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  العـلاج    هـاي صـعب     بيمـاري درمـان بـسياري از      نويدي براي   و كاربردهاي بالقوة آنها     هاي بنيادي     تحقيقات در زمينه سلول   : زمينه و هدف  

هـاي ميوكـاردي در    هاي بنيـادي بـه سـلول    در اين رابطه تمايز هدايت شده و تحت كنترل سلول     . اهم نموده است  هاي قلب فر    آسيباز جمله   
 از خـانواده بـزرگ      BMP-2 و TGF-β2با توجـه بـه نقـش دو فـاكتور           . ديده حائر اهميت است    آسيببافت  خارج از بدن و حتي در موضع        

اعمال سلولي طي تكامل جنيني، در مطالعه حاضر اثرات اين دو فاكتور بر تمايز  ساير در رشد، تمايز، مهاجرت و TGF-βفاكتورهاي رشد 
  . قرار گرفتبررسي مورد هاي بنيادي جنيني به كارديوميوسيت  سلول

در اين روش .  براي توليد كارديوميوسيتها مورد مطالعه قرار گرفتندCCB رده از 129هاي بنيادي جنيني موش نژاد  سلول :روش بررسي
كشت داده شـد    هاي تجربي بر روي فيبروبلاست غيرفعال        هاي بنيادي در گروه     ، كلوني سلول  ي فوق منظور تأثير هرچه بيشتر فاكتورها    به  
به % 20همراه با كاهش سرم از  BMP-2  فاكتورng/ml5  وTGF-β2 فاكتور ng/ml8  ساعت با محيط كشت تمايزي حاوي 24به مدت و 
اجسام جنينـي در    سپس   سلولي در قطرات معلق و سوسپانسيون تهيه گرديد و           800 سپس از اين سلولها اجسام جنيني        .تغذيه شدند % 5/7

به منظور تائيد تأثير فاكتورها بر      . دار تمايز يافتند    هاي ضربان   هاي بنيادي به سلول     سلولبا تداوم كشت    . هاي ژلاتينه كشت داده شدند      پليت
هـاي    سـلول هاي تخصـصي       و ژن  NKx2.5 و MEF-2ي به كارديوميوسيت، بيان فاكتورهاي رونويسي اوليه        هاي بنيادي جنين    تمايز سلول 

به هاي تمايز يافته    نيمه كمي و بيان پروتئين دسمين و آلفا اكتينين در كارديوميوسيتRT-PCRبا روش MLC-2v  و MHC،ANFقلبي 
بـادي اوليـه ضـد دسـمين          آميزي ايمنوهيستوشيمي بـا آنتـي       بوسيله رنگ هاي تمايز يافته      و حضور كارديوميوسيت   Western-blotروش  

  . بررسي شد
  هـاي تجربـي    دار در گـروه  هاي تمايز يافته دوكي شكل ضـربان  پس از طي مراحل تمايزي، از اطراف اجسام جنيني پليت شده سلول     : نتايج

 اجسام جنيني پليت شده در      -PCR RT كمي باندهاي حاصله از      با توجه به مقايسه   . در مقايسه با گروه كنترل به وضوح قابل مشاهده بود         
ك بـه   ي و هر دو فاكتور به صورت همزمان از هر           BMP-2 از فاكتور    TGF-β2كه فاكتور   مشاهده گرديد   هاي با فاكتورهاي مختلف       محيط

 RT-PCRگيـري كمـي بانـدهاي    امر با انـدازه اين . هاي بنيادي جنيني دارد تنهايي، اثر افزايشي بيشتري بر تمايز كارديوميوسيتها از سلول

همچنين در اجسام جنيني پليـت شـده   . هاي تمايز يافته نشان داده شد هاي كارديوميوسيت هاي تخصصي قلبي در سلول حاصله از بيان ژن  
هـاي   ور سـلول  و نيـز حـض  Western-blotدر محيط با هر دو فاكتور پـس از تمـايز، بيـان دو پـروتئين دسـمين و آلفـا اكتينـين توسـط                            

  .  كارديوميوسيت توسط نشانگذاري پروتئين دسمين با روش ايمنوهيستوشيمي تأييد شد
با كاهش سرم در طي زمان كشت و جـسم  همراه  BMP-2, TGFB2نشان داد كه تأثير همزمان دو فاكتور اين مطالعه نتايج : گيري نتيجه

  . دهد ه كارديوسيتها افزايش ميهاي بيماري جنيني را در جهت تمايز ب هدايت سلولجنيني، 
  

  .TGF-β2 ،BMP-2 هاي بنيادي جنيني، تمايز، كارديوميوسيت،  سلول:كليد واژگان
سينا،  ـ ابن هاي نوين علوم پزشكي جهاددانشگاهي پژوهشكده فناوري ، توليد مثل دكتر محمدرضا صادقي، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي:مسئول مكاتبه

  .، تهران، ايران19835-177: صندوق پستي اوين،
 sadeghi@avesina.ac.ir:پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
و عـدم تمـايز     تكثيـر   از رشد و    ي  بنيادي جنين هاي   سلول

  در مرحلـه بلاستوسيـست     1توده سـلولي داخلـي جنـين      
 و توانـايي    بـوده  2 همـه تـوان    اين سلولها . آيند بدست مي 

مزودرمـي و انـدودرمي      توليد هـر سـه رده اكتـودرمي،       
تواننـد دو سرنوشـت      اين سلولها مي   .)1(را دارند   جنيني  
 همه تواني يا تمايز را انتخـاب كننـد كـه            ، متفاوت مجزا و 

داخــل ســلولي و يــا ايــن انتخــاب بــستگي بــه تحريكــات 
 عبـارتي ه   ب ـ .موجود در محيط كـشت ايـن سـلولها دارد         

ي در محـيط كـشت اختـصاصي        بنيادي جنين ـ هاي   سلول
را   خـود 3قدرت تقـسيم مجـدد   in-vitroخود در شرايط 

 ه طـور مكـرر    و ب ـ  كننـد   طولاني حفظ مي   هاي براي دوره 
 سـلولها تحـت شـرايط    در عين حـال ايـن    . ديابن تكثير مي 

 هـاي بـا عملكرد  ي  هـا  فيزيولوژيكي خاص به انواع سلول    
 مولـد   هاي   سلول  قلبي، عضله هاي   سلول تخصصي نظير 

ــسولين ــلولان ــاي ، س ــضله  ه ــت، ع ــصبي، فيبروبلاس  ع
 يابنـد   تمايز مي  هاي ديگر  انواع سلول يا   وصاف   اسكلتي،

