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  ساز قلبي پيش شبهسلولهاي  سلولهاي فيبروبلاست موشي به مستقيمِ بازبرنامه ريزيِ
  1الميرا رضائي زنوز و 2، فيروز جنت عليپور*1محمود تلخابي

  علوم جانوري و بيوتكنولوژيدپارتمان  تهران، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم و فناوري زيستي،  1
 گروه بيوتكنولوژي ي صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي،دانشگاه تحصيلات تكميلكرمان،  2

 13/9/96: تاريخ پذيرش  28/9/95 :تاريخ دريافت

 چكيده

 دواركنندهيام يكردهاياز رو يكيبه عنوان  يسلول درمان. هستند ايدر دن ريمرگ و م عامل نيترعيشا يعروق-يقلب هاي  ياريمب
سلوهاي بنيادي (كنون سلولهاي بنيادي محتلفي از قبيل سلولهاي بنيادي پرتوان تا. است هشد شنهاديها پ يماريبدرمان اين  يبرا

براي توليد ) هاي بنيادي مزانشيمي، پروژنيتورهاي قلبيلسلو(و سلولهاي بنيادي چند توان ) جنيني و سلولهاي بنيادي پرتوان القائي
جديدترين روش براي توليد كارديومايوسيتها، بازبرنامه . اند استفاده شده) بالغ كارديومايوسيتپيشساز وسلولهاي (سلولهاي قلبي 

سلولهاي اين رويكرد، روشي سريع، آسان و مطمئن براي توليد . هاي فيبروبلاست به اين سلولها مي باشد ريزي مستقيمِ سلول
با  )MEFs( هاي فيبروبلاست جنيني موش ، سلولمطالعه نيدر ا .تدر شرايط آزمايشگاهي و نيز درون موجود زنده اسقلبي 

به اين منظور دو عامل . هاي بيان كننده ماركرهاي سلولهاي پيشساز قلبي تبديل شدند ، به سلولبازبرنامه ريزي مستقيماستفاده از 
بيان   بروبلاستيف هاي در سلول )فاكتور رونويسي قلبي( Mef2Cو  )پرتوانيفاكتور رونويسي ويژه ( Oct4رونويسي كليدي 

ه كلوني پيشسازهاي قلبي را ايجاد يي شبيهفته ساختارها 3كشت سلولهاي ترانسديوس شده با دو عامل فوق، بعد از . شدند
شكل  يها ينشان داد كه كلون يو دودمان قلب يپرتوان يماركرها يبرا مونوفلورسنتيا يزيو رنگ آم يژن انيب يها يبررس. كردند
 و هرگز از به سلولهاي پيشساز قلبي شباهت داشته كه در اثر باز برنامه ريزي مستقيم سلولهاي فيبروبلاست ايجاد شده اند گرفته

تواند مسير جديدي را براي توليد  مي باز برنامه ريزي مستقيم اين مطالعه نشان مي دهد جينتا. ندا نكرده عبوري مرحله پرتوان
  . درماني قلب باز كند مورد نياز براي سلول )سلوهاي كارديومايوسيت بالغ/زسلولهاي پيشسا( هاي قلبي سلول

  پيش ساز قلبي، فيبروبلاست، فاكتور نسخه برداري دگرتمايزي، بازبرنامه ريزي مستقيم،: واژه هاي كليدي

  m_talkhabi@sbu.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09195571785: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
قلب پستانداران به عنوان اندامي با قدرت ترميم بسيار پايين 

هرگونه آسيب به بافت قلب از طريق . )21( شود شناخته مي
، )Myocardial infarction(انفاركتوس مايوكاردي 

ايسكمي، آلودگي با ويرووس و ديگر عوامل پاتولوژيك، 
ي اصلي قلب كه كارديومايوسيت ها سلولشود  باعث مي

)Cardiomyocytes( از بين رفته و تعداد شوند گفته مي ،
 گزارشاتي .)7( كاهش پيدا كند ايي آنها بطور قابل ملاحظه

