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مقایسه روش هاي کشت، فرآوري و بهبود روش هاي 
تمایزي سلول  هاي بنیادي به کاردیومیوسیت

چکیده
س��ابقه و ه��دف: در ح��ال حاضر اولی��ن عامل مرگ و 
می��ر در جهان بیماري هاي قلبي عروقي اس��ت که س��الانه 
جان میلیون ه��ا نفر را در جهان مي  گیرد. س��لول هاي قلبي 
س��لول هاي تمای��ز یافته هس��تند و توانایي تکثی��ر و ترمیم 
قلب آس��یب دیده را ندارند. روش  هاي مختلفي براي بهبود 
وضعیت بیماران قلبي وجود دارد. یکي از روش هاي جدید 
ترمیم و باز س��اخت عضله قلب با اس��تفاده از س��لول  هاي 
بنیادي است. براي این کار از منابع سلولي مختلفي استفاده 

مي شود.
روش جس��ت و جو: مطالعه حاضر یک مطالعه مروري 
 Pub Med،اس��ت که اطلاعات آن از پایگاه  هاي اطلاعاتي
در   Science direct و   Google scholar، SID
بازه  زماني 2000 تا 2015 به دس��ت آمده اس��ت. داده   ها با 
 ،wnt اس��تفاده از کلمات کلیدي س��لول هاي بنیادي، مسیر
کاردیومیوس��یت، انفارکتوس قلبي و سلول درماني جستجو 

شده است. 
نتای��ج و یافته  ها: ب��راي پیوند س��لولي در عضله قلب 
س��لول هاي مختلفي از جمله سلول  هاي جنیني، سلول هاي 
سوماتیکي و سلول  هاي چند ظرفیتي القایي به کار مي روند 
ک��ه تفاوت  های��ي از نظر ایمن��ي، تومورزایي، بی��ان ژن  ها، 
روش هاي مورد اس��تفاده و ... دارند. براي تمایز سلول هاي 
بنی��ادي ب��ه کاردیومیوس��یت از روش هاي مختلف��ي مانند 

همکشتي، اس��تفاده از القاگرهاي شیمیایي، تنظیم مسیرهاي 
کنت��رل رش��د و تمایز مانند wnt و ... اس��تفاده مي ش��ود. 
ب��ا توجه به منبع س��لولي و روش کش��ت مورد اس��تفاده، 
تمای��ز س��لول هاي مختلف ب��ه کاردیومیوس��یت کارایي و 
اثر بخش��ي متفاوتي را نش��ان مي دهد. در این مقاله نگاهي 
اجمالي به روش هاي فرآوري، کش��ت و تمایز س��لول ها به 

کاردیومیوسیت شده است.
بحث و نتیجه گیري: س��لول هاي مزانش��یمي مش��تق از 
غشاي آمنیوتیک، سلول  هاي امن و بي  خطري براي کلینیک 
به حس��اب مي  آیند که موجب بهبود عملکرد قلب مبتلا به 
انفارکتوس مي  ش��وند. براي افزایش درصد تمایز سلول  هاي 
بنیادي به کاردیومیوس��یت تنظیم مس��یرهاي رشد و تمایز 
مانند wnt روش مناس��بي است و موجب ایجاد 98 درصد 

کاردیومیوسیت مي  شود.
 ،wnt کلم��ات کلی��دي: س��لول  هاي بنی��ادي، مس��یر

کاردیومیوسیت، انفارکتوس قلبي، سلول درماني

مقدمه
بیماري هاي قلبي عروق��ي اصلي  ترین عامل مرگ و میر 
در ایالات متحده آمریکا و ایران اس��ت و سالانه سي درصد 
کل مرگ و میرها را ش��امل مي شود. این بیماري ها مرگ و 
میر، ناتواني و مش��کلات اجتماعي زیادي به همراه دارد و 

هزینه هاي سنگیني به بیماران تحمیل مي  کند )1(.

