
کاردیومیست های مشتق شده از  Brachyuryو  OCT-4, CD-34بررسی بیان ژن های
 سلول های بنیادی جنینی
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 چکیده
-سلول. عروقی یکی از اولین سیستم هایی است که تشکیل می شود -ئی، سیستم قلبیدر طی جنین زایی ابتدا :هدف سابقه و

. مدلی را به وجود می آورد که می توان از طریق آن مراحل تکاملی این سیستم را بررسی نمود( hESC) 1های بنیادی جنینی انسانی
را به وجود می آورند که پس از کشت، ( EB) 2نیها اجسام جنی hESCکه این سلول ها از لایه مغذی خود جدا می شوند،  زمانی

 .ایجاد می شوند EBاز % 5/21از سلول های ضربان دار در  هاییهحیان

کاردیومیوسیت های اولیه در   mRNAاستخـراج های بنیادی و تعیین نواحی ضربان دار، پس از کشت سلول :مواد و روش ها
و  OCT-4, CD-34نام  ههای اختصاصی کاردیومیوسیت ها  بلگوی بیان ژناسپس . انجام شد های مختلف پس از تمایززمان

Brachyury  درEB انسانی  (hEB  )5رونویسی معکوس -ای پلیمرازاز طریق واکنش زنجیره (RT-PCR )مورد بررسی قرار گرفت. 

چنین بررسی های این  هم. داشته استترین بیان را بیش  ،روزه EB 21در  CD-34نشان داد که ژن این مطالعه نتایج  :یافته ها
 .است یافتهافزایش  21در روز   Brachyury مشاهده و بیان ژن  روزه، EB 5در   OCT-4 ژن بیان تحقیق مشخص کرد که

 -امل سیستم قلبیکهای بنیادی جنینی انسانی ابزاری مفید جهت بررسی جنین زایی به طور کلی و تسلول : نتیجه گیری
 .خاص هستندعروقی به طور 

سلول های بنیادی جنینیبیان ژن،  ،اجسام جنینیکاردیومیست ها،  :کلمات کلیدی

                                                
1-Human embryonic stem cell 
2- Embryoid bodies 
3-RNA Extraction 
4- Human embryoid bodies 
5- Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

 دمهقم
در طی جنین زایی، اولین سیستمی که تشکیل می گردد 

-وسیله میانه عروقی است که این فرایند ب -سیستم قلبی
های هایپوبلاستیک اندودرم اولیه آغاز می کنش با سلول

جدا شده از ( ES)های بنیادی جنینی سلول. (9) گردد
بلاستوسیست ها می توانند به عنوان  1توده سلولی داخلی

. ( ، 22) لایه سلولی زایای مداوم مورد استفاده قرار بگیرند
به مدت قابلیت ساخته شدن مجدد خود را  ESهای سلول

طولانی حفظ می کنند و ظرفیت تشکیل بافت های 
 .( ، 22) را دارند مختلف

مدلی را جهت بررسی مراحل اولیه  ،موشی ESهای سلول
اخیر  هایهو مطالع (5، 8، 11) اندتکامل قلب به وجود آورده

های انسانی نیز نشان  ESهای این مطلب را در مورد سلول
های متمایز نشده برداشت سلول. (7، 11، 12، 15، 21)اندداده

از لایه مغذی و کشت آنها در سوسپانسیون باعث تشکیل 
ده نامی( EB)اجسامی جنین مانند می شوند که اجسام جنینی 

و ممکن است به طور خود به خودی به سلول  (12)می شوند
 .هایی با ویژگی های کاردیومیوسیتی متمایز شوند

که در پلیت کشت قرار می گیرند، ممکن  این سلول ها زمانی
، 21) است به طور خود به خودی نواحی ضربان دار ایجاد کنند

های هایی هستند که ویژگیکه این نواحی دارای سلول (7، 12
عملکردی مراحل ابتدایی کاردیومیوسیت ها را ساختاری و 

  hESهای تر کاردیومیوسیت ها از سلولتمایز بیش. (12)دارند
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ه یا ب (21)کشت شده EBممکن است از طریق کاهش حجم 
ه دوکسی سایتیدین ب-آزا-5تیمار سلول ها با ترکیب  وسیله

علاوه، تمایز کاردیومیوسیت های مشتق ه ب. (21) وجود آید
زمان با سلول  از طریق کشت هم hESشده از سلول های 