 ميليون يك حدود در دهند مي نشان كه دارد وجود
بين  از انفاركتوس مايوكاردي يك از بعدكارديومايوسيت 

 و سلولي رويدادهاي از سري يك مرگ آنها، و  )5( رفته
 التهابي، پاسخ به منجر كه اندازد مي راه به را مولكولي
 در و سلولي خارج ماتريكس توليد ها، فيبروبلاست تجمع
. )23( شود مي "اسكار" بافت غير عملكردي  ايجاد نهايت

بيشتر  شكل گيري بافت اسكار خود باعث از بين رفتنِ
كارديومايوسيت كه  آنجايي ها شده و ازكارديومايوسيت 

 هستند، تكثيري ظرفيت فاقد تولد از بعد پستانداران هاي
 تدريجه ب قلب و نشده جايگزين رفته، دست از هاي سلول

 نارسايي نهايت در و داده دست از را خود انقباضي عملكرد
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از اين رو . )12( شود مي ايجاد) Heart failure( قلبي
 كودكان مير و مرگ عشاي عوامل از يكي قلبي، هاي بيماري

ها تقريبا  اين بيماري .هستند جهان سراسر در بالغ افراد و
كل مرگ و  55%كل مرگ و مير در دنيا بوده و  33%عامل 

 4و بيش از  )6( 2008مير اتفاق افتاده در آمريكا در سال 
هاي  ، به علت بيماري)9( ميليون فوت بطور سالانه در اروپا

هاي قلبي هزينه  نين بيماريهمچ. قلبي گزارش شده است
هاي سلامت ملي گذاشته و  گزافي را براي سيستم

ميليارد  300هاي مربوط به مديريت و كنترل آنها از  هزينه
هاي درماني  از اين رو روش. )16( رود دلار فراتر مي

هاي قلبي ابداع شده و توسعه  متفاوتي براي درمان بيماري
قاء بيماران افزايش پيدا كرده البته با اينكه نرخ ب. اند يافته

ايي براي  ولي در حال حاضر هيچ تكنيك درماني ثابت شده
. هاي از دست رفته وجود نداردكارديومايوسيت برگرداندن 

قلب تنها روش درماني موجود است كه  از اين رو پيوند
 شود هاي بسيار شديد انجام مي براي بيماران با نارسايي

 و پيوند رد ي مانندمشكلات علته ب هم گزينه اين اما ،)22(
 .است همراه محدوديت با دهنده، افراد تعداد بودن پايين

 از است كه بر استفاده "سلول درماني" ديگر استراتژي
 استوار بوده و در اين قلبي نقايص درمان براي سلول

شامل  بنيادي با توانايي تمايزي محدود هاي سلول استراتژي
 و) Multipotent stem cells(ان چندتوهاي بنيادي  سلول

  جايگزيني براي جديد هايكارديومايوسيت  نيز
 آسيبهاي قلبي، طي در رفته بين از هاي كارديومايوسيت

 مغز از مشتق هاي سلول. )20و  10( شوند مي گرفته بكار
 هايي سلول اولين اسكلتي عضله هاي ميوبلاست و استخوان

انفاركتوس  از بعد لبيق فعاليت برگرداندن كه براي بودند
جديدترين روش  .)4( گرفتند قرار مطالعه موردمايوكاردي 

 Direct(بازبرنامه ريزي مستقيم  براي توليد سلولهاي قلبي

reprogramming( هاي  است كه بوسيله آن از سلول
سوماتيك مانند فيبروبلاست كه فاقد هر گونه پتانسيل 

ه ديگر از قبيل هاي تمايز يافت سلولبه تمايزي هستند، 
در اين فرايند كه تحت . )18( شود هاي قلبي توليد مي سلول

 "و  ")Direct conversion(تبديل مستقيم "عنوان 
شود،  شناخته مينيز  ")Transdifferentiation(دگرتمايزي 

 induced pluripotent stem( هاي پرتوان سلول هيچگاه

cells or iPSC( شوند ايجاد نمي )ون گزارشات تاكن. )15
 هاي سلولبازبرنامه ريزي مستقيم  مورد درمتعددي 