  دکتر عبدالرضا اسماعیل زاده 
دانش�یار، گروه ایمونولوژي دانشکده پزشکي و مرکز تحقیقات 

ژن درماني سرطان دانشگاه علوم پزشکي زنجان، ایران
  ناهید دانشي 

دانش�جوي پزشکي، دانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشکي 
زنجان، ایران

  مریم عرفان منش
کارشناس ارشد بیوتکنولوژي، آزمایشگاه تخصصي بیمارستان 

بهمن، زنجان، ایران
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 م��رگ و می��ر در اثر بیماري ه��اي قلب��ي عروقي در
 کشور هاي در حال توسعه و توسعه نیافته رو به افزایش 
اس��ت و به بیش از چهل درصد در س��ال 2020 خواهد 
رسید. سن شروع بیماري  هاي قلبي عروقي کاهش یافته 
است و درصد زیادي از مبتلایان به این بیماري ها کمتر 

از 60 سال سن دارند )2(.
برخي از بیماري هاي قلب��ي عروقي مانند انفارکتوس 
میوک��ارد باع��ث فیب��روزه ش��دن ناحی��ه انفارکت��ه و 
تش��کیل اسک��ار مي ش��ود. در نتیجه ق��درت انقباضي 
و ب��رون ده قلب��ي کاه��ش مي  یاب��د. سلول ه��اي قلبي 
انس��ان بعد از تول��د توانای��ي تکثیر خ��ود را از دست 
 مي ده��د و توانایي بازس��ازي و ترمی��م میوکارد آسیب

 دیده را ندارد )3(.
روش  هاي درماني مختلف��ي براي این بیماران وجود 
دارد. درم��ان مراحل انتهایي بیماري  ه��اي قلبي، پیوند 
قلب است. ب��ا این وجود هزینه هاي زی��اد، استفاده از 
دارو هاي سرکوبگر ایمني و کمبود دهنده عضو، استفاده 
از آن را محدود مي کن��د. آخرین روش درماني توصیه 
شده انتقال سلول هاي بنیادي به عضله قلب آسیب دیده 
است که تحت ش��رایط خاص باعث افزایش آنژیوژنز 
و تولی��د سلول  هاي جدید قلب��ي در ناحیه آسیب دیده 

مي  شود )4(.
براي پیوند سلولي در عضله قلب از سلول  هاي مختلفي از 
جمله سلول هاي جنیني، سلول هاي سوماتیکي و سلول هاي 
چند ظرفیتي القایي استفاده ش��ده است ک��ه هر کدام مزایا 
و معای��ب خاص خ��ود را دارند. در این مقاله سعي ش��ده 
است ع��لاوه بر ذکر روش هاي مختلف مورد استفاده، مزایا 
و معای��ب تمایز انواع مختلف سلول ه��ا به کاردیومیوسیت 
بیان ش��ده و در انتها یک منبع سلولي مناسب براي کارهاي 
کلینیک��ي و روش جدی��د ب��راي افزایش درص��د تمایزي 

کاردیومیوسیت معرفي گردد.

روش مطالعه
 مطالعه حاضر یک مطالعه مروري است که اطلاعات آن 
 Pub Med، Google scholar از پایگاه  ه��اي اطلاعاتي
SID و Science direct در ب��ازه  زماني 2000 تا 2015 
ب��ه دست آمده اس��ت. داده   ها با استف��اده از کلمات کلیدي 
سلول هاي بنیادي، مسیر wnt، کاردیومیوسیت، انفارکتوس 

قلبي و سلول درماني جستجو شده است.
ان��واع سلول هاي مورد مطالعه: این مطالعه عمدتا بر روي 

سه گروه اصلي سلولي به ترتیب زیر انجام شده است. 
1( س��لول هاي بنیادي جنین��ي1)ESCs(: سلول  هایي با 
منشا جنیني هستند که براي اولین بار از لایه سلولي داخلي 
بلاستوسیت موش بدست آمدن��د. این سلول   ها به صورت 
تمایز نیافته قدرت تقس��یم زیادي داشته و مي  توانند به انواع 

مختلف سلول ها از جمله کاردیومیوسیت تمایز یابند )5(.
2( سلول هاي بنیادي سوماتیکي: از سلول هاي سوماتیکي 
)سلول  هاي بنی��ادي اختصاصي بافت و یا بالغین هم نامیده 
 )6( EPCs2 مي  توان به پروژنیتور سل ه��ا مانند )مي  ش��ود
و سلول  هاي بنیادي مزانش��یمي )MSCs(3 )۷( اشاره کرد. 
سلول  ه��اي بنیادي مزانش��یمي از منابع مختلف��ي مانند مغز 
استخوان، غشاي آمنیوتیک، خون قاعدگي و خون بند ناف 
بدست مي آیند )۷(. این سلول ها توانایي خود را براي تمایز 
به انواع سلول ها حف��ظ کرده و موجب بازسازي استخوان، 