چنین سیستم . (1،15،  2)های اندودرم نیز امکانپذیر است
جهت تولید  EBبه تشکیل  نیازی زمانیکشت هم

 .کاردیومیوسیت ها ندارد
 ESتمایز یافته با استفاده از سلول های  EBبی در بیان ژن قل

. موشی به طور گسترده مورد مطالعه قرار گرفته است
 ES ،mRNAکاردیومیوسیت های مشتق شده از سلول های 

را به صورت یک فرایند تکاملی کنترل  های اختصاصی قلب ژن
اطلاعات کمی در مورد ژن ها و پیام های . شده بیان می کنند

 است موجوددخیل در تکامل قلب جنینی انسانی  مولکولی
(22 ،17). 

عدم توانایی قلب در پمپ کافی خون جهت حفظ عملکردهای 
یکی از معمول ترین  که فیزیولوژیکی باعث ایجاد نارسایی قلبی

بیماری  . گردداست، می  عروقی در جهان -بیماری های قلبی
 به وجود آمدهها وسیله کاهش عملکرد کاردیومیوسیته قلبی ب

آنجا که کاردیومیوسیت از . که باعث نارسایی قلبی می گردد
های بالغ قابلیت بازتولید ندارند، تنها درمان موثر بیمارانی که 

 .است عضودچار نارسایی قلبی شدید هستند پیوند 
حیوانی در دهه گذشته باعث به وجود آمدن  هایهمطالع

شواهد زیادی در رابطه با پیوند کاردیومیوسیت های جداسازی 
 می تواندگردید که  1ومیوپلاستیشده یا به عبارت دیگر کاردی

. قلبی باشدشدید کار جایگزین برای درمان نارسایی یک راه
های حیوانی پیوند موفق میوسیت هایهاگرچه بسیاری از مطالع

، فاکتور ( ،  1،  1، 19) قلبی به قلب بالغ را نشان می دهند
عروقی، تعداد ناکافی  -های قلبیبیماری محدود کننده درمان

اخلاقی،  مسائل علت وجودبه . ه استهای منتقل شوندسلول
وسیله کاردیومیوپلاستی ه ها بمان نارسایی قلبی در انساندر

بنابراین در سال های گذشته بسیاری از . پذیر نیستامکان
کارهای تمایز کاردیومیوسیت های تلاش ها در جهت ایجاد راه

های بنیادی جنینی و انتخاب رده سلولی متمرکز لیه از سلولاو
 . ( 2) شده است

های بنیادی در درمان با توجه به اهمیت استفاده از سلول
های قلبی که درمان آنها ناممکن و هایی مانند نارسائیبیماری

ها می تواند کمک یا بسیار مشکل می باشد، کاربرد این سلول
این مطالعه یک . مان این بیماری ها کندشایانی به دورنمای در
جهت بررسی و مطالعه زمان ( in vitro)مدل آزمایشگاهی 

                                                
7-Cardiomyoplasty 

  Brachyuryو  CD-34  ,  OCT-4بیان ژن های قلبی 
این دو ژن به عنوان مارکرهای سلولی . قلب است ایجاد در طی

های اندوتلیال سیستم عروقی و پیش سازهای آن برای سلول
 .انتخاب شده است

 :مواد وروش ها
 کشت سلول

ها به روش شمارش و درصد حیات آن ی بنیادیهاسلول
tripan blue exclusion محیط  سپس در .ص شدخمش

داده شده و تکثیر کشت  FBS% 22حاوی  DMEMکشت 
 .یافتند

اجسام جنینی در سوسپانسیون به مدت یک هفته رشد داده 
ه با ژلاتین خانه پوشیده شد  2شده و سپس به پلیت های 

که هر جسم جنینی در یک خانه قرار  منتقل شدند، به طوری
سلول  12222هر جسم جنینی به طور متوسط دارای . گرفت
 .بود
 

 تعیین نواحی ضربان دار
توسط میکروسکوپ بررسی و نواحی ضربان دار روزانه پلیت ها 

 .شد تعیین EBخودی ه ب خود
 mRNAاستخراج 
یوسیت های اولیه در اجسام کاردیوم mRNA7استخـراج 