در . )8( منتشر شده اند كارديومايوسيت، به فيبروبلاست
، Gata4و همكارانش گزارش كردند كه  Iedaاولين مطالعه 

Mef2C  وTbx5  مي توانند سلولهاي فيبروبلاست موشي را
نشان  مطالعات بعدي .)15( به كارديومايوسايت تبديل كنند

  Hand2كه اضافه كردن فاكتورهاي ديگر قلبي مانند  ندداد
 )19(  Myocardinبا  GATA4يا جايگزين كردن  و )3(

از طرف ديگر . شود باعث بهبود بازده دگرتمايزي تواند  مي
مي تواند باعث  Oct4گزارش شده است كه فاكتور پرتواني 

لولهاي س بازبرنامه ريزي مستقيم سلولهاي فيبروبلاست به
يرا به همراه ساير فاكتورهاي اين فاكتور اخ. خوني شود

 )C-myc ()13و Sox2 ،Klf4(ويژه سلولهاي پرتوان القايي 
  )11(اختصاصي و نيز به همراه تعدادي كوچك مولكول

براي تبديل سلولهاي فيبروبلاست به قلبي مورد استفاده 
  .  قرار گرفته است

لاست جنيني موش در مطالعه حاضر، سلولهاي فيبروب
)MEF ( با استفاده از وكتورهاي ويروسي بيان كنندهOct4 

 3اين سلولهاي به مدت . ترانسديوس شدند Mef2Cو 
طي . دندهفته در محيط اختصاصي سلولهاي قلبي كشت ش

ه كلوني ايجاد شدند كه اين دوره تجمعات سلولي شب
ماركر  ، در حاليكهماركرهاي پيشساز قلبي را بيان كرده

از  كلوني هاي شكل گرفته. كردندنمي پرتواني را بيان 
اظ مورفولوژي به كلوني هاي سلولهاي پيشساز قلبي لح

 براي دو پاساژ نالوشباهت بسياري داشته و بصورت كل
  .قابليت پاساژ پذيري داشتند

  مواد و روشها
جهت توليد فيبروبلاست : توليد فيبروبلاست جنيني موش

) Mouse embryonic fibroblasts or MEFs(جنيني موش 
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از هاي مورد نظر براي دگرتمايزي قلبي،  سلولبه عنوان 
به طور خلاصه   .استفاده گرديد NMRIموش نژاد 

و به ظرف  شدهروزه از داخل رحم جدا  5/12هاي  جنين
ها با استفاده از  سر جنين كبد و. ندمنتقل شد PBSحاوي 

در ( ه جنينيك جفت پنست جدا شد و باقي مانده لاش
به  )صورت زياد بودن تعداد جنين، فقط دست و پا جنين

، 18شماره منتقل و با استفاده از سوزن  ليتر ميلي 2 سرنگ
ها به قطعات كوچك تبديل گرديد و به فلاسك  جنين

فيبروبلاستي هاي  حاوي محيط كشت سلول
)DMEM/15%FBS, 1%Penicillin/Streptomycin, 

1mM NaHCo3( 24پس از گذشت  .ده شدانتقال دا 
و  ندقطعات سلولي به كف فلاسك چسبيد  ساعت،

ساعت  72معمولا . ها آغاز گشت مهاجرت سلولي از آن
پوشش سلولي كف ) primary culture(بعد از كشت اوليه 

ها  كه سلول پس از آن .شود مي) confluent(% 100فلاسك 
 كف فلاسك را كاملا پوشاندند، با استفاده از آنزيم

Trypsin/EDTA ها منفرد شده و در فلاسكهاي  سلول
وم سدر پاساژ  MEFهاي  سلول. داده شدند جديد كشت