)4-2(.  
بدون انجـام تمـايز     اي حفظ همه تواني و تكثير مجدد،        بر

 بر روي فيبروبلاست غيرفعـال      ي بنيادي جنيني  ها سلول
 مهاركننـده   هـاي شده جنين موش يـا بـا افـزودن فاكتور         

 بـه   LIF4از جملـه فـاكتور مهاركننـده لوكوسـيتها           تمايز
 موجـود در محـيط      LIF .)2-5(يابد     تكثير مي  محيط آنها 

سـطح سـلولي     از طريق رسپتور  كين  سيتوعنوان يك   ه  ب
و حفظ همـه     oct-4 5يموجب سنتز فاكتور رونويس    خود

 ايـن  حـذف بـا   .شـود  تواني و تكثيـر مجـدد سـلولها مـي       
 ي جنينـي،  هـا   فيبروبلاستيا حذف     و  از محيط  سيتوكين

 شــروع هــاي بنيــادي تــشكيل اجــسام جنينــي از ســلول
 بعـد از    روز 4 تـا    1 بـين    معمـول  طـور ه  ب ـ .)6 (شود مي

 هـاي بنيـادي بـه انـواع        سـلول  ،جـسم جنينـي    كشت هـر  
                                                 
1- Inner Cell Mass (ICM) 
2- Pluripotent 
3- Self-renewal 
4- Leukemia Inhibitory Factor (LIF) 
5- Octamer binding protein 

سـه لايـه جنينـي       مشتقات سلولي مشابه با آنچه كـه در       
نوع تمايز اين سلولها     .يابند تمايز مي  ،شود اوليه يافت مي  

بستگي به انواع فاكتورهاي محيطـي دارد كـه سـلول بـا             
بسته به شرايط محيط برخي از اين . باشد آنها مواجه مي

يابند كـه در نهايـت        تمايز مي رديوميوسيتها  كابه   سلولها
  .)7 (دنكن عضله قلبي را ايجاد مي 6در جنين

   با آن مواجه   يانسانامروزه جامعه   از جمله مشكلاتي كه     
مـشكلات  در   .اسـت  ــ عروقـي      قلبـي  هـاي    بيمـاري  ستا

در سـلولها دچـار آسـيب شـده و          قلـب   ايسكميك عضله   
و ايجاد شده   اختلال  هاي   كارديوميوسيتعملكرد طبيعي   

هاي بالغ قادر به بازسازي      از آنجايي كه كارديوميوسيت   
 ن مـرگ و ميـر ايـن بيماريهـا         اميزو ترميم خود نيستند،     

يــافتن مخــزن ســلولي در العــاده زيــاد اســت؛ لــذا  فــوق
دسترس كه بتواند در صورت نيـاز بـه كارديوميوسـيت           

تحــولي شــود تزريــق متمــايز شــود و بــه محــل آســيب 
از  .مان اين بيماران فراهم خواهد نمـود      را در در  شگرف  

هاي بنيادي جنيني به كارديوميوسيتها      اينرو تمايز سلول  
 و از اهميت خاصـي      هدوروز ب به  يكي از تحقيقات مهم و      

در اكثر مطالعات انجام شده اجسام      . )7( برخوردار است 
هـاي بنيـادي در حـضور سـرم          جنيني حاصل از سـلول    

يابنـد كـه ايـن بـه         مي ايزگذاري تم  محيط و شرايط قطره   
ي و غيرمــستقيم محــسوب خــود بــه خــودنـوعي تمــايز  

هاي تمايز يافته در آن ظـاهر        انواعي از سلول   شود و  مي
دار   ضربانهاي كارديوميوسيتشود كه در ميان آنها  مي

با توجـه بـه عـدم خلـوص ايـن            .)7-9(شود   هم ديده مي  
يـن  اهـاي سـلولي       سلولها و تمايز همزمان به سـاير رده       

 به منظور پيوند و سلول تراپي مناسـب         كارديوميوسيتها
هـاي تمـايز يافتـه       نيستند، بدين منظـور نيـاز بـه سـلول         

 باشـد   يهـاي سـلول     اري از سـاير رده    عخالص است كه    
فاكتورهـا و   انتخاب شرايط محيطـي و       بنابراين   .)10-8(

دار و مستقيم شود     عواملي كه بتوانند موجب تمايز جهت     

                                                 
6- ESCD 
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و تحقيقـات   محققان در ايـن حيطـه بـوده         همواره مدنظر   
  .اي در اين زمينه در حال انجام است گسترده
 in vivoدر محـيط  نقش فاكتورهاي رشـد  راستا در اين 

ــايز  ــل تم ــي مراح ــلول يدر ط ــه   س ــي ب ــاي مزودرم ه
ــلول ــي  س ــيت در دوران جنين ــاي كارديوميوس ــاملاً ه  ك

 بكــارگيري ايــن از اينــرو .شــناخته و ثابــت شــده اســت
توانـــــد در تهيـــــه رده ســـــلولي  هـــــا مـــــيفاكتور

 و  الاخلـوص ب ـ  درجه  هاي تمايز يافته با      كارديوميوسيت
هـاي   تر مانند سـلول    هاي اختصاصي  نيز كارديوميوسيت 

از . مورد استفاده قرار گيـرد  اي   نيز گره  دهليزي، بطني و  
  و 1TGF-β2 تــوان بــه جملـه ايــن فاكتورهــاي اوليـه مــي  

2 BMP-2     فاكتورهاي رشد   رگدو فاكتور از خانواده بز  
TGF-β   كـه در القـاي مـزودرم كارديـاك و           اشاره كـرد 

آنها و نيز تنظيم رشد، تمايز و        تمايز كارديوميوسيتها از  
ــي رشــد  ــاجرت در ط ــد  مه ــت دارن ــين اهمي ــو جن   . و نم

   تخريـــب مـــسيرهاي ســـيگنال   in-vitro در شـــرايط
TGF-β/BMP هـايي ماننـد     آنتاگونيست  بوسيله noggin 

هـاي بنيـادي جنينـي مهـار         سـلول اك را از    كاردي ـتمايز  
 عملكــردي از TGF-β2 هــاي فاقــد مــوش .)11( كنــد مــي

بـدين  . )12( عروقي رنـج مـي برنـد         ـ  هاي قلبي  ناهنجاري
 در رشـد    TGF-βترتيب نقش فاكتورهاي رشد خـانواده       

بـه اثبـات رسـيده      هاي كارديوميت كـاملاً       و تمايز سلول  
ــذا . اســت ــدفل ــه  ه ــن مطالع ــرررســي باي ــزودن  اث  اف

ــايز  درBMP-2 وTGF-β2فاكتورهــاي رشــد  ــاي تم  الق
در محـيط   ها  به كارديوميوسـيت  جنيني  هاي بنيادي    سلول

in vitroباشد  مي .  
  