غضروف، ماهیچه و بافت چربي مي  شوند )8(.
 :  4)IPSCs(القای��ي ظرفیت��ي  چن��د  س��لول  هاي   )3
یاماناک��ا)Yamanaka( و همکاران نش��ان دادند که افزایش 
 Oct-4، Sox2، Klf-4، c-Myc بیان چهار فاکتور رونویس��ي
سلول  ه��اي سوماتیکي را ب��ه iPSC تغییر مي  دهد )9(. انواع 
سلول هاي سوماتیکي مانند سلول هاي تک هس��ته اي خون و 
سلول ه��اي پوستي از نظر ژنتیکي برنام��ه ریزي مجدد انجام 
مي  دهند و یک وضعیت ش��به سلول  هاي بنیادي جنیني ایجاد 
مي  کنند که مي  تواند به انواع مختلف سلول  ها تمایز یابد )10(.

1-  Embryonic Stem Cells
2-  Endothelial Progenitor Cells
3-  Mesenchymal Stem Cells
4-  Induced pluripotent Stem Cells
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در جدول شماره 1 ویژگي هاي انواع مختلف سلول  ها و تمایز آن  ها به کاردیومیوسیت مقایسه شده است.

جدول شماره 1. مقایسه انواع سلول هاي مورد استفاده در درمان نارسایي قلبي
آزمایش in vivoژن ها و پروتئین هاي قلبيالقاي تمایز قلبي با:درصد تمایزمنبع سلوليسالنام محقق

Kehat et al2001ESCs29% کشت در سوسپانسیون و تشكیل
EB

 Nkx2.5،GATA4
cTnI(cardiac troponin I), cTnT

  ANP(Atrial Natriuretic Peptide)
 mlc-2v(myosin light chain 2v)

 mlc-2a
 αMHC(α-Myosin Heavy Chain)

Ye et al2013

UCBips7188%
 Activin-A/BMP-4 /

VEGF protocol

 GATA4،Nkx2.5
 αsarcomere، mlc-2v ،cTnI

 actin
cTnT PCBC16ips259%

Sanchez-Freire et al2014

CPCs3
46%*

 Embryoid body and
 monolayer-based

differentiation protocols

 NKX2-5, MESP1, ISL1, HAND2
MYOCD, MEF2C, GATA4

منطقه انفارکتوس
42%→21%

57%**

Fibroblast
34%*

42%→27%
51%**

Tsuji et al2010hAMCs433% همکشتي با کاردیومیوسیت
تمام ژن هاي خاص قلبي بیان شدجنین موش

فیبروز میوکارد
18%→13%

Fractional shorten-
ing

34%→39%

Antonitsis et al2007hBMMSCs55-azacytidin تیمار با
βMHC

cardiac troponin T
  αcardiac actin ،vimentin

Badorff et al2003EPCs10%همکشتي با کاردیومیوسیت موش

α-sarcomeric actinin 
cTnI, ANP 

myocyte enhancer factor2 
(MEF-2)

بهتر شدن رگزایي و 
عملکرد قلب

Motamedi et al2010hMSCتیمار با اکسي توسین

αMHC، OTR، mlc2v 
 α-3actinin

 troponin IC
GATA4 عدم بیان

 EBs protocolمثبت در کاردیومیوسیت هاي حاصل از cTnT درصد سلول  هاي *
monolayer-based protocol مثبت در کاردیومیوسیت  هاي حاصل از cTnT درصد سلول هاي **

  1- Reprogrammed from Human Umbilical Cord Mononuclear Blood Cells
2- Reprogrammed from Neonatal Human Dermal Fibroblast
3-  Cardiac Progenitor Cells
4- Human Amniotic Membrane–derived Mesenchymal Cells
5- Human Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells
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یافته  ها
از  کاردیومیوس��یت  تمای��ز  مختل��ف   روش  ه��اي 

سلول  هاي بنیادي 
ب��ه  مزانش��یمي  بنی��ادي  سلول ه��اي  مس��تقیم  تزری��ق 
میوک��ارد انفارکت��وس  از  ناش��ي  مزم��ن  آسی��ب   مح��ل 