  .براي ترانسداكشن استفاده شدند

: Mef2C و Oct4 هاي ي حاوي ژنها توليد رتروويروس
و   Oct4هاي بيان كننده ژن هاي  براي توليد رتروويرس

Mef2C  از رده سلوليPlat-E محيط كشت( استفاده شدند :
DMEM/10FBS, , 1%Penicillin/Streptomycin, 1mM 
NaHCo3, 1 µg/mL Puromycin, 10 µg/mL 

Blasticidin .( از فرايند انجام يك روز قبل از آغ
توسط  Plat-Eهاي  توليد ويروس، سلولو  تراسفكشن

هاي كشت  كننده شده و در پليت Trypsin/EDTAآنزيم 
 2×106ژلاتين و به تعداد  متري كوت شده با سانتي 10

 .)Co2  %5و  C37° (سلول به ازاي هر پليت كشت شدند 
ها از محيط كشت حذف  بيوتيك از اين مرحله به بعد آنتي

يك روز بعد و با مشاهده تراكم سلولي مناسب . شدند
اده از عامل ترانسفكشن با استفترانسفكشن ) 90-80(%

FuGENE 6  اي ويروسي پلاسميدهبصورت مستقل براي و

) ميكروگرم از هر پلازميد 9مقدار ( Mef2cو  Oct4حاوي 
ساعت بعد از انجام ترانسفكشن، محيط  24. انجام شد

ه آوري شد ليتري جمع ميلي 10ها توسط سرنگ  رويي سلول
فيلتر شدند  µm 45/0بوسيله يك فيلتر ويژه با قطر منافذ  و

قرار  مورد استفاده MEFهاي  و براي ترانسداكشن سلول
  .گرفتند

هاي  وسيله رتروويسه ب MEFهاي  ترانسداكشن سلول
وم سدر پاساژ  MEFهاي  سلول:  Mef2cو  Oct4حاوي 

بدين صورت . براي ترانسداكشن مورد استفاده قرار گرفتند
متري كشت  سانتي 6هاي كشت  ها در ظرف كه اين سلول

  هر رتروويروس حاويميلي ليتر از محيط  يك، سپس شده
)Oct4، Mef2C ( ليتر محيط كشت تازة  ميلي يكو

براي افزايش . شد به سلولها اضافههاي فيبروبلاستي  سلول
 µg/mLغلظت نهايي ( Polybreneبازده ترنسداكشن ماده 

ساعت  24. به لوله حاوي مخلوط ويروسي اضافه شد) 6
 MEFهاي  ها، سلول بعد از ترانسداكشن با رتروويرس

ده شده و بعد از شمارش به كنبوسيله آنزيم تريپسن 
كي كوت شده با ماتريژل منتقل چاه 6هاي كشت  ظرف
و در محيط ) سلول به ازاي هر چاهك 5/4×104(  شده

 ,DMEM/M199/10%FBS(قلبي سلولهاي 

1%Penicillin/Streptomycin, 1mM NaHCo3 (كشت 
ميكروسكوپ و  استفاده از باتغييرات سلولي  .شدند

و در تمام مراحل مطالعه، از م شد انجاروزانه  بصورت
   .ها تصاويري ميكروسكوپي گرفته شد سلول

ي زيآم رنگبراي انجام : ايمونوفلورسانس آميزي رنگ
حذف  ها سلولايمونوفلورسانس ابتدا محيط كشت روي 

درصد  5/0(ها يك بار با محلول شستشو  شد و سلول
PBS/Tween ( 4شستشو داده شده و با پارافرمالدهيد 

 گراد يسانتدرجه  4دقيقه، در دماي  20رصد به مدت د
 5 هر كدام به مدت(سلول ها دوبار  سپس. فيكس شدند

اتاق شستسو داده شدند  دماي با محلول شستشو در) دقيقه
با  ها انكوباسيون سلول ها، سلول كردن و براي نفوذپذير
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 دقيقه در 15 مدت به Triton X- 100 درصد2/0محلول 
 هر( ها شستشوي سلول بار بعد از دو. جام شداتاق ان دماي
كردن  اتاق، مسدود دماي در )دقيقه 5 مدت به بار