   بررسيروش
فيبروبلاست جنيني   : غيرفعال هاي  كشت فيبروبلاست  )الف

 تهيـه   BALB/Cهـاي     روزه مـوش   12-13هاي    جنيني زا
زه از رحم مـوش      رو 13 الي 12بدين منظور جنين    . شدند
سـر، دم و     خـارج و پـس از ضـد عفـوني بـا الكـل             ماده  

                                                 
1- Transforming Growth Factor β  
2- Bone morphogenic protein 

د، سپس باقيمانده بـدن     ي كبد و قلب آن جدا گرد      يها بافت
جنين قطعه قطعه شـده و همـراه بـا آنـزيم تريپـسين در       

.  ساعت نگهداري شود   24 در يخچال به مدت      C4° دماي
بعد از زمان ذكر شده مخلوط جنينها و آنزيم از سـرنگ            

 دقيقـه و رسـوب    30-60پـس از طـي      و    شود دادهعبور  
د و در   ي ـآوري گرد  آن جمـع  ي  ي ـقطعات بـافتي، مـايع رو     

هاي كشت سلولي ژلاتينه شده حـاوي        مقادير كم به پليت   
ــشت فيبروبلاســت،    شــامل)MEF medium( محــيط ك

DMEM  ــا ــراه ب ــاوي   % 10 هم ــين گ ــرم جن    ،)FCS(س
ml1 –L  گلوتـــامينmM200، ml1 غيـــراســـيد آمينـــه  
) 2ME(مركـاپتو اتـانول       بتا μl200 ،)mM200 (روريض

mM50)      تمامي مواد محصول شركتGibco  آلمان بود ( 
ml1 100(استرپتومايسين  / سيلين  پنيx(  و  دياضافه گرد 

 قــرار C37°و دمــاي % 5 بــه ميــزان CO2در انكوبــاتور 
به شكل   دوكي   هاي   ساعت فيبروبلاست  24ز  ابعد  . فتگر

ــت چــسبيده  ــد كــف پلي ــه. ان ــردن  ب ــال ك ــور غيرفع  منظ
محيط كشت پليت حـاوي فيبروبلاسـت بـا          فيبروبلاستها

ــا محـــيط  ــلولي بـ ــالاي سـ ــراكم بـ ــاوي DMEM تـ  حـ
 )μg/ml10 )Sigma,USAبــه ميــزان   Cـــ ميتومايــسين

  سـاعت در انكوبـاتور     3 و پليـت بـه مـدت         شدهتعويض  
CO2    و دماي   % 5 به ميزان°C37   طي   بعد از  .فتگرقرار

خــارج و دور را   ميتومايــسينحــاوي  ايــن مــدت محــيط
اتصال سپس    شسته شد،  PBS مرتبه با    3ريخته و پليت    

واكــنش آنزيمــي كــف پليــت كــشت بوســيله ســلولها بــا 
 g1300 بعد از سـانتريفيوژ بـا دور       .ديگردتريپسين جدا   

 رسوب سـلولي بـه پليـت ژلاتينـه شـده،      ،دقيقه5به مدت  
ري و در انكوباتور نگهدااضافه شده  MEFحاوي محيط   

 هاي بنيادي جنيني بكـار رود      د تا براي كشت سلول    يگرد
  .)1-1شكل(
نيـادي  هـاي ب   سـلول  :هاي بنيـادي جنينـي     كشت سلول  )ب
از  حاصل )CCB )129/sv xy CCB ES cell line ينيجن

هاي   داخلي بلاستوسيست جنين موش    رشد توده سلولي  
  موشـي يفيبروبلاسـت جنين ـ بر روي يك لايه  ،  129نژاد  
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 .پشتيبان، كشت شدند  هاي    سلولعنوان  ه  ب دهغيرفعال ش 
 KnockOut DMEM محـيط كـشت ايـن سـلولها شـامل     

 ،mM200  گلوتـامين ـ ـml 1L،%15 به ميزان FCSحاوي 
ml1 ــيد ــههاياس ــر ضــروري  آمين    Mm200، μl200 غي
ــا ــانول   بت ــاپتو ات ــاكتورμl10 و )2ME ()50mM(مرك     ف

LIF, 1000U/ml) LIF Chemicon( ــود ــواد (ب ــام م  تم
 ضـمن  .)تهيه شـد آلمان  Gibcoمورد استفاده از شركت     

رشـد  محـيط كـشت سـلولي و بررسـي          روزانه  تعويض  
 2-3 هـر    كلونيهـا  ،وسكوپ معكوس ركلونيها توسط ميك  

 ند تـا  دروز يكبار با تريپسين جدا شده و پاساژ داده ش ـ         
  .)1-1شكل (يافته بمانندنتمايز  و  كوچك همچنانكلونيها

بــه  :وتمــايز كارديوميوســيتهاتــشكيل اجــسام جنينــي  )ج
سـه   -BMP 2 و TGF-β2منظور بررسي اثر فاكتورهاي     

   .گروه تجربـي و يـك گـروه كنتـرل درنظـر گرفتـه شـد               
 بـا محـيط     هاي بنيادي  سلولهاي   كلونيگروه تجربي    در

  بــه مــدت  فــوق  هــايفاكتورو  FCSحــاوي تمــايزي 
هـاي   هاي سـلول   و در گروه كنترل نيز كلوني      ساعت   24

كـشت  سـرم   حاوي  در محيط مشابه فاقد فاكتور      بنيادي  
 ,GMEM)Gibco   شـامل  تمـايزي  محـيط  .داده شـدند 

Germany(  ــاوي ــزان  FCSح ــه مي ــيد  ml1، %5/7 ب اس
 ،)mM200) Gibco, Germany   غير ضـروري هاي آمينه
μl 200مركاپتو اتانولـ  بتا )Gibco, Germany, 50mM, 

2ME(، mg/ml110و پيرووات ـ  سديم ng/ml8 TGF-β2 
)Sigma,USA(  ــي ــروه تجربـ ــك گـ ــا  ودر يـ    g/ml5 يـ

BMP-2 )Sigma,USA(    يـا هـر     و در گروه ديگر تجربي
 سـلول   800پـس از آن     .  بـود   در گـروه آخـر     دو فاكتور 

در صـورت مجـزا     ه  از هـر سـه گـروه ب ـ       بنيادي جنينـي    
 به صورت معلـق      از همان محيط    ميكروليتري 20قطرات  