، 1)جنینی رشد یافته در سوسپانسیون در زمان های مختلف 
با استفاده از کیت  ،(روز پس از تمایز 2  ، 21، 15،  7، 5

mRNA  (Invitrogen, California, USA )استخراج 
  .انجام گرفت

 استخراج شده mRNAاز روی  cDNA اختس
لعمل با توجه به نحوه دستوا cDNAتولید 

با استفاده از ( Invitrogen, California, USA)کیت
ابتدا با توجه به میزان جذب  .انجام شد dT -پرایمرهای الگو

mRNA  از هر نمونه، مقداری ازmRNA ودش ه میبرداشت 
این حجم به یک . باشد mRNAمیکروگرم از  1که حاوی 
و سپس با آب  میلی لیتری انتقال داده شد 2/2ب میکروتیو

سپس میکروتیوب حاوی . میکرولیتر رسید 12قطر به حجم م
mRNA  دقیقه در   تا  5/2در دستگاه ترموسایکلر به مدت
شود تا پیچ  این کار باعث می. قرار گرفت C˚92حرارت 
پس از گذشت این زمان . باز شود mRNA های  خوردگی
تا دوباره حالت  وب بلافاصله در ظرف یخ قرار گرفتمیکروتی
 .برقرار نشود mRNAدگی در پیچ خور

 
                                                

8. RNA Extraction 
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RCR -RT 
چنین و هم  Brachyuryو  CD-34  ,  OCT-4بیان ژن 

ارزیابی ( GAPDH)فسفات دهیدروژناز  - ژن گلیسر آلدئید 
قبلی در این  هایهبا توجه به مطالع PCRنحوه انجام . دگردی

تکاپو ) پرایمرهاتوالی و غلظت . (1) مطالعه صورت گرفت
  .(19)  (ارائه شده است 1جدول در  (زیست، ایران

بافر  :ی مورد استفاده در این مطالعه عبارت بودند ازغلظت ها
PCR (x 12) ، Mgcl2(mM 25) ، dNTP(mM 12) آنزیم ،

 Taq polymerase (U/μl 5 )( که همگی از شرکت
Roche,Germany بودند) . 

 PCR دو مرحله ای به شکل زیر انجام شد( :a :)C°95  به
دقیقه و  12به مدت  C°95(: b) ،( چرخه 1)دقیقه  12مدت 

(c :)C°12  ها با همه نمونه(. چرخه 5 دقیقه  1به مدت
GAPDHمقایسه گردیدند ،. 

شدند برده %  2ها به روی ژل آگارز  نمونه PCRپس از انجام  
روش ارزیابی در این مطالعه  .و نتیجه مورد بررسی قرار گرفت

این ترتیب که عکس های حاصل به صورت نیمه کمی بود به 
 Labاز این ژل ها را پس از اسکن در کامپیوتر با نرم افزار 

works  مورد ارزیابی قرار داده و بر اساس شدت باند حاصل از
 .دست آمدهژن ها عدد نسبی ب

 .(19)غلظت و توالی پرایمرهای مورد استفاده. 1جدول 
نوع  ژن

 پرایمر
غلظت 
 پرایمر

 توالی پرایمر

CD-34   Forward (10 
pmol/µl) 

5′CATCACAGAAACGA
CAGTCAA-3′ 

Reverse (10 
pmol/µl) 

5′ACTCCGCACAGCTGG
AGG-3′ 

OCT-4 Forward (10 
pmol/µl) 

5′TAGGTGAGCCGTCTT
TCCAC3′ 

Reverse (10 
pmol/µl) 

5′GCTTAGCCAGGTTCG
AGGAT3′ 

Brachyur
y 

Forward (10 
pmol/µl) 

5′GCTTCAAGGAGCTAA
CTAACGAG 3′ 

Reverse (10 
pmol/µl) 

5′CCAGCAAGAAAGAG
TACATGGC 3′ 

GAPDH Forward (10 
pmol/µl) 

5′CATGACCAAGTCCAT
GCCATCACT 3′ 

Reverse (10 
pmol/µl) 

5′TGAGGTCCCCACCCT
GTTGCTGTA 3′ 

 یافته ها
مشاهده روزانه وجود ضربان در اجسام جنینی نشان داد که 

ز آنها دارای ضربان خود به خودی ا%  یک روز پس از کشت، 
دار روز  ضربان 17تر اجسام جنینی پس از گذشت بیش. بودند
. آغاز گردید 28ضربان در برخی از اجسام جنینی از روز . شدند