ه ب) بلوكه كردن(بادي  آنتي اتصال غيراختصاصي هاي جايگاه
 60 مدت به درصد 10 بز سرم با ها وسيله تيمار سلول

بعد از يك . گراد انجام شد سانتي درجه 37 دماي در دقيقه،
 ,GATA4 )abcamهاي اوليه  بادي يبار شستشو، آنت

ab84593 ( و ISL1 )abcam, ab20670 ( به  1:100با رقت
 درجه 37 دماي در دقيقه 60 مدت سلول ها اضافه شد و به

 شستشو بار 3 سپس. ورت گرفتگراد انكوباسيون ص سانتي
اتاق انجام شد و  دماي در )دقيقه 15 مدت به بار هر(

 Goat Anti-Rabbit (Alexa Fluor® 488)  ثانويه بادي آنتي

(abcam, ab150077)  به سلول ها اضافه  1:500با رقت
 درجه 37 دماي در دقيقه 60 مدت شد و انكوباسيون به

 به بار هر( بار ها سه در ادامه سلول. گراد انجام شد سانتي
 اتاق شستشو داده شدند و رنگ دماي در )دقيقه 15 مدت

DAPI  مشاهده و . اضافه شد تههس آميزي به منظور رنگ
استفاده از  با شده آميزي رنگ هاي تصوير برداري از نمونه

 )Carl Zeiss Axioplan-2( فلورسنت ميكروسكوپ
 .صورت گرفت

ه ب ها سلول ابتدا:  qRT-PCRها به روش  بررسي بيان ژن
 و درآمدند منفرد صورت به Trypsin/EDTAآنزيم  وسيله
درجه  - 80فريزر در سلولي خشك پلاك سانتريفيوژ، از بعد

از  RNAسازي كل به منظور جدا .شد گراد نگهداري سانتي
 از اجتناب براي .از محلول ترايزول استفاده شد ها سلول

 و ها ميكروتيوب از مراحل همه در ،RNase آلودگي
 شده اتوكلاو و DNase و RNase از عاري سرسمپلرهاي

دستگاه  از استفاده با RNA كيفي بررسي .شد استفاده
 Nanodrop (ND-1000)( اسپكتروفتومتر

spectrophotometer (پس از تعيين ميزان جذب . انجام شد
برداشته و با نصف ميزان  RNAميكروگرم  5معادل ، نمونه
RNA  ميكروگرم  5/2يعنيDNase  پس از انجام . شدتيمار

تيمار آنزيمي براي كسب اطمينان از عدم وجود آلودگي 

DNA 5/0 1% آگارز روگرم از نمونه را در ژلميك 
و عدم وجود باند  28sو 18sهاي  اري كرده و باندزبارگ

DNA  شدرا در نمونه بررسي.  DNA مكمل )cDNA(  با
 كيت و به عنوان پرايمر oligo(dT)20 primer از استفاده

Super Script III First-Strand Synthesis System  انجام
 ازدستگاه Real-Time PCRاي ه براي انجام واكنش .شد

Corbett Research Rotor-Gene 3000 براي . استفاده شد
افزايش دقت، از هر گروه آزمايشي سه تكرار مستقل 

عنوان كنترل  به Gapdhژن . زيستي در نظر گرفته شد
  براي مقايسه داخلي در نظر گرفته شد و از روش 

ي آغازگرهاي مورد توال( استفاده شد ها تغييرات بيان ژن
  .)2استفاده در شكل 

  نتايج
سلولهاي فيبروبلاستي : شكل گيري سلولهاي پيشساز قلبي

دچار تغييراتي  Mef2Cو  Oct4بعد از افزايش بيان 
هفته بعد از  يك. وژيكي مشخصي شدندمورفول