 كشت شـدند     روز 2ت   به مد   باكتري ليت كشت در درب پ  
اجسام  پسس .)1-2شكل (تشكيل شود  1تا اجسام جنيني  

بـه   ديگـري    ليـت  پ  در صـورت سوسپانـسيون   ه  جنيني ب 
در تمام اين مدت سلولها بـا        . شدند نگهداري  روز 5مدت  

                                                 
1- Embryoid body 

 اجسام جنيني. فوق تغذيه شدند هاي فاكتورحاويمحيط 
كشت اي  حفره 12 روزه به صورت ده تايي در ظروف        7

هاي بنيادي    و تأييد تمايز سلول   بررسي  ه منظور   ب. شدند
ــه ســلول ت از يســوهــاي مزانــشيمي كارديومي جنينــي ب

 هـاي  بيان ژن هاي مختلفي شامل بررسي مولكولي       روش
نيــز   وRT-PCRبــه روش  ها كارديوميوســيتتخصــصي

ــروتئين  ــي پ  ــ بررس ــمين و آلفا ــاي دس ــا ـ ه ــين ب  آكتين
  .داستفاده ش Western-blot ايمنوهيستوشيمي و

بـه منظـور     :RT-PCR بـا    هاي تخصصي قلبـي    بيان ژن  )د
ــان  ــابي بيـ ــلول  ژنارزيـ ــصاصي سـ ــاي اختـ ــاي  هـ هـ

جهـت  .  استفاده شـد   RT-RCRت از روش    سيكارديوميو
هـاي تمـايز يافتـه حاصـل از           از سـلول   RNAاستخـراج  

از شــروع  روز 16 و 12 پــس از اجــسام جنينــيكــشت 
با روش   RNA استخراج، عمـل   كشت و انجام عمل تمايز    

 Guanidium Thiocyanate- Phenol- Chlorophorm 
در ايــن روش ابتــدا بــه رســوب ســلولي  . انجــام گرفــت

ــلول  ــدود    حاصــله از س ــه ح ــايز يافت ــاي تم    از μl500ه
RNA-Bee   سپس  د،و انجام ش  ها عمل ليز سلول   تا افزوده

 و بعـد از چنـد       هردك ـيك سوم حجم آن كلروفرم اضافه       
 سـانتريفيوژ   min10ه مـدت     ب ـ rpm 1200دقيقه بـا دور     

پس از ايـن مرحلـه دو فـاز شـفاف و فنلـي جـدا                 د،يگرد
هـم حجـم آن      سپس فـاز رويـي را جـدا كـرده و           د،يگرد

 -C20°  ســـاعت در2ل ســـرد افـــزوده و انوپـــايزوپرو
 min12 به مدت rpm1500 سپس با دور .ديگردنگهداري  

 در ايـن مرحلـه قابـل        RNAد، رسـوب    يسانتريفيوژ گرد 
ــت اســت ــر  در( روي ــه ب ــامي مراحــل نمون ــخ  تم روي ي
آنـزيم   و dT استفاده از پرايمـر اليگـو         با )نگهداري شود 

RT) Fermentas ( cDNAزا RNA  ســاخته اســتخراجي
هــاي   مربــوط بــه ژنcDNAســپس بــراي تكثيــر  .شــد

يت بـا اسـتفاده از   س ـهـاي كارديوميو    اختصاصي سـلول  
  انجام PCR عمل   ، ژن ر ه هاي پرايمرهاي مربوط به     زوج
   :پرايمرهاي مورد استفاده شامل. شد
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   ) سيكل30وC60° دماي  و mGAPDH 1 )bp309 ـ1
F-5′-CAGGGGCGAGACCCCACTA-3′ 
R-5′- GGCATGGACTGTGGTCATGA-3′ 

  ) سيكل35 و C62° و دمايOct-42 )bp312 ـ2
F-5′-GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTG TTC-3′  
R-5′-CTCGAACCACATCCTTCTCT-3′ 

  )   سيكل35 و C60° دماي و Brachyury3 )bp111 ـ3
F-5′-GACTTCGTGACGGCTGACAA-3′ 
R-5′-CGAGTCTGGGTGGATGTAG-3′ 

  )       سيكل35 و C64°دماي  و NKX2.54 )bp150 ـ4
F-5′-CATTTTACCCGGGAGCCTACGGTG-3′ 
R-5′-GCTTCCGTCGCCGCCGTG-3′ 

      )  سيكل35 و C64°دماي  و MEF-25 )bp196 ـ5
F-5′-AGATACCCACAACACACCACGCGCC3′ 
R-5′-ATCCTTCAGAGAGTCGCATGCGCTT-3′

  )    سيكل35 و C64°دماي   وα-MHC6 )bp301 ـ6
F-5′-CTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG-3′ 
R-5′-GGAAGAGTGAGCGGCGCATCA AGG-3′ 

  ) سيكل35 و C64°دماي  و β-MHC7 )bp 205 ـ7
F-5′-TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAG GGC-3′ 
R-5′-GCCAACACCAACCTGTCC AAG TTC-3′ 

  )  سيكل35 و C68°دماي  و ANF8 )bp 203 ـ8
F- 5′-TGATAGATGAAGGCAGGAAGCCGC-3′ 
R-5′-GGATTGGAGCCCAGAGTGGACTAGG-3′ 

  )  سيكل35 و C68°دماي  و MLC-2v9 )bp 189 ـ9
F-5′-TGTGGGTCACCTGAGGCTGTGGTTCAG-3′ 
R-5′-GAAGGCTGACTATGTCCGGGAGATGC-3′ 

بـه روش   % 2ژل آگاروز   روي    فوق بر  PCR محصولات
محـل   و   جدا و با اتيديوم برومايد رنگ شده      الكتروفورز  

هـاي مثبـت و       كنترل در مقايسه با     هاي قابل مشاهده  باند
هاي د تمـامي بان ـ U.V Transluminator دستگاه بامنفي 

  .سنجيده شد bp 100حاصله با ماركر 
 ه روش  پروتئين دسمين وآلفا اكتينين ب     حضور  بررسي )ه

Western blot: كه درون حفرات پليت كشت اجسام جنيني 
 ه تمايز بوسيله تريپسين جدا شد     16 در روز    ندشده بود 

  از محلول بافر نمونـه     μl500و پس از سانتريفوژ به آن       
                                                 
1- Mouse Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase  
2- Octamer binding protein  
3- Mesodermal gene 
4- NK-homeo box 2.5 
5- Myocyte Enhancer Factor 
6- α-myosin heavy chain  
7- β- myosin heavy chain 
8- Atrial natriuretic factor 
9- Myosin light chain ventricular 