 )chronic MI scare( موج��ب بهب��ود عملک��رد بطن��ي 
مي ش��ود )11(. سلول  هاي مورد استفاده در درمان انفارکتوس 
قلب��ي سلول  های��ي تمایز نیافته هس��تند که مي توانن��د به انواع 
مختل��ف سلول ها تمایز یابن��د. در نتیجه احتم��ال دارد تعداد 
کم��ي از سلول ه��اي پیون��دي ب��ه کاردیومیوسی��ت تمای��ز 
یابن��د. بنابرای��ن تمای��ز مس��تقیم سلول ه��اي بنی��ادي به رده  
کاردیومیوسی��ت قب��ل از پیون��د مي  تواند ب��راي افزایش بازده 
 سلول درماني مناسب باش��د )12(. محققان بیان داش��ته  اند که

 cyclic strain )13(، محی��ط حاص��ل از بافت ایس��کمیک 
قلبي )14( و همکش��تي با کاردیومیوسیت موش )15( موجب 
افزایش تمای��ز MSCs به کاردیومیوسیت مي  ش��ود.همچنین 
هاتزیس��ترگوز)Hatzistergos( و همکاران نش��ان دادند که 
تزری��ق MSCs به قلب انفارکته موج��ب تحریک سلول هاي 
بنیادي قلبي میزبان و تمایز آن  ها به کاردیومیوسیت بالغ مي  شود. 
آن  ه��ا این روش را به عنوان مکانیس��م سلول درماني در بهبود 
عملکرد قلبي معرفي کردند )16(. کهات )Kehat( و همکاران 
 با کش��ت سلول  هاي بنیادي جنیني در سوسپانسیون و تشکیل 
 EB (Embryoid Body)این سلول  ها را به کاردیومیوسیت 
 تمایز دادند )5(. یه )Ye( و همکاران براي تمایز iPSC از ترکیب

 ActivinA/BMP4/VEGFاستفاده کردند )10(. محققان 
براي تمای��ز سلول  هاي بنیادي به کاردیومیوسیت از القاگرهاي 
ش��یمیایي مختلفي استفاده مي  کنند.azacytidin-5 رایج ترین 
القاگ��ر ش��یمیایي است ک��ه ب��راي تمای��ز کاردیومیوسیت از 
MSCs استفاده مي  شود. AZA-5 به عنوان آنالوگ شیمیایي 
cytidine در نظ��ر گرفته مي  ش��ود که خاصی��ت دمتیلاسیون

DNA دارد )11(. ای��ن ماده جل��وي تکثیر سلولي را گرفته و 
آپاپتوز را از طریق فعال کردنP53-P21  القا مي  کند )1۷(. اما 
کاستي  ه��ايAZA-5 ، استفاده از آن را براي کار هاي کلینیکي 

با سوالاتي مواجه مي  کند. 
یکي از دلایل بزرگ، پتانسیل آن براي جلوگیري از متیلاسیون 
 DNA- methyltransferaseتوسط شکل  گیري DNA

اس��ت. AZA-5 ب��ا دمتیلاسیون 5- متی��ل سیتوزین فعالیت 
 5- AZA.متی��ل ترانس��فرازي را در سل��ول کاهش مي ده��د
عدم تعادل ایج��اد کرده و سازماندهي کروماتین را تحت تاثیر 
قرار مي ده��د. در نتیجه این سلول هاي دستکاري ش��ده براي 
کارآزمایي  هاي بالیني زیاد مناسب نیس��تند )12(. به دلیل اثرات 
منفي AZA-5، کاهش قابلیت استفاده در بالین و همچنین کم 
بودن درصد تمایزي کاردیومیوسیت حاصل پژوهشگران سعي 

کرده  اند القاگرهاي جدیدي مانند
TGFβ1 (12)،angiotensinII   (angII)  (18) 
cardiotrophin1 (19) ، Slingshot-1L (ssh1L)(20)  
Suberoylanilide Hydroxamic Acid (SAHA) (21) 
vitamin-D3 (22)-1.25 و
ترکی��ب  از  همک��اران  و   )Gao( گائ��و  کنن��د.  معرف��ي 
جدیدي ب��راي تمای��ز کاردیومیوسیت استف��اده کردند. آن ها 
 ب��ه هم��راه AZA-5 از salvianolic acid B (salB) و 
Cardiomyocytes Lysis Medium (CLM) نیز 
استف��اده کردند. در این  آزمای��ش، سلول  ها با به کارگیري لنتي 
ویروس β-catenin را بیان نکردند. مهار Wnt و استفاده از 
 MSC 5 یک نقش تحریکي در تمایز کاردیومیوسیت از-AZA
دارد. CLM یکparacrine microenvironment براي 