ترانسداكشن، يكسري ساختارهاي شبه كلوني آشكار شدند 
اين كلوني ها، ). 1شكل (زرگتر شد كه به مرور اندازه آنها ب

پيدا هفته بعد از ترانسداكشن مورفولوژي مشخص تري  3
در گروه كنترل كه هيچ كدام از رتروريروسها را . كردند

دريافت نكرده بود، هيچ گونه تغيير مورفولوژيك خاصي 
و سلولها بطور كامل كف ظرف را اشغال  .مشاهده نشد

در گروهي  .را نشان دادند كرده و مورفولوژي سلولهاي پير
ترانسديوس شده  Mef2Cيا   Oct4كه تنها با استفاده از 

هيچگونه بودند، تغييرات سلولي قابل رويت بود ولي 
براي بررسي  ). 1شكل (ساختار شبه كلوني مشاهده نشد 

 Mef2Cو  Oct4هايي كه بواسطه افزايش بيان  هويت سلول
ايجاد شده بودند، بيان يكسري از ژنهاي قلبي مورد بررسي 

هفته بعد از افزايش بيان دو فاكتور نسخه  3. قرار گرفت
ويژه سلولهاي پيشساز قلبي  ماركرهايبرداري فوق، بيان 

)Nkx2.5, Gata4, Isl1, Mef2C ( ويژه سلولهاي  ماركرو
 Real-Timeبا استفاده از ) Mlc2v(كارديومايوسايت بالغ 
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PCR بطور مشخصي ماركرهاي . مورد ارزيابي قرار گرفت
ويژه سلولهاي پيشساز قلبي بيان بسيار بالايي در سلولهاي 

  ).، ب2شكل(بازبرنامه ريزي شده داشتند 

 

 

 

وه كنترل هيچگونه تغييرات سلولي خاصي سلولهاي گر. Mef2Cو  Oct4شكل گيري ساختارهاي شبه كلوني در سلولهاي ترانسديوس شده با . 1شكل 
بيشتر با تكثير   Oct4تنها نيز اگرچه تغييرات مورفولوژيك بروز دادند كه در گروه  Mef2Cو نيز   تنها Oct4از خود بروز نداده و سلولهاي گروه 

ولي ِ شبه كلوني شدند كه تاحدي مشابه باعث شگل گيري تجمعات سل Mef2Cو  Oct4. با كنده شدن سلولي همرا بود  Mef2Cسلولي و در گروه 
  )دواير نقطه چين(كلوني پيشسازها و سلولهاي بنيادي قلبي بودند 
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. توالي پرايمرهاي مورد استفاده در بررسي بيان ژنهاي قلبي و پرتواني) الف. سلولهاي پيشساز قلبي بواسطه بازبرنامه ريزي مستقيم ايجاد شدند. 2شكل 
شروع فرايند (هفته بعد از ترانسداكشن  3بررسي . ريزي شده ماركرهاي پيشسازهاي قلبي را بطور مشخصي بيان مي كنند سلولهاي بازبرنامه) ب

) پ. هيچگونه بيان را نشان نمي دهد Nanogماركر پرتواني . به عنوان كنترل داخلي استفاده شده است Gapdh. انجام شده است) دگرتمايزي
شده براي بازبرنامه ريزي فاقد هرگونه آلودگي سلولي به سلولهاي قلبي بوده و ماركرهاي ويژه دودمان قلبي در آنها بيان  فيبروبلاستهاي اوليه استفاده

  ).به عنوان كنترل داخلي براي بررسي بيان ژن استفاده شد Gapdhقلب جنين موش به عنوان كنترل سلولي و (نمي شود 
  

ان داشت كه در نيز تا حدي بي) Mlc2v(البته ماركر بلوغ 
 .ولهاي پيشساز بسيار پايين تر بودمقايسه با ماركرهاي سل

سلولهاي بازبرنامه ريزي شده، ماركرهاي ويژه سلولهاي 
رنگ . پيشساز را در سطح پروتئين نيز بيان مي كردند