  μl500 Tris-HCl و mg4/0 Bromophenol Blue شـامل 
M5/0 )8/6pH=(، ml8/010SDS)10(% نيــــــز  وml4/0 

عمـل ليـز   تـا  افزوده  طرآب مق ml 3/0و%) 50(گليسرول 
سپس ميكروتيوب حاوي نمونه بـه      . سلولي تسهيل گردد  

 و پـس    فت دقيقه در آب در حال جوش قرار گر        5/1مدت  
 lμ40هر چاهك الكتروفورز به ميـزان       به  از سانتريفيوژ   

از هـر نمونـه در   . ديگرد اضافه از سوسپانسيون سلولي  
 صلژل حا طور قرينه ريخته شده تا بتوان       ه  دو چاهك ب  

پــس از انجــام  .را بــه دو قــسمت مــساوي تقــسيم نمــود
و نيم ديگـري    گرديد  آميزي   رنگژل   نيمي از الكتروفورز  

  باندهاي قرار گرفته تا   PVDF11كاغذ   از ژل در مجاورت   
بـه كاغـذ     Electroelution  روش روي ژل بـه   جدا شـده    

ــا PVDFكاغــذ  ،انتقــالييــد أجهــت ت .گــرددمنتقــل   را ب
Ponso-S سپس با    .دشآميزي    رنگBSA   يا Skim-milk 

غيرفعـال گرديـد   هاي فعال سطح كاغـذ     جايگاه )ينگكبلا(
 دربـراي بررسـي بعـدي       توان كاغذ را     ميدر اين مرحله    

°C20-          بانـدها   نگهداري كرد، در ادامه كار  كاغذ حاوي 
بـادي اوليـه ضـد       بادي اوليه ضد دسمين و آنتـي       با آنتي 

پـس از سـه      .وبه شـدند  انكطور جداگانه   ه  اكتينين ب ـ  آلفا
بـادي    آنتـي  نوارهـا بـا      ،TPBS ها بـا   بار شستشو نمونه  

 HRP كونژوگــه بــا Rabbit Anti Mouse IgG ثانويــه
شـسته و    TPBS بـا     بـار ديگـر    3 مجـدداً    انكوبه شـده و   

جهت مشخص شدن باند پروتئيني مورد نظـر نوارهـاي          
 HRPنـامحلول   يكاغذي را بـه تانـك حـاوي سوبـسترا      

 نوارهـا در    انكوباسيون دقيقه   10 بعد از    . شد انتقال داده 
اي تيـره و    سوبسترا، باند مربـوط بـا ايجـاد رنـگ قهـوه           

رسوب آن در ناحيه باند پروتئيني شناسايي و با انتقـال           
زايـي متوقـف      واكـنش رنـگ    PBSنوارها به درون بـافر      

 از  اًبا توجه به ناپايداري رنگ ايجاد شده، سـريع        . گرديد
  .دگردي ها عكس تهيه نمونه

 پـــروتئين دســـمين بـــا روش   حـــضوربررســـي ) و
م جنيني كه بـه  اجسادر مرحله تمايز،    : ايمنوهيستوشيمي

                                                 
10- Sodium dodecylsulfate 
11- Microporous Polyvinylidene difluoride 
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اي   حفــره12 پليــت  ژلاتينــه در حفــراتCoverslip روي
، چـسبيده و ضـمن تمـايز بـه اطـراف      نـد  شده بود  منتقل

م جنينـي،   اجـس ا روز بعـد از كـشت        7. انـد  گسترده شده 
Coverslip    ه خارج و بـا       توسط پنس از حفرPBS 2   بـار 

رار ق ساعت در دماي اتاق      2حدود  سپس    و شسته شدند 
پـس از آن    . خـشك شـوند   در مجـاورت هـوا      گرفتند تـا    

مـدت  ه  اي چسبانده و ب    توسط چسب بر روي لام شيشه     
 تثبيـت  نگهـداري شـد تـا        -C20°يقه در استن سرد     ق د 5

يقه با بافر   ق د 5سپس سه مرتبه و هر بار به مدت         . شوند
 10به مدت   %  10و پس از آن با سرم خرگوش       شوشست

هـاي اوليـه ضـد       بادي لامها با آنتي   .يقه پوشانده شدند  قد
 بـه   C37° در دماي    1:20با رقت   ) Sigma,USA (دسمين

پس از شستشوي مجـدد     .  ساعت انكوبه شدند   5/1مدت  
بادي ضـدايمونوگلوبولين     آنتيمانند مرحله قبل، لامها با      

به نسبت  ) سينا پژوهشكده ابن ( HRPبا  ژوگه  كونموشي  
.  دقيقـه انكوبـه شـدند      45 به مـدت     C37° در دماي    1:50

  DABمطابق قبل تكرار و محلول سپس مرحله شستشو
)Sigma,USA (        آماده بر روي اسـلايدها اضـافه گرديـد .

 دقيقه اسلايدها سه بار با آب شسته شـده          5-15پس از   
 شـدند   آميـزي زمينـه     دقيقه با هموتوكسيلين رنگ    1-2 و

 دقيقه در گزيلول قرار داده شد و پـس          5مدت   هدر انتها ب  
  . و با ميكروسكوپ نوري مشاهده شدندكردنمانته از 

  

  تايجن
  :تمايز كارديوميوسيتها از سـلولهاي بنيـادي جنينـي         )الف

 هاي بنيـادي جنينـي رده   در مراحل اين روش ابتدا سلول     
CCB   بلاسـت  فيبروصورت كلوني بر روي     ه   انتخاب و ب

ييـد همـه تـوان      أ، بـراي ت   )بــ   1شـكل ( كشت داده شدند  
  بررسي شـد   oct-4ژن   بيانبودن عدم تمايز اين سلولها      

در معـرض محـيط     كلونيهـا  بعد از اينكـه      .)ـ الف 1شكل  (
ــرار  % 5/7 ســرم كــشت تمــايزي حــاوي فاكتورهــا و  ق

 نيمه كمـي  RT-PCR توسط Brachyuryبيان ژن    گرفتند
افــزايش بيــان ايــن ژن در . شــدبررســي در روز پــنجم 

ثير فاكتورها در مقايسه با     أهاي تمايز يافته تحت ت     سلول
 ي فــوقافــزودن فاكتورهــاگــروه كنتــرل نــشان داد كــه 

هـاي   هـاي مزودرمـي در سـلول       موجب افـزايش القـا ژن     
هـاي   هـاي سـلول     كلوني سپس در ادامه  . گردد بنيادي مي 

