaei M.J.1(PhD), Pirmoradi L.1(MS), Asahara T.3(MD) 

1 School of Medicine, Kordestan University of Medical Sciences 
2 Royan Research Center, Stem Cells Research Group  
3 Riken Institute, CDB, Japan 

 

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.   
 
Key words: Cell differentiation, Cardiomyocytes, Oxytocin, Stem cells, P19 
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