آميزي ايمونوفلورسنت نشان داد كه سلولهاي بخش هاي 

رداري هاي ايجاد شده فاكتورهاي نسخه ب كلوني يمركز
Isl1  وGATA4 3شكل(كنند  را بطور مشخصي بيان مي .(
و  Oct4نتايج بطوركلي نشان مي دهد كه افزايش بيان اين 

Mef2C  مي تواند باعث بازبرنامه ريزي سلولهاي
اگرچه اين  .فيبربلاستي به سلولهاي شبه پيشساز قلبي شود
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هاي تنها قابليت تكثير براي دو پاساژ در محيط مورد  سلول
استفاده در مطالعه را داشتند و به سرعت مورفولوژي خود 

  .را از دست دادند

  
روز از ترانسداكشن، ماركرهاي  21تجمعات شبه كلوني ايجاد شده بعد از . كلوني هاي شبه پيشساز قلبي ماركرهاي قلبي را بيان مي كنند. 3شكل 

هستند ) سلولهاي بينادي قلبي(كه فاكتورهاي نسخه برداري ويژه سلولهاي پيشساز قلبي  بيان اين ماركرها. را بيان مي كنند GATA4و  Isl1هسته ايي 
  .نيز رنگ شده اند DAPIهسته ها همچنين با . به خوبي درون هسته قابل مشاهده است

واسطه بازبرنامه ريزي   هسلولهاي شبه پيشساز قلبي ب
لولهاي شبه براي اطمينان از اينكه س: ندمستقيم ايجاد شد

پيشسازي شكل  گرفته از ابتدا در بين سلولهاي 
فيبروبلاست نبوده اند، سلولهاي فيبروبلاست جنيني موش 
تنها از دست و پا، دم و نيمه تحتاني جنينهاي موش 

كشت اوليه فاقد هرگونه سلولي  درنتيجه. استخراج شد
بيان ژنهاي قلبي نشان داد كه اين ژنها در . قلبي بود
 براي بازبرنامه ريزي ي فيبروبلاستي مورد استفادهسلولها

از طرفي در طي فرايند  ).، پ2شكل ( بيان نداشتند
 نيز بيان نشد Nanogبازبرنامه ريزي ماركر پرتواني 

كه نشان مي دهد هيچگونه سلول پرتواني در  )، ب2شكل(
بطوركلي اين . طي فرايند باز برنامه ريزي شكل نگرفتند

هند كه سلولهاي شبه پيشساز قلبي بواسطه نتايج نشان مي د
بازبرنامه ريزي مستقيم سلولهاي فيبروبلاست شكل گرفته 

  .اند

  بحث و نتيجه گيري
  Mef2Cو  Oct4در اين مطالعه نشان داديم كه افزايش بيان 

هاي هايي شود كه ماركر گيري كلوني مي تواند سبب شكل
هاي ماركر  اين كلوني. ويژه پيشساز قلبي را بيان مي كنند

سلولهاي شبه پيشساز . را بيان نمي كردند Nanogپرتواني 
سلولهاي قلبي شكل گرفته در اين مطالعه در محيط كشت 

پاساژ  عدم تمالا اين علت اصلياح. قلبي بالغ شكل گرفتند
پذيري اين سلولها بود، بطوريكه اين سلولها بسيار سريع و 

 البته در اين. دندخود را تغيير دادر عرض دو پاساژ ماهيت 
ت خود را مطالعه بررسي نشد كه سلولها بعد از اين ماهي

دهند به چه سلولهاي قلبي و احيانا غير قلبي  تغيير مي
هفته بعد از  3حتي اين سلولها در . تبديل مي شوند

ترانشداكشن و همراه با ماركرهاي ويژه سلولهاي پيشساز 
يان مي نيز برا ) Mlc2v(قلبي، ماركر سلول قلبي بالغ 

كردند، كه نشان دهنده مناسب نبودن محيط و شرايط كشت 
كنون از آنجاييكه تا. از قلبي مي باشدبراي سلولهاي پيشس