تمایز کاردیومیوسیت فراهم مي  کند.
 نتای��ج نش��ان داد ک��ه ب��ا استف��اده از ای��ن روش درص��د 
تمای��زي و مق��دار بی��ان ژن ه��اي خ��اص قلب��ي افزای��ش 
م��ي یاب��د )ب��دون انقب��اض خ��ود ب��ه خ��ودي( )11(. یان 
 )Yan( و همک��اران ب��ا مه��ار مس��یر P53-P21 توس��ط 
P.fifty three inhibitor-α (PFTα) آپاپتوز را کاهش داده 
و BMMSC را براي تمایز به سلول هاي شبه کاردیومیوسیت 
القا کردند. با استفاده همزمان از این ماده و AZA-5 بیشترین 
 تمایز حاصل شد )1۷(. فنگ )Feng( و همکاران نشان دادند که 
 suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)
القاگر ق��وي  ت��ر از AZA-5 براي تمای��ز کاردیومیوسیت از 
MSC است و هیچ اثر سینرژیک یا آنتاگونیست بین این ماده و 

AZA-5 در تمایز کاردیومیوسیت وجود ندارد.
 SAHA مهارکنن��ده هیس��تون داستی��لاز اس��ت. آن ها بیان 
کردند که استیلاسیون هیس��تون مکانیس��م تعیی��ن کننده  تمایز 

کاردیومیوسیت از MSCs است )21(.
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 انواع القاگر هاي شیمیایي مورد استفاده براي تمایز سلول هاي بنیادي به کاردیومیوسیت در جدول شماره 2 مقایسه شده اند. 

جدول شماره 2. مقایسه انواع عوامل محرك در کشت سلول براي تمایز سلول هاي کاردیومیوسیت و نتایج آن

جمعیت انقباضيبازدهسلولمحركسالمحقق
Mohanty et al2013TGFB1hBMMSC5-AZA منفيکمتر از

Xing et al2012

Ang II

rBMMSC
5-AZA تقریبا برابر

AngII+5-AZA5-AZA بیشتر از
)کاهش زمان تمایز به سه هفته(

Gao et al20145-AZA+salB+CLMrBMMSCمنفيبیشتر از هر یک به تنهایي

Hatzistergos et al2010BMMSCCSC1

افزایش تكثیر و تمایز CSC به 
کاردیومیوسیت

کاهش اسكار قلبي از 25% به 
10% )بعد از 8 هفته(

Yan et al2011PFTαrBMMSC5-AZA بیشتر از

Huang et al2012
Cyclic strain

rMSC
MSC تمایز کاردیومیوسیت از

Cyclic strain+5-AZAافزایش سطح مارکر هاي قلبي

Xinyun et al2010
Cardiotrophin 1(Ct1)

rBMMSC
تعداد کمي از افزایش بیان ژن ها و پروتئین ها

سلول ها منقبض 
شدند Ct1+5-AZA افزایش تمایز و بلوغ

MSCs کاردیومیوسیت از

Ramesh et al2012شرایط ایسکمي قلبيhMSC تمایز کاردیومیوسیت متناسب
با مراحل اولیه کاردیوژنز

Zhao et al2012SSH1LhBMMSC
افزایش بیان ژن ها و پروتئین قلبي
گسترش تمایز کاردیومیوسیت از 

MSCs

Feng et al2009SAHArMSC
افزایش بیان ژن ها و پروتئین قلبي

5-AZA القاگر قویتر از
بیان MHC افزایش نیافت

Feng et al2009کاردیومیوسیتrBMMSC القاي تمایز کاردیومیوسیت از
 co-cultureطریق

Hlaing et al20141.25-vitamin-D3

 H9c2 rat
 embryonic

 myocardium
cell

 canonical Wntتنظیم مهاري
signaling

تنظیم مثبت )افزایشي( بیان 
Wnt11

1-  Cardiac Stem Cell
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روش ه��اي متنوعي ب��راي افزایش درص��د تمایزي منابع 
سلول��ي مختلف ب��ه کاردیومیوسیت وج��ود دارد. یکي از 
این روش  ها تنظی��م Wnt signalingاست. فعال ش��دن 
مانن��د  Wnt1،Wnt2a،Wnt3aو   canonical Wnt
Wnt8a تمای��ز قلب��ي در ESC را مه��ار مي کند. در حالي 
 Wnt4، مانند non canonical wnt ک��ه فع��ال ش��دن
 Wnt5aو Wnt11کاردیوژن��ز را افزای��ش مي  دهد )23(. 
لی��ان )Lian(و همکاران توانس��تند بدون فاکتور رش��د یا 
س��رم، تنه��ا از طری��ق تنظی��م Wnt signaling درصد 
تمایزي کاردیومیوسیت را تا 98% افزایش دهند. آن ها نشان 
 دادند که تیمار hPSC ب��ا مهار کننده گلیکوژن سنتاز کیناز
 β-catenin shRNA1 و به دنبال آن القاء بیان(GSK3 )3 
 و یا قرار گرفتن در معرض مهار کننده  هاي شیمیایي تولیدات