. از اجسام جنینی مشاهده گردید% 25-52دار در نواحی ضربان
دار در اجسام جنینی مشتق شده از درصد نواحی ضربان

تر نیادی جنینی انسانی که پس از ذوب شدن بیشهای بسلول
ند در چ% 12بار پاساژ داده شده بودند نسبت به حدود  12از 

 mmدار حدود نواحی ضربان. پاساژ اولیه افزایش نشان داد
نواحی . قطر داشته و در حاشیه ها قرار گرفته بودند 1/1-1/2

ماه و به میزان   دار در محیط کشت به شدت تا ضربان
ضربان در دقیقه ادامه یافت اما این نواحی رشد  12±122

های گاهی اوقات رشد بیش از حد سلول. تری نداشتندبیش
دیگر که از جسم جنینی متمایز شده اند با ضربان این نواحی 

به دلیل ایجاد شدن توانایی در تشخیص . تداخل می کنند
انیکی دار با گذشت زمان، این نواحی به طور مکنواحی ضربان

روز جداسازی شده و دوباره در پلیت ها قرار داده  7- 1هر 
 .شدند
در   Brachyuryو  CD-34  ,  OCT-4بیان 

کاردیومیوسیت های اولیه در اجسام جنینی رشد یافته در 
،  21، 15،  7، 5، 1)مختلف های مختلف سوسپانسیون در زمان

از  mRNA  .مورد بررسی قرار گرفت، (روز پس از تمایز 2 
 RT-PCRهر جسم جنینی جداسازی گردید و به دنبال آن 

 .از همان نمونه کنترل گردید GAPDHانجام گرفت و با ژن 
 7در اجسام جنینی  CD-34بیان اولیه نتایج نشان داد که 

 افزایش یافت  21روزه مشاهده گردید که به شدت در روز 
 . (1شکل )

روزه  5نینی در اجسام ج OCT-4شدت بیان  بیان اولیه و
 . (2شکل ) کاهش یافت 2 مشاهده گردید که به شدت در روز 

روزه  1در اجسام جنینی  Brachyuryچنین بیان اولیه هم
 ( شکل )افزایش یافت  21مشاهده گردید که به شدت در روز 

نشان می دهد که بیان اولیه و  این مطالعهبنابراین نتایج 
با  Brachyuryو  CD-34  ،OCT-4افزایش بیان ژن های 

 .( شکل ) هم متفاوت است
 :بحث

دار در اجسام جنینی مشتق شده از درصد نواحی ضربان
تر های بنیادی جنینی انسانی که پس از ذوب شدن بیشسلول
در چند % 12بار پاساژ داده شده بودند نسبت به حدود  12از 

های بنیادی از آنجا که سلول. پاساژ اولیه افزایش نشان داد
محیط کشت حساس بوده  هایجنینی انسانی نسبت به ترکیب

-نسبت قدرت زیست خود را پس از انجماد از دست میبه و 
احتمال به علت بازیابی آهسته به هنگام ضربان  دهند، آغاز دیر

 .های فیزیولوژیکی سلول ها پس از ذوب شدن می باشدویژگی
CD-34 لیه موش در سلولزایی اوبه عنوان یک مارکر رگ-

های بنیادی هماتوپویتیک و اندوتلیال های اجدادی و سلول
بیان می شود و همراه با رشد محیط کشت، بیانش افزایش 

 . نشان داد 21این ژن افزایش بیان را در روز . یابدمی
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در تمایز  CD-34نشان داده که  دیگر محققین هایهمطالع
EB  هم. می رسد  1-15انسان افزایش یافته و به روزهای-

افزایش  hEBچنین نشان داده شده است که این ژن در 
 .(19،22) معنی داری دارد

مارکری  CD-34 ,نشان داد که این مطالعهبه طور کلی نتایج 
ترین افزایش بیان را نشان می روزه، بیش EB 21است که در 

که سایر محققین اشاره به بیان این  15- 1در روزهای . دهد
 21ترین بیان در روز اما بیش. شدند نیز بیان مشاهده ژن دار

ید أئرا تسایر محققین  این مطالعه، نتایج نتایج .مددست آه ب
   .می کند

روزه مشاهده گردید  5در اجسام جنینی  OCT-4بیان اولیه 
جسم  12تعداد . افزایش یافت 5روز که به شدت در همان