علق در قطرات م   صورت تك سلولي درآمده و    ه  بنيادي ب 
هـاي   تعداد اوليه سـلول    . سلول قرار گرفتند   800با تعداد   

؛ CCBهاي بنيادي جنيني موش ردة         از سلول  Oct-4قطعه ژن   مشاهده  ) الف -1شكل
، CDNAنمونة كنترل منفي بـدون      : 2، ستون   CCBهاي جنيني     نمونة سلول : 1 ستون

    بررويCCBهاي بنيادي جنيني ردة  هاي سلول كلني) ب. bp100ر ـاركـم: 3ون ـست
 .)دهند مي هاي بنيادي را نشان  سلولهاي  پيكانها كلوني(فيبروبلاست هاي سلول

)  تمايز، جهفتمهمان جسم جنيني در روز ) تمايز، ب ميكروليتري در روز اول 20 در يك قطرة  سلول800حاوي يك جسم جنيني كروي  )الف- 2شكل 
 . تمايزچهاردهمهمان جسم جنيني كاشته شده در پليت در روز 
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 .)ــ الـف   2شكل   (بنيادي در تمايز نهايي بسيار مهم است      
 و ) روز 2( پس از تشكيل اجسام جنيني در قطرات معلـق        

اجـسام جنينـي بـدون      تدريج  ه  ب )روز 5( سوسپانسيون
 چــسبندگي بــه ظــرف بــا اطــراف نــامنظم بزرگتــر شــده

هاي كـشت    هفتم به پليت    و در ادامه در روز     )ب ـ2شكل(
اجسام جنيني بـه    . نددانتقال داده ش   سلولي ژلاتينه شده،  

هـاي اطـراف آنهـا       تدريج سـلول  ه  كف پليت چسبيده و ب    
 شوند شكل، مهاجرت كرده و از آن دور مي        ضمن تغيير 

هاي متفاوتي ايـن سـلولها بررسـي        وزدر ر  .)ـ ج 2شكل  (
 روز پـس    2 تا 1  دار ربانهاي ض  كارديوميوسيت ،شدند

جـسم جنينـي      هر در اطراف  صورت پراكنده ه  باز كشت   
 وng/ml 8  TGF-β2در هـر سـه گـروه تيمـار شـده بـا      

ng/ml5 BMP-2 ــز در   و ــان و ني ــاكتور همزم ــر دو ف ه
 به منظور  . ظاهر شدند  هاي متفاوت  با نسبت گروه كنترل   

هـاي تخصـصي قلبـي     اين فاكتورها بيان ژنمقايسه بين   
ــ ــدبررس ــه   .ي ش ــشان داد ك ــا ن ــات م ــين اطلاع   همچن

داري در   فاكتورهاي رشد ذكر شده موجب افزايش معني      
اندازه جسم جنيني يا افـزايش قطـر آنهـا در مقايـسه بـا               

 .)>05/0p (شود گروه كنترل نمي
هـاي   لبـي در كارديوميوسـيت    تخصصي ق هاي   بيان ژن  )ب

بيـان  افـزايش    :هـاي بنيـادي جنينـي      تمايز يافته از سلول   
 ,ANF, α-MHC, β-MHC هــاي تخصــصي قلبــي ژن

NKx2.5, MEF-2 وmMLC-2vهاي  ر كارديوميوسيت د
ــا روش ــه ب  ضــمن  نــشان داد كــهRT-PCR تمــايز يافت

م  اجــسا درBrachyuryافــزايش بيــان ژن مزودرمــي   
گروه تيمار در  ،BMP-2  وTGF-β2 با جنيني تيمار شده  

ي تخصـصي   هـا  فاكتور بيشترين بيان ژن    هر دو  باشده  
 در مقايسه بين فاكتورهـا اثـر تمـايزي         . دارد وجود قلبي

ــاكتور ــلول TGF-β2 ف ــايز س ــر تم ــه    ب ــادي ب ــاي بني ه
 و  BMP-2  اثر تمايزي فاكتور   بيشتر از كارديوميوسيتها  

هاي تمـايز يافتـه از    هاي خاص قلبي در كارديوميوسيت     قطعات ژن  مشاهده -3شكل
نمونـه  : cDNA  ،2 بـدون    نمونـه كنتـرل   : 1 هـاي   هـاي بنيـادي جنينـي؛ سـتون         سلول
هـاي تيمـار بـا        نمونـه سـلول   : 3هاي مغز موش بعنـوان گـروه كنتـرل منفـي،              سلول
ng/ml8 TGF-β2 ،4: mGAPDH    هـاي تيمـار بـا     نمونـه سـلول  : 5، 3نمونـه سـتون
ng/ml5 BMP-2 ،6 : mGAPDHهاي تيمـار شـده بـا     نمونه سلول: 7، 5ستون  نمونه
ng/ml8  TGF-β2وng/ml5 BMP-2 ،8 : mGAPDH  مــاركر : 9، 7نمونــه ســتون

نمونه سـتون   mGAPDH :11هاي تيمار نشده،  نمونه سلول: bps100( ،10(مولكولي 
  mGAPDH. عنـوان گـروه كنتـرل مثبـت         هـاي قلـب مـوش بـه         نمونه سـلول  : 12،  10

  : 4-1. شود هاي موشي بيان مي  در تمامي سلولhouse keeping geneبه عنوان يك 
MEF-2،2-4: NKx2.5 ،3-4: α-MHC ،4-4:ANF،5-4:β-MHC ،6-4:MLC-2v. 

 در α-Actinin وDesminين  پـــروتئWestern blot آنـــاليز -4 شـــكل
ــه از ســلول  ســلول ــادي و  هــاي كارديوميوســيت تمــايز يافت هــاي بني
ييد حـضور پـروتئين     أ ت :2 ماركر،   :1 هاي  ستون؛  هاي قلب موش   سلول
بـادي ضـد آلفـاآكتينين و        آكتينين در بافـت قلـب مـوش بـا آنتـي           -آلفا
-ييـد حـضور پـروتئين آلفـا    أ ت:3آميزي شـده بـا كوماسـي بلـو،          رنگ
هــاي  هــاي كارديوميوســيت تمــايز يافتــه از ســلول ينــين در ســلولآكت

ييـد حـضور پـروتئين      أ ت :4آكتينـين،   -بـادي ضـد آلفـا      بنيادي با آنتـي   
آميـزي   بادي ضـد دسـمين و رنـگ        دسمين در بافت قلب موش با آنتي      