 Wnt signaling مي توان��د محص��ول کاردیومیوسی��ت 
 Wnt signaling حاصل را تا 98% افزایش دهد )24(. مهار
ب��راي خ��ود تجدید  ش��وندگي سلول  هاي مزانش��یمي مهم 
اس��ت. ساراسواتي )Saraswati( و همکاران نش��ان دادند 
 )Wnt signaling کنن��ده  )مه��ار   Pyrvinium ک��ه 
تکثی��ر MSC را افزایش مي دهد. در حال��ي  که تمایز آن به 

استخ��وان و غضروف را کم مي کند. همچنین پیوند طولاني 
مدت سلول هاي بنیادي مزانش��یمي را نی��ز ممکن مي سازد 
)25(. هدای��ت Wnt11، تمایز BMMSCs را به فنوتیپ 
قلب��ي افزایش مي دهد. سای��ز منطقه انفارکت��وس و آپاپتوز 
کاردیومیوسیت داخل بافت حیواني که MSCwnt11 دریافت 
کرده بودند کاهش یافت. پیوند MSCWnt11 عملکرد قلب را 
بهبود بخشید )23(. استفاده از مهارکننده GSK3 و محصولات 
Wntب��راي تمایز کاردیومیوسی��ت از ESC و iPSC موثر 
اس��ت، اما کان��ل )Connell( و همکاران نش��ان دادند که 
تنظی��م Wnt signalingبر اس��اس مولکول هاي کوچک 
 تنظیمي ب��ه تنهایي براي ایجاد کاردیومیوسیت عملکردي از 
 (Amniotic Fluid-derived Stem Cell) AFSC
کافي نیس��ت، گرچ��ه ژن  ها و پروتئین  ه��اي رایج رده قلبي 
بیش��تر بیان مي  شود )26(. ش��ارما )Sharma( و همکاران 
براي خالص سازي کاردیومیوسیت، بعد از القاي تمایز قلبي 
 Glucose از طریق مولکول هاي کوچک تنظیمي، از روش
Starvation استفاده کردن��د )2۷(. انواع روش  هاي مورد 
استفاده براي تنظیم مس��یر wnt در جدول شماره 3 مقایسه 

شده اند. 

1- Glycogen Synthase Kinase 3 inhibitors

جدول شماره 3. مقایسه  انواع تنظیم کننده  هاي wnt، براي افزایش درصد تمایز سلول هاي بنیادي به 
کاردیومیوسیت

نتایج محرك سلول سال محقق

functional cardiomyocyte عدم تشكیل تنظیم مولكولي wnt signaling توسط 
IWP و CH

AFSC 2015 Connell et al

درصد تمایزي در 15روز به %95 رسید تنظیم Wntو BMP + غني سازي با 
لاکتات hiPSC 2015 Kadari et al

↑ تمایز به فنوتیپ قلبي
↓ منطقه انفارکتوس و آپاپتوز در حیوانات آزمایشگاهي

Transduction of wnt 11 rBMMSC 2012 Zuo et al

MSC ↑ تكثیر
↓ خاصیت استئوژنز و کندروژنز

  ↓β-catenin سیتوپاسم
Wnt inhibitor )pyrvinium( MSC 2012 Saraswati et al

cTnT+ 98% تنظیم wnt با تغییر ژنتیكي
hiPSC 2012 Lian et al

cTnT+ 87% تنظیم wnt با مولكول کوچك تنظیمي
30% افزایش در نسبت سلول هاي کاردیومیوسیتي به 
غیر سلول  هاي کاردیومیوسیتي در جمعیت سلول  هاي 

تمایز یافته

تنظیم wnt به وسیله مولكول هاي کوچك 
 تنظیمي+  غني سازي با 

glucose starvation

hiPSC 2015 Sharma et al
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بحث 
ترمی��م سلولي عضله قل��ب یک روش درمان��ي جدید براي 
بیم��اران قلبي اس��ت. استفاده از ای��ن روش در کلینیک نیازمند 
غلبه بر چندین مش��کل مهم است. اولا نیازمند یک منبع سلولي 
غني است که به راحتي و فراواني در دسترس بوده و مشکلات 
اخلاقي نداشته باشد. ثانیا بتوان آن را به عضله قلب بیمار انتقال 
داد. پ��س لازم اس��ت که ای��ن سلول درصد تمای��زي بالایي به 
کاردیومیوسیت نش��ان دهد، خاصیت تومورزایي نداشته باشد و 
موجب واکنش ایمونولوژیک در بدن بیمار نشود و در انتها بتواند 