ف جمع آوری های مختلجنینی در سوسپانسیون در زمان
 . گردید

تمایز  EBبا گذشت زمان در  OCT-4نتایج نشان داد که 
افزایش یافته و در  5تر در روزو بیش یافته، قابل مشاهده است

 . کم می شود 2 روز 
در . (21) ئید کردأنتایج سایر محققین هم این مساله را ت

افزایش بیان داشته  5در روز   ,OCT-4،ه هاتر مطالعبیش
هنگام و مفید برای  به عنوان یک مارکر زوداست و 

این ژن یک مارکر  (.19)کاردیومیست ها شناخته می شود 
له، ناپدید شدن أتمایز یافته است و این مس های غیرسلول
یند تمایز نشان آیز یافته را به عنوان ادامه فرتما های غیرسلول
یند آیافته را به عنوان ادامه فر تمایز درصد مارکر. دهدمی

با ادامه رشد  OCT-4 درصد مارکر. تمایز نشان می دهد
 .محیط کشت تغییری نداشت

مارکری است که در  OCT-4به طور کلی نتایج نشان داد 
EB 5 به که  را نشان می دهد ترین افزایش بیانروزه، بیش
 .کامل با نتایج تحقیقات سایر محققین هماهنگ استطور 

روزه مشاهده  1ام جنینی در اجس  Brachyuryبیان اولیه 
 . افزایش یافت 21گردید که به شدت در روز 

, Brachyury  مارکری برای تشخیص تمایز ضروری است که
در مراحل بعدی در  و در گاسترولاسیون بیان می شود

طور که تمایز پیش  این ژن همان. نوتوکورد مشاهده می گردد
وش افزایش می رود به عنوان یک مارکر مزودرمی بیانش در م

به طور کلی به عنوان یک مارکر  Brachyuryژن . می یابد
شکل گیری مزودرم اولیه شناخته می شود که به شکل ناپایدار 
در مزودرم در حال پیدایش و مزودرم اولیه در حال مهاجرت 

 .(21) بیان می گردد

 Brachyury , نتایج نشان داد که این مطالعه به طور کلی
ترین افزایش بیان را روزه، بیش EB 21در مارکری است که 

افزایش بیان این  بررسی های محققین دیگر .نشان می دهد
کامل با نتایج این  به طور نشان داد  که 21ژن را در روز 

 . مطالعه منطبق است
دریچه ای نو  hESدر مجموع، دسترسی به رده های سلولی 

ی و بیان ژن رو به امکانپذیر شدن مطالعه تکامل قلب انسان
. (22،18، 2) های جدید در طی تکامل جنینی گشوده است

 نتر شددر این رابطه باعث بیش هابه طور خاص، تحقیق
های جهت تولید بافت hESهای انگیزه بررسی پتانسیل سلول

-ها میاین سلول. قلبی جدید با اهداف درمانی گردیده است
ل در تکامل قلب یندهای پیچیده دخیآتوانند به روشن شدن فر

انسان و ایجاد یک سیستم سلولی مناسب جهت مطالعه تکامل 
کمک ( in vitro)و تمایز بافت ها در شرایط آزمایشگاهی 

-کرده و ممکن است سرانجام باعث ایجاد قابلیت تولید سلول
 .های انسانی تمایز یافته با اهداف درمانی گردد

 :نتیجه گیری
ازی شده یا کاردیومیوپلاستی پیوند کاردیومیوسیت های جداس

به . کار جایگزین برای درمان نارسایی شدید قلبی استیک راه
علت وجود مسائل اخلاقی، درمان نارسایی قلبی در انسان ها 

بنابراین در . پذیر نیستوسیله کاردیومیوپلاستی امکانه ب
کارهای ها در جهت ایجاد راههای گذشته بسیاری از تلاشسال

های بنیادی جنینی و های اولیه از سلولدیومیوسیتتمایز کار
با توجه به اهمیت . انتخاب رده سلولی متمرکز شده است

هایی مانند های بنیادی در درمان بیماریاستفاده از سلول
های قلبی که درمان آنها ناممکن و یا بسیار مشکل نارسائی

ها می تواند کمک شایانی به باشد، کاربرد این سلولمی
 .دورنمای درمان این بیماری ها کند

 :سپاسگزاری
جهت  واحد تهران شرق -نویسندگان از دانشگاه آزاد اسلامی

 .حمایت مالی از این پروژه تقدیر و تشکر می نمایند
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