هيچ فاكتوري به تنهايي نتوانسته است سلولهاي پرتوان 
القايي را در شرايط كشت سلولهاي پرتوان ايجاد كند پس 

هاي شكل گيري سلولهاي پرتوان در محيط كشت سلول
غير ) Mef2C(قلبي و در حضور يك فاكتور تمايزي قلبي 
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همانطور كه در گروهي كه تنها . منطقي و عجيب مي باشد
 تنها ترانسديوس شده بود، هيچ گونه كلني شبه Oct4با 

iPSC در اين مطالعه . پيشساز قلبي شكل نگرفت ويا شبه
 نشان داديم كه فاكتورهاي پرتواني به همراه فاكتورهاي

ريزي مستقيم سلولهاي  بي مي توانند براي بازبرنامهقل
اين . فيبروبلاست به سلولهاي دودمان قلبي استفاده شوند

 رويكرد براي تبديل سلولهاي فيبروبلاست به غضروف
مطالعات بعدي . گزارش شده است )14( استخوانو  )17(

تر، توليد  انند با بررسي شرايط كشت اختصاصيمي تو
همچنين اين  .را سبب شوند پيشساز قلبيكارآمد سلولهاي 

احتمال وجود دارد كه كشت سه بعدي بازده دگرتمايزي را 
قابليت پاساژ پذيري  نانچه اين سلولهاچ. )1( افزايش دهد

داشته باشند گزينه مناسبي را براي توليد ساير سلولهاي 
) رگي وسايت، اندوتليال و عضله صاف دوركارديوماي(قلبي 

تاكنون مواد مختلفي براي القا تكثير و يا  .دكنن ميفراهم 
مهار تكثير سلولهاي مختلف مورد استفاده قرار گرفته اند 
كه اين عوامل مي توانند در افزايش تكثير سلولهاي پيشساز 

ر اين مطالعه، د .)2( قلبي حاصل از دگرتمايزي موثر باشند
دگرتمايزي سلولهاي فيبروبلاست به سلولهاي پيشساز قلبي 

صورت گرفته  Mef2Cو  Oct4 استفاده از دو فاكتور تنها با
و ساير تركيبات فاكتورهاي پرتواني و فاكتورهاي  است

قلبي مي توانند سلولهاي پيشساز قلبي و يا سلولهاي بالغ 
تمام اين  .بالاتري توليد كنند و كيفيت  قلبي را با بازده
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Abstract 

Heart diseases are the most significant cause of morbidity and mortality in the world. 
Cell therapy has been proposed as a promising approach to treat the cardiac diseases. To 
this end, different types of stem cells such as pluripotent stem cell (embryonic stem 
cells and induced pluripotent stem cells) and multipotent stem cells (mesenchymal stem 
cells and cardiac progenitor cells) have been used for producing cardiac cells (cardiac 
progenitor cells/cardiomyocytes) in vitro. Direct reprogramming of fibroblasts to 
cardiac cells is the newest strategy for de novo generation of cardiac lineage cells. This 
approach is a shortcut for easy and safe production of cardiac lineage cells in vitro and 
in vivo. In the current study, mouse embryonic fibroblasts were directly reprogrammed 
to the cells expressing cardiac progenitor markers. To reprogram fibroblasts to cardiac 
lineage cells, pluripotency key transcription factor Oct4 and cardiac specific 
transcription factor Mef2C were overexpressed in mouse embryonic fibroblasts. After 
three weeks, the transduced cell formed some cardiac progenitor like colonies. Gene 
expression analysis and immunostaining for cardiac lineage and pluripotency markers 
demonstrated that the emerged colonies were cardiac progenitor colonies derived 
through direct reprogramming process. The results of this study indicate that direct 
reprogramming can open a new avenue for producing cardiac cells required in cell 
therapy including cardiomyocytes and cardiac progenitor cells. 

Key words: transdifferentiation, direct reprogramming, cardiac progenitor, fibroblast, 
transcription factor 

 