هـاي   ييد حضور پروتئين دسمين در سـلول      أ ت :5شده با كوماسي بلو،     
بـادي ضـد     هاي بنيـادي بـا آنتـي       سلولكارديوميوسيت تمايز يافته از     

  وزن مولكولي  kD 100آكتينين -ولي پروتئين آلفاـوزن مولك (نـدسمي
 )kD 50پروتئين دسمين 
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صورت همزمان بيشتر از دو گروه      ه  ب اثر هر دو فاكتور   
هاي  قبلي موجب افزايش تمايز كارديوميوسيتها از سلول      

  .)3شكل(جنيني شده است بنيادي 
اي بانــدهاي  گيــري مقايــسه ايــن افــزايش توســط انــدازه

هاي مشابه در كارديوميوسيت تمايز      حاصله از بيان ژن   
 .ييد رسيدأهاي متفاوت به ت يافته در محيط كشت

-هاي تخصـصي قلبـي در كـارديوميو         پروتئين بررسي) ج
 يبررس :هاي بنيادي جنيني   هاي تمايز يافته از سلول     سيت

 در گروه تيمار شـده بـا فـاكتور و           پروتئينهااين  حضور  
هـاي قلـب مـوش نـوزاد         مقايسه آن بـا كارديوميوسـيت     

هـاي تمـايز    كارديوميوسـيت  تائيدي بر حضور    )4شكل  (
  . استهاي بنيادي جنيني يافته از سلول

هاي تهيه شده از اجسام جنيني تمايزيافتـه كـه           در نمونه 
ــگ  ــستوشيمي رنـ ــا روش ايمنوهيـ ــدند،  آم بـ ــزي شـ يـ

صورت دوكـي، چنـد     ه  هاي تمايز يافته ب    كارديوميوسيت
ــدند   ــده  ش ــروي دي ــي ك ــي و حت ــه. وجه ــاي  در نمون ه

تمايزيافتــه روز دوازدهــم پــروتئين دســمين بــا آرايــش 
  .)5شكل ( ابتدايي ديده شدند

  

  بحث
امروزه انتخاب شرايط بهينـه بـراي تمـايز هـدايت شـدة             

احث اصلي تحقيقـات    هاي بنيادي جنيني يكي از مب       سلول
توليـد  بنيادي است و در ايـن ميـان         هاي    سلولدر حيطة   

هـاي بنيـادي جنينـي      از سـلول قلـب هاي   كارديوميوسيت
 بررسي جزييات رونـد     مانندگسترده  كاربردهاي بسيار   

آسـيب  بازسـازي ميوكـارد     استفاده در جهت     تمايزي و 
هاي بنيادي به قلـب آسـيب ديـده          پيوند سلول  .داردديده  
 توانـايي محـدودي در      ي بنيـادي  هـا  ن داده كه سلول   نشا

 بررسـي تمـايز كارديوميوسـيتها       .دن ـبازسازي بافت دار  
ــار توســط  ــين ب  و )2( 1985 در ســال Doetschmanاول

  در Maltsevو   )8 (1991 در سال    Wobusسپس توسط   
 .)21(  انجام شده است)13( 1993سال 

ــردر  ــلول  اكث ــايز س ــد تم ــات، رون ــادي   تحقيق ــاي بني    ه
بدين منظور كه . ه استصورت خودبخود بررسي شده ب

دور كردن فاكتورهاي مهاركننده تمايز و تـشكيل جـسم          
هـاي سوسپانـسيوني و افـزايش سـرم          جنيني در محيط  

كشت سلول كـه حـاوي پروتئينهـا و فاكتورهـاي رشـد             
هـاي   باشد موجب تمايز خودبخـودي سـلول       بسياري مي 

ديوميوسـيتها شـده     كار  انـواع سـلولها ماننـد      بنيادي بـه  
تمايز يافته جـدا   يها پس از تمايز كارديوميوسيت. است

و از لحاظ روند ژنتيكي و مرفولوژيك از جملـه حـضور            
مورد بررسـي قـرار     تأييد كننده   پروتئينها و فاكتورهاي    

اما ايـن سـلولها بـراي پيونـد كـافي و مناسـب              . اند گرفته
  .)14 (نيستند

 مناسـب بـه منظـور       از اينرو شناسايي فاكتورهاي رشد    
هـاي بنيــادي   افـزايش تمـايز كارديوميوسـيتها از سـلول    

اجتمــاعي از ) ؛ الــفبــادي ضــد دســمين هــاي بنيــادي بــا آنتــي هــاي تمــايز يافتــه از ســلول آميــزي كارديوميوســيت  رنــگ-5شــكل 
سمين است كـه   اي نشانگر حضور پروتئين د     نقاط قهوه  .بادي ضد دسمين رنگ شده است      هاي تمايز يافته كه با آنتي      كارديوميوسيت

  بادي اوليه ضد دسمين و  دهد كه با آنتي پيكان يك سلول تمايز يافته كارديوميوسيت را نشان مي) ب .استرسوب كرده  DABرنگ 
 .پروتئين دسمين است نقاط قهوه اي نشانگر حضور. ميزي شده است  رنگDAB  وHRP بادي ثانويه كونژوگه آنتي
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بـه منظـور    هـاي خـالص      جنيني و تهيه كارديوميوسـيت    
بررسي روند تكوين و     .باشد  ميسلول تراپي لازم    انجام  

نشان داده كه فاكتورهاي رشد و تمايز       مختلف  تحقيقات  
يك نقش مهم در تعيـين سرنوشـت رده سـلولي مـشتق             

-ILطور مثـال  ه ب. هاي بنيادي جنيني دارد    لولشده از س  

ژ، هــاي بنيــادي جنينــي بــه ماكروفــا  در تمــايز ســلول3
  .)12( ماستوسيت و نوتروفيل نقش دارد
هاي بنيادي در مرحلـه   نتايج ما نشان داد كه تيمار سلول  

  و TGF-β2 همزمان با دو فاكتور،كشت و اجسام جنيني
 BMP-2      يك عامل   حتي در صورت كاهش سرم كه خود 

ايجـاد كارديوميوسـيتها و      موجـب    باشد تمايز دهنده مي  
همچنـين   .شـود  هاي خـاص قلبـي مـي       بيان بالايي از ژن   

كارديوميوســيتها بــا مــاركر پروتئينــي تخصــصي قلبــي 
 هـم  Western blotآميـزي شـدند و نتـايج     دسمين رنـگ 

هـاي   پروتئينتعيين كرد كه فاكتورهاي فوق موجب بيان        
در  .آكتينـين شـده اسـت    ـ    ن و آلفل  تخصصي قلبي دسمي  