عملکرد قلب آسیب دیده را بهبود بخشد.
با توجه ب��ه یافته  ها از بین منابع سلول��ي مختلف سلول هاي 
iPSCs درص��د تمای��زي بالاتري دارند. بطوریک��ه یه )Ye( و 
همک��اران درصد تمایزي UCBips7 به کاردیومیوسیت را 88 
درصد و درصد تمای��زي PCBCips16 به کاردیومیوسیت را 
59 درص��د گزارش کردند )10(. ای��ن در حالي است که کهات 
)Kehat( و همک��اران درص��د تمایزي سلول ه��اي جنیني به 
کاردیومیوسی��ت را 29 درصد گزارش کردن��د )5(. سلول هاي 
iPSCs از بافت ه��اي سوماتیک��ي مختلف بدس��ت مي آیند و 
مشکلات اخلاقي و نگراني  هاي ایمونولوژیک ESCs را ندارند 
)28(. این سلول ها در پیوند autograft بدون نیاز به دارو هاي 
سرکوبگر ایمني استفاده مي شوند. شکل گیري نئوپلاسم مشکل 
اساس��ي این سلول  ها اس��ت که استفاده از آن ه��ا را در کلینیک 
محدود مي  کند )۷(. از آنجایی که سلول هاي مزانش��یمي مش��کل 
تومورزای��ي ندارند، سلول  هاي مطمئني در کلینیک به حس��اب 
مي آیند. ولي در صورت استفاده براي پیوند Allograft مشکل 
رد ایمني خواهند داش��ت. اما سلول  ه��اي hAMCs در پیوند 
Xenograft نیز مش��کل رد ایمني نداش��تند و در قلب موش 
آزمایش��گاهي تا 80 روز بدون نیاز به داروهاي سرکوبگر ایمني 
ق��ادر به بقا بودند. ب��ا تزریق hAMCs به قل��ب آسیب دیده، 
فیب��روز میوکارد از 18 درصد به 13 درصد کاهش یافت. درصد 
تمایز hAMCs به کاردیومیوسیت 33 درصد گزارش شد )۷(. 
ش��ن )Shen( و همک��اران ضمن تقس��یم روش  ه��اي تمایز 
کاردیومیس��یت از BMMSCs ب��ه سه دسته  القاء بیوش��یمیایي 
)Biochemistry Induction(، الق��اء ریز محیط میوکاردیال 
 )Myocardial Microenvironment Induction(
و مدیفیکیش��ن ژنتیک��ي )Genetic Modification( بی��ان 

کردند که همکش��تي با سلول  هاي میوکاردی��وم و CLM روش 
مناسب  تري براي تمایز کاردیومیوسیت از سلول هاي مزانش��یمي 
است و استفاده از القاگر هاي ش��یمیایي به علت اثرات توکسیک 
ب��ر روي سلول ه��اي سالم مناسب نیس��ت )29(. همکش��تي به 
علت بازده ک��م و دست و پا گیر بودن، کمتر در کلینیک استفاده 
مي ش��ود )12(. محقق��ان سعي ک��رده  اند القاگر ه��اي جدیدي 
معرفي کنند که اثرات مضرر کمتري داش��ته باشد یا با استفاده از 
 یک ماده  دیگر اث��رات مضرر القاگر را خنثي کنند. به عنوان مثال

 TSA (trichostatin A)و SAHA ه��ر دو مه��ار کنن��ده 
هیس��تون داستیلاز هس��تند و اثر مثبت در تمایز کاردیومیوسیت 
دارند. SAHA در مقایس��ه با TSA اثر توکس��یک کمتري روي 
سلول هاي سالم دارد و دوز بیشتري از آن را مي توان استفاده کرد 
)SAHA .)21 اگر چه درصد تمایز کاردیومیوسیت از MSC را 
در محیط آزمایشگاهي افزایش مي  دهد ولي روي بهبود عملکرد 
 Salvianolic .)30( تاثیري ندارد in vivo قلب آسیب  دیده در
Acid B م��ورد استفاده توس��ط گائ��و)Gao( و همکارانش از 
فاکتوره��اي مضر و سم��ي AZA-5 محافظ��ت مي کند )11(. 
cardiotrophin سیتوکاین��ي است که بق��ا کاردیومیوسیت را 
افزایش مي دهد و اث��ر ضد آپاپتوزي دارد. ممکن است در خنثي 