 اولاً )3، 13،12( ايــن مطالعــه بــر خــلاف مطالعــات قبلــي
افـت تـا اثـر تمـايزي         ي  كـاهش  غلظت سرم محيط كـشت    

از اينـرو    آن حـذف شـود،     پروتئينها و فاكتورهاي رشـد    
 به حضور فاكتورهاي    هاي حاصله   كارديوميوسيت تمايز
 اني در ث ـ  .شـود   مربـوط مـي    رفته  اختصاصي بكار  رشد

 در مرحلــــه كــــشت BMP-2 و TGF-β2 فاكتورهــــاي
 بيـان ژن     ضـمن  هاي بنيادي افزوده شده بـود، تـا        سلول

ــي ــزايش ســلول   Brachyury مزودرم هــاي  موجــب اف
بـا مطالعـات     همطالع ـايـن   . مزودرمي و سپس قلبي شود    

ثير تمـايزي ايـن فاكتورهـاي رشـد در تمـايز            أقبلي در ت  
 .ميوسيتها همخواني داردكارديو

هاي تيمـار شـده       در سلول  Brachyuryش بيان ژن    افزاي
و همكـارانش    Schuldiner با گزارشي فوقبا فاكتورها

هاي بنيـادي    كه اثر هشت فاكتور رشد را بر تمايز سلول        
طبق نتايج ايـشان اجـسام      . مطابقت دارد  بررسي كردند، 

ــود   ــايز خـ ــنجم تمـ ــي در روز پـ ــپتورهاي  ،جنينـ   رسـ
TGF-β، BMP، Activin-A )بــه گــروه خــانوادهمتعلــق  

TGF-β (كننــد فاكتورهــاي رشــد ديگــري را بيــان مــي و 
)15(.  

Kumar  كـه   نـد نشان دادو همكارانش TGF-β2  بـا دوز
ng/ml8 ــا  در موجـــب  TGF-β3 و TGF-β1مقايـــسه بـ

دار از  هــاي ضــربان  افــزايش تمــايز كارديوميوســيت  
 Westernو بـا روش  شـود   مي جنينيهاي بنيادي سلول

blot  ان پروتئين    افزايش بيαاكتين را در اجسام جنينـي       ـ 
در مطالعـه    .)12( نـد داد نـشان  TGF-β2تيمار شـده بـا      

هــاي   بــر تمــايز و بيــان ژنTGF-β2ثير أتــحاضــر نيــز 
ييـد  أو دسمين به ت     اكتينين ـαتخصصي قلبي و پروتئين     

  .رسيد
Behfar    كـه   نـد در مطالعه خـود نـشان داد       و همكارانش 

بـراي تمـايز مـستقيم    TGF-β/BMP-2 مسير پاراكريني 
هـاي بنيـادي     دار از سـلول    هاي ضـربان   كارديوميوسيت

راپــي در قلــب آســيب ديــده جنينــي بــه منظــور ســلول ت
 را بـا    NKx2.5 و MEF-2هـاي    مناسب است و بيـان ژن     

هــاي تيمــار شــده نــشان داد   در ســلولRT-PCRروش 
دو فاكتور بيـان   ثيرأبعد از ت  در مطالعه حاضر نيز    .)16(

 كـه از  MEF-2   خـصوصاً MEF-2  وNKx2.5  هاي ژن
 باشـد،  هـاي تخصـصي قلبـي مـي        هاي بيان ژن  زسا پيش

  .افزايش يافت
  Zhuو )18(Simon و  )Orkin  )17محققـين ديگـر ماننـد   

در پي تحقيقات خود گزارش كردنـد        و همكارانشان  )19(
موجـب بيـان    in-vitro  در شـرايط BMP-2 حـضور  كه 
خــانواده  وNKx2.5  ياي فــاكتور رونويــسي قلبــجــناب

GATA و نيز ژن خاص قلبي MHC11( شود  مي(.  
 BMPs فــاكتور و همكــارانش  Bohelerطبــق تحقيقــات

  .)3( براي كارديوژنزيز ضروري است
 تحـت   هـاي بنيـادي جنينـي      نتايج ما نشان داد كه سـلول      

ــ ــاي أتــ ــانواده ثير فاكتورهــ ــد خــ ــه TGF-βرشــ  بــ
ه ، ب ـ شـوند  تبـديل مـي   هاي تمـايز يافتـه       كارديوميوسيت

ضمن  طوريكه اين سلولها ابتدا انقباض را شروع كرده و 
ـ هاي انقباضي و تخصصي دسـمين و آلفا ـ        بيان پروتئين 
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ــ ــين ب ــدريجه اكتين ــشيده ت ــر  ك شــده و شــكل خــاص  ت
اين نتـايج بـا   . گيرند هاي عضله قبلي را به خود مي     سلول
 هاي قلبي اسـتخراج شـده از قلـب مـوش نـوزاد و              سلول
طبـق  . مقايـسه شـد    دي تيمـار نـشده نيـز      نيابهاي   سلول

گزارش ما افزودن اين فاكتورها قبـل از تـشكيل اجـسام            
بـه  روند تمايزي   موجب هدايت   جنيني و در مراحل اوليه      

  . )15(گردد  هاي كارديوميوسيت مي سلول
  

  گيري نتيجه
ــ ــاكتور أت ــان دو ف ضــمن  BMP-2 و TGF-β2ثير همزم

موجــب هاي مولكــولي مــوازي هــم ســازي مــسير فعــال
هاي  داده .هاي تخصصي قلبي شده است افزايش بيان ژن

هـاي  توان بـا اسـتفاده از فاكتور    كه ميادنشان د حاصل  

تخصصي با دوز مناسب در محـيط آزمايـشگاه تكـوين           
 و ضـمن    تـسريع نمـود   هـاي قلبـي را       مزودرم به سـلول   

هاي  تجزيه و تحليل مراحل تكويني آنها، كارديوميوسيت      
ايـن   از. اسـايي، جـدا و تخلـيص كـرد        تمايز يافتـه را شن    

  پيونـد و   عنوان منبع مناسـبي بـراي     ه  توانند ب  سلولها مي 
  . بهره بردي ديگر درمانكاربردهاي

  
  تشكر و قدر داني

ــه بــدين وســيله  كليــه زحمــات  ازنويــسندگان ايــن مقال
هـاي نـوين علـوم پزشـكي          همكاران پژوهشكده فنـاوري   

  قاسـمي  خـانم سـركار   سـينا بـويژه       ـ ابن   جهاددانشگاهي
 كمـال تـشكر     جناب آقاي بيات   كارشناس بخش ژنتيك و   

  .نمايند ميو قدرداني 
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