کردن اثرات سمي AZA-5 موثر باشد )19(. 
 BMP، محقق��ان دریافته  اند که مهارکننده  هاي خارج سلولي
Wnt و Nodal القاگ��ر اصل��ي در تمای��ز کاردیومیوسی��ت 
ب��ه ماهی��ت سلول  هاي قلب��ي هس��تند )11(. لی��ان )Lian( و 
همکاران با فع��ال ک��ردن canonical Wnt در مراحل اولیه 
و سپ��س با مهار آن در مراحل بعدي توانس��تند درصد تمایزي 
iPS ب��ه کاردیومیوسی��ت را تا 98% افزایش دهن��د )24(. که با 
 توج��ه به غني سازي و مادولاسی��ون BMP قابل توجیه است. 
ک��اداري  (Kadari) وهمکاران با مادولاسیون BMP و تنظیم 
Wnt signalingو غن��ي س��ازي با لاکتات توانس��تند درصد 
تمایز کاردیومیوسیت را از iPS افزایش دهند. حاصل کار آن ها 
تمایز کاردیومیوسی��ت در 15 روز با بازده 95% بود )9(. تنظیم 
مس��یر هاي کنترل تمای��ز کاردیومیوسیت از طریق تغییر ش��کل 
ژنتیکي براي کلینیک مناسب نیست )24(. به همین دلیل محققان 
مهار کننده  هاي ش��یمیایي Wnt مانن��د Pyrvinium)25( را 
براي تمایز کاردیومیوسیت به کار برده اند. براي افزایش خلوص 
کاردیومیوسی��ت در جمعی��ت سلول��ي تمایز یافت��ه مي توان از 
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تفاوت متابولیکي موجود بین سلول هاي کاردیومیوسیتي و غیر 
 )Sharma( کاردیومیوسیتي استفاده کرد، به طوري که ش��ارما
و همکاران با روش glucose starvation توانس��تند نسبت 
سلول  ه��اي کاردیومیوسیتي به غیر سلول ه��اي کاردیومیوسیتي 
در جمعی��ت سلول  هاي تمایز یافته را ب��ه بیش از 30% افزایش 
دهن��د)2۷(. همچنان که کاداري)Kadari( و همکاران در مقاله 
خ��ود ذکر کردند ک��ه استفاده از القاگر خارج��ي به همراه غني 

سازي متابولیکي موجب افزایش درصد تمایزي مي شود )9(.

نتیجه گیري 
با توج��ه به نوع نارسایي قلبي و ه��دف مطالعه، بکارگیري 
محیط کش��ت سلولي ب��ا محرک هاي خ��اص، در زمان و دوز 
خ��اص ضروري اس��ت. یافته نش��ان مي  دهد ک��ه سلول هاي 
مزانش��یمي مشتق از غشاي آمنیوتیک از نظر رد ایمني و ایجاد 

تومور بي خطر بوده و به راحتي و فراواني در دسترس هستند 
و توانس��تند عملکرد قلب آسیب دیده را بهبود بخشند. اما این 
سلول ها درصد تمایزي پاییني )33%( نش��ان دادند که مش��کل 
اساسي این سلول  ها است. اگر بتوان درصد تمایزي سلول هاي 
مزانشیمي مشتق از غش��اي آمنیوتیک را بدون تغییر ویژگي  ها 
)عدم تومور زایي و القاي ایمني( افزایش داد، یک منبع سلولي 
مناس��ب براي بهبود عملکرد قل��ب و امیدي تازه براي بیماران 
 Wnt قلبي خواهد بود. همچنین به نظر مي  رسد تنظیم مس��یر
ب��ا مولکول  هاي کوچک تنظیم��ي روش مناسبي براي افزایش 
درص��د تمایز کاردیومیوسیت از سلول ه��اي بنیادي است. هر 
چن��د این روش مش��کلاتي دارد ک��ه باید ب��ر آن  غلبه کرد از 
جمل��ه یافت��ن مولکول  هاي تنظیم��ي موثر و ب��ي خطر که در 
کارآزمایي ه��اي بالیني موثر، با راهنماه��اي بالیني سازگاز و از 

نظر اخلاقي موردي نداشته باشد